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Résumé

Cette étude vise a valoriser le patrimoine microbien local a travers 1’utilisation
d’une souche de Lactococcus lactis (issue du laboratoire LSTPA) pour la fabrication
d’un lait fermenté traditionnel de type Raib. L’objectif est d’exploiter le lait de brebis de
race locale Hamra afin de proposer un produit fini standardisé, de qualité supérieure et
parfaitement reproductible. La démarche expérimentale s’articule autour de trois étapes
fondamentales assurant la qualité et la tracabilité du Raib. Elle débute par la
caractérisation du lait cru, impliquant des analyses physico-chimiques pour évaluer sa
composition fonctionnelle et des examens microbiologiques, incluant le dénombrement
de la flore totale et lactique, afin de valider I’aptitude technologique de la matiere
premiére. La seconde phase correspond au procédé de fabrication proprement dit, qui
consiste a ensemencer le lait de brebis avec une souche Lactococcus lactis sélectionnée
pour ses performances technologiques contrélées, avant de conduire la fermentation
sous des paramétres d’incubation strictement controlés. Enfin, le protocole se conclut
par I’analyse du produit fini, ou le Raib est soumis a des tests physico-chimiques et a
des épreuves sensorielles pour garantir sa conformité et sa qualité gustative. Les
analyses du lait de brebis Hamra révelent une excellente aptitude a la transformation
(pH 6,29, Densité, 1046g/L de lactose 6,09 g/L de matiere grasse 2,79 g/L de matiere
protéique 4,17 g/L), une flore totale de (5 x 10°)UFC/ml et une flore lactique
de (4,32 x 10*) UFC/ml. L’ensemencement avec la souche autochtone Lactococcus
lactis induit une acidification rapide, atteignant le point isoélectrique aprés 24 heures a
30 °C. Le Raib stabilise obtenu affiche un pH de 4,7 et une acidité de 82°D, et se
distingue par une excellente qualité organoleptique notée 6,59/20, alliant une texture
onctueuse a un profil aromatique typique. Ce travail démontre I’intérét technologique et
économique de la valorisation des ressources locales (race ovine Hamra et souche
microbienne autochtone). L’optimisation de ce procédé permet de formuler un lait
fermenté innovant, sain et reproductible, ouvrant ainsi des perspectives de valorisation

pour I’industrie agroalimentaire locale.

Mots-clés : Lait de brebis, Race Hamra, Lactococcus lactis, Raib, Valorisation

technologique.



Abstract

This study aims to enhance the local microbial heritage through the use of a strain of
Lactococcus lactis (from the LSTPA laboratory) for the manufacture of a traditional
fermented milk of the Raib type. The aim is to use local Hamra sheep’s milk in order to
offer a standardized, high-quality and perfectly reproducible finished product. The
experimental approach is based on three fundamental steps ensuring the quality and
traceability of Raib. It begins with the characterization of raw milk, involving physico-
chemical analyses to assess its functional composition and microbiological examinations,
including the enumeration of total and lactic flora, in order to validate the technological
suitability of the raw material. The second phase corresponds to the manufacturing process
itself, which consists of inoculating sheep’s milk with a Lactococcus lactis strain selected
for its controlled technological performance, before conducting fermentation under strictly
controlled incubation parameters. Finally, the protocol concludes with the analysis of the
finished product, where the Raib is subjected to physico-chemical tests and sensory tests to
ensure its conformity and taste quality. Hamra sheep’s milk analyses reveal an excellent

processability (pH 6.29, density, 1046g/L of lactose 6.09 g/L of fat 2.79 g/L of protein

matter 4.17 g/L), a total flora of (5x [10)] ~6) CFU/ml and a lactic flora of

(4.32x [(10)] ~4 ) CFU/mI. Seeding with the indigenous strain Lactococcus lactis induces

rapid acidification, reaching the isoelectric point after 24 hours at 30 °C. The resulting
stabilized Raib has a pH of 4.7 and an acidity of 82 °D, and is distinguished by excellent
organoleptic quality rated 6,59/20, combining a smooth texture with a typical aromatic
profile. This work demonstrates the technological and economic interest of the
development of local resources (Hamra sheep breed and indigenous microbial strain). The
optimization of this process makes it possible to formulate an innovative, healthy and

reproducible fermented milk, thus opening up opportunities for the local food industry.

Keywords: Sheep’s milk, Hamra breed, Lactococcus lactis, Raib, Technological

valorisation.
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Introduction

Introduction

Les produits laitiers fermentés occupent une place essentielle dans le domaine de
I’alimentation grace a leur valeur nutritionnelle, et & leur contribution a la conservation
du lait. Depuis longtemps, les fermentations lactiques constituent 1’'un des procédés
biotechnologiques les plus employés pour la transformation du lait, permettant
I’obtention de produits variés tels que le Raib, et les fromages. L’efficacité de ces
fermentations repose principalement sur [’action des Dbactéries lactiques,
microorganismes capables de métaboliser le lactose en acide lactique, provoquant ainsi
I’acidification du milieu, la coagulation des protéines laitiéres et I’inhibition partielle
des flores indésirables. Au-dela de cette fonction acidifiante, ces bactéries participent
également au développement des propriétes texturales, aromatiques et microbiologiques
des produits finis (Bintsis, 2023) .

Parmi les BL présentant un intérét majeur en technologie laitiére, Lactococcus
lactis occupe une position distincte. Elle est utilisee depuis longtemps dans la
fermentation laitiére, tant dans les procédes industriels bien maitrisés que dans les
systéemes artisanaux traditionnels. Elle intervient principalement dans I’acidification
rapide du lait, la coagulation optimale de la caséine, ainsi qu’a la production d’arémes
contribuant a la qualité finale des produits. De plus, sa capacité a synthétiser des
composes bioactifs (bactériocines, peptides, exopolysaccharides, etc.) ainsi que son
statut de securité sanitaire reconnu (GRAS) ce qui en fait un microorganisme de choix

pour les applications agroalimentaires.

Dans une perspective de mise en valeur des ressources biologiques endogénes et
de limitation du recours aux cultures starters d’origine industrielle, 1’étude des souches
autochtones isolées des produits laitiers traditionnels apparait comme une démarche
particulierement pertinente. Leur exploitation offre ainsi la possibilité de préserver et de
valoriser un patrimoine microbien local tout en favorisant le développement de produits
laitiers fermentés améliorés. De plus, le lait de brebis de race Hamra, en raison de sa
composition riche en protéines, constitue une matrice favorable a la fermentation et a la
production de divers dérivés laitiers de qualité, ce qui renforce son intérét dans les

programmes de valorisation des ressources locales.
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Dans cette optique, le présent travail s’inscrit dans une démarche de valorisation
des ressources microbiennes autochtones et des matieres premiéres locales, a travers
I’étude des aptitudes technologiques d’une souche de Lactococcus lactis isolée des
produits laitiers locaux. L’objectif est d’évaluer son potentiel d’application d’une
souche de Lactococcus lactis isolée du lait de brebis Hamra dans la fabrication d’un
Raib, en examinant ses caractéristiques physiologiques, biochimiques et fermentaires,
ainsi que sa capacité a assurer une acidification efficace et une transformation
satisfaisante des produits fermentés. Cette caractérisation vise a apprécier I’aptitude de
la souche a conduire a I’obtention d’un produit fermenté stable, présentant des
propriétés physico-chimiques conformes et des qualités organoleptiques adéquates
(Wels et al., 2019 ; Ayed et al., 2024).
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Chapitre I : Généralités sur les bactéries lactiques et les produits laitiers
locaux

1.1. Les bactéries lactiques (BL)

1.1.1.Classification et identification (morphologie, physiologie,

méthodes d’identification phénotypiques et moléculaires) : Les bactéries
lactiques (BL) sont des bactéries Gram-positives, non sporulées, majoritairement

anaérobies facultatifs, spécialisées dans la fermentation des sucres avec production
prédominante d’acide lactique. Elles occupent une place centrale dans les produits
laitiers locaux (jben, smen, lait fermenté spontane, lait de chamelle ou de chévre
artisanal) grace a leur role dans I’acidification, la conservation et le développement de
profils aromatiques spécifiques (Ayivi et al., 2020 ; Bouchibane et al., 2023).

1.1.11 Classification : La classification actuelle des BL repose sur trois
niveaux: taxonomie moléculaire, morphologie cellulaire, et physiologie métabolique
(Figure 1) (Wels et al., 2019 ; Ayed et al., 2024).

a.  Niveau taxonomique : Les BL sont regroupées dans I’ordre Lactobacillales

(anciennement Lactobacillus sensu lato) et subdivisées phylogénétiquement en genres

et en especes selon la séquence du gene 16S ARNr, des genes House-keeping (rpoB,

pheS, dnaK, groEL), ainsi que des analyses génomiques entiéres de séquence (WGS)
(Ayed et al., 2024).
b.  Niveau morphologique : dans ce niveau on distingue essentiellement trois

formes principales :

Les coques : sont des cellules de forme sphérique ou ovale, de diamétre compris
entre 0,5 et 1,0 um. Elles se présentent souvent en paires, en chaines courtes ou en
agrégats, selon le genre : les Lactococcus et Streptococcus apparaissent typiquement en
paires ou en chaines de coques, tandis que les Pediococcus se disposent fréquemment

en paires ou en tétrades (groupes de quatre cellules).

Les batonnets : sont des cellules allongées, de forme cylindrique ou légerement

courbée, d’environ 0,5-1,0 um de large sur 1-10 um de long, selon I’espéce. Les genres
Lactobacillus et certains Leuconostoc sont représentatifs de cette forme, avec des

batonnets isolés ou formant de courtes chaines aprés la division cellulaire.
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Les coccobacilles : représentent une forme intermédiaire, & la fois légérement

allongée et quasi sphérique, souvent observée dans quelques souches de Leuconostoc ou
dans des flores mixtes (Mokoena et al., 2021).

Figure 1: Micrographie des bactéries lactiques (batonnets ou de coques) en coloration au
microscope (ex: Lactobacillus ou Streptococcus) (Hassan et al., 2017).

c. Niveau physiologique: Les BL sont classées selon Le type de

fermentation (Figure 2)

Homofermentaires : qui produisent principalement 1’acide lactique comme
produit de fermentation: (ex: Lactococcus, Steptococcus, Pediococcus, certains

Lactobacillus).

Hétérofermentaires : qui fermentent le glucose en acide lactique, mais aussi en
acide acétique, éthanol et/ou CO: (ex : Leuconostoc, certains Lactobacillus) (Wels et
al., 2019 ; Ayed et al., 2024).
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Figure 2: Arbre phylogénétique des bacteéries lactiques (Holzapfel et al., 2001).

D’autres critéres physiologiques sont fréquemment pris en compte : la
configuration de I’acide lactique produit, la température optimale de croissance
(meésophile "20-30°C" et thermophile "30-43°C"), la capacité a fermenter divers sucres
(lactose, galactose, sucres du lactosérum, etc.), ainsi que la tolérance au pH, au NaCl et
aux bases. Cette caractérisation metabolique est directement liée aux applications
technologiques des BL dans les produits laitiers, fermentés et fonctionnels, notamment
pour l’acidification, la maturation, 1’aromatisation et la bioprotection (Ayed et al.,

2024).

1.1.1.2. Méthodes d’identification phénotypique

a.  Tests morphologiques et biochimiques de base : Les bactéries lactiques
sont caractérisées par des tests morphologiques et biochimiques de base nécessaires a
leur identification. Parmi ceux-ci, la coloration de Gram, test de catalase, observée de la
morphologie (coques, batonnets) sur milieux MRS/M17 (Figure 3) (Azmi & Hashim,
2018 ; Silarbi et al., 2025).

L’utilisation de ces milieux sélectifs ¢’est importante dans 1’étude des produits

laitiers locaux

b.  Profils de fermentation des sucres (AP1 50 CHL, ID 32) : on présente ces
systéemes comme outils de diagnostic rapide pour identifier les genres et espéces des
BL. Ces méthodes présentent certaines limites, car les résultats parfois discordants avec
la séquence 16 S ARNr, d’ou la nécessité d’une approche polyphasique (Sharma et al.,
2020 ; Zheng et al., 2020 ; Mokoena et al., 2021).
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c. Tolérance aux conditions de stress: cette partie est utilisée pour
caracteriser les BL de produits locaux (Wels et al., 2019 ; Silarbi et al., 2025).

d. Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : présenter MALDI-TOF-MS
comme méthode rapide d’identification au niveau de I’espéce a partir des profils

protéiques.

Utilisation de MALDI-TOF pour identifier des Lactobacillus de produits laitiers
algériens (Bouchibane et al., 2025).

Figure 3: Techniques d'identification utilisées dans les aliments fermentés (El Sheikha &
Hu, 2020).

1.1.1.3. Meéthodes moléculaires d’identification des BL: Les bactéries
lactiques (BL) sont essentielles a la fermentation des produits laitiers traditionnels
algériens tels que le Jben, le Smen et le leben. Les méthodes phénotypiques classiques
limitent la discrimination précise des souches autochtones en raison de leur variabilité
environnementale. Les techniques moléculaires, basées sur I’analyse génomique, offrent
une résolution supérieure au niveau espece et souche (Sharma et al., 2020)

a.  Techniques PCR conventionnelles

Le séquengage du géne 16S ARNr reste la méthode de référence : ’ADN est
amplifié par PCR avec des amorces universelles (ex. 27F/1492R), séquencé, puis
comparé a des bases comme SILVA ou NCBI pour une identification phylogénétique

fiable des genres Lactococcus, Lactobacillus et Streptococcus (Drevinek et al., 2023).
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La PCR spécifique cible des genes marqueurs comme rpoB (sous-unité B de
I’ARN polymérase) ou S0dA (superoxyde dismutase), surpassant le 16S pour
différencier des especes proches ; elle est rapide et sensible pour L. lactis ou
Entérocoques (Drevinek et al., 2023).

b.  Méthodes de profilage génétique

La PCR-RFLP digére les amplicons (16S ou ITS) par enzymes de restriction,
produisant des profils électrophorétiques pour typage intraspécifiqgue. La RAPD-PCR
génére des empreintes aléatoires via amorces courtes, idéale pour la diversité

génomique des BL.

La PCR-DGGE sépare les amplicons rpoB ou 16S en gradient dénaturant, revelant
les profils communautaires dans les fermentations complexes (Bhavya et al., 2023).

c.  Approches génomiques récentes

Le séquencage complet du génome (WGS) et le séquencage de nouvelle
génération (NGS) pour métagénomique 16S permettent une analyse exhaustive, incluant
MLST et génes fonctionnels (bactériocines, résistance) ; dominant depuis 2023-2025

pour starters probiotiques (Bhavya et al., 2023 ; Peng et al., 2023).

La Bacterial Melting Curve Analysis (BMCA), innovante en 2026, utilise des
courbes de fusion pour classification rapide et évaluation de viabilité (Liang et al.,
2026).

1.1.2. Habitat et diversité dans les produits laitiers : Les bactéries lactiques sont
retrouvées dans des environnements riches en nutriments, notamment le lait cru, les
surfaces de transformation, les équipements de traite et les fermenteurs, ainsi que dans

le tractus digestif et sur les végétaux proches des élevages (Battera et al., 2023).

Dans les systemes laitiers modernes et traditionnels, elles proviennent soit de la
flore naturelle du lait cru (vache, chéevre, brebis), soit de ferments ajoutés, et peuvent
persister dans les biofilms des cuves et accessoires de fabrication, ce qui influence

fortement la microflore des produits finis (Gao et al., 2019).

1.1.2.1. Diversité dans les produits laitiers : La diversité des bactéries

lactiques (BL) dans les produits laitiers est aujourd’hui reconnue comme trés riche, en
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particulier dans les produits traditionnels et fermentés spontanément. Des études
récentes montrent que ces produits abritent plusieurs genres de BL, une étude récente
menée sur 15 échantillons de produits laitiers traditionnels (lait cru, leben, jben, etc.) a
permis d’isoler 142 souches de BL, appartenant a plusieurs espéces dominantes :
Lactococcus lactis (9,15%), Enterococcus faecalis (7,04%), Lactobacillus plantarum
(6,33%), Lactobacillus fermentum (6,33%), Lactobacillus acidophilus (5,64%),
Leuconostoc lactis (5,64%), Lactococcus cremoris (5,64%) et Lactococcus lactis subsp.
lactis (5,64%), ainsi que d’autres especes en moindre proportion (Guetouache, 2021 ;
Bouchibane et al., 2023).
1.2 Les produits laitiers locaux/traditionnels :

1.2.1 Type de produits (lait cru, Jben, Smen, leben, etc.) : les produits laitiers
traditionnels algériens sont issus, en grande partie, du lait cru de vache, chévre, brebis
ou chamelle, traité et transformé selon des procédés artisans transmis de génération en
génération (Leksir et al., 2019).

1. Lait cru : Lait non pasteurisé¢, consomme frais ou utilisé comme base pour
les fermentations traditionnelles ; il est central dans les productions rurales pour sa
richesse naturelle (FAO, 2026).

2. Jben : Fromage frais traditionnel algérien, fabriqué artisanalement avec du
lait cru coagulé par enzymes animales (Hakka) ou végétales (fleurs d'artichaut), tres
populaire dans les zones rurales comme Ain Sefra ou Mechria (Amimour, 2019).

3. Smen : Beurre fermenté clarifié et vieilli, obtenu par barattage prolongé,
mentionné dans des études historiques récentes comme ingrédient clé de la cuisine
maghrébine médiévale et actuelle (Brisville, 2021).

4.  Leben (Lben) : Lait fermenté épais (babeurre) issu du barattage du Raib,
consommé pour ses probiotiques ; versions modernes en Algérie, comme certaines
préparations commerciales locales (Raib Soummam) peuvent intégrer des ardmes tout
en respectant la tradition (Bennamara et al., 2022).

5. Raib: lait fermenté épais (plus consistant que leben), souvent préparé a
partir de lait entier (Badji et al., 2023).

6. Klila, Bouhezza, fromages de brebis/chévre traditionnels : fromages
traditionnels secs ou semi-secs fabriqués a partir de lait de brebis ou de chévre, souvent

vendus localement (Amimour, 2019).

Page 8



Chapitre |

7.  Contexte recent : La production laitiéere algérienne couvre environ 2,5
milliards de litres par année (2024), avec un fort recours aux importations, mais les
produits traditionnels persistent via les femmes rurales et marchés locaux. Ces pratiques
évoluent vers plus d'hygiene tout en préservant I'héritage (Amimour, 2019).

1.2.2 Importance socio-économique et culturelle : Les produits laitiers
traditionnels (lait cru, Leben, Jben, Smen, Klila, Bouhezza, etc.) ont une importance
socio-économique et culturelle majeure en Algérie, tant pour les ménages que pour les
territoires ruraux, ou ils sont a la fois aliment, revenu et symbole identitaire.

1.2.2.1 Importance socio-économique

a.  Sécurité alimentaire et source de protéines: Le lait et ses dérivés

constituent 1’une des principales sources de protéines et de calcium dans la ration
alimentaire des ménages, particulierement en milieu rural et péri-urbain (Abdelli et al.,

2021).

La consommation de lait et de produits laitiers a plus que triplé en Algérie entre
1968 et 2018, atteignant environ 157 kg par habitant et par an, ce qui fait de la filiere un
pilier de la nutrition nationale (FAO, 2024).

b. Revenu pour les femmes rurales et petits eleveurs : Revenu pour les
femmes rurales et petits éleveurs. La fabrication des produits laitiers traditionnels (Jben,
Klila, Bouhezza, Smen, Leben) est souvent assurée par les femmes rurales, qui
transforment le lait excédentaire en produits de conservation plus longue (fromages,

beurre fermenté, yaourts).

Ces produits sont vendus sur les marchés locaux, via le colportage ou les ventes
directes, ce qui constitue un complément de revenu non négligeable et participe a la

rémunération du travail féminin non déclaré (Abdelli et al., 2021).

d. Filiere laitiere et developpement local : La filiere laitiéere est reconnue
comme un secteur stratégique de 1’agriculture algérienne, avec un fort potentiel de

création d’emplois (élevage, collecte, transformation, commercialisation) (Kheffache,

2021).

La valorisation des produits laitiers traditionnels constitue un levier pour

relocaliser une partie de la valeur ajoutée, en passant d’une simple production de lait cru
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a la transformation et a la commercialisation de produits finis a forte valeur symbolique
(Mamine et al., 2021).

1.2.2.2 Importance culturelle et patrimoniale :

a.  Héritage gastronomique et rites de la table : Les produits comme le Jben,
le Smen, le Leben et divers fromages traditionnels (Klila, Bouhezza) sont des
marqueurs identitaires régionaux et familiaux, transmis de génération en génération par

les femmes pasteurs et fermieres (Leksir et al., 2019).

Leur présence dans les menus quotidiens, lors des cérémonies, des mariages ou
des jours de féte renforce leur réle de symbole de bien-étre, de générosité et de partage
(Benamara et al., 2022).

b. Patrimoine culturel immatériel : Les techniques de fabrication des
produits laitiers en Algérie constituent un riche patrimoine immatériel fondé sur un
savoir-faire empirique transmis de generation en géneration. Elles reposent sur des
procédes tels que curage du lait, caillage spontané, affinage en poches, fermentation en
pots de terre, etc.) refletent une sagesse empirique accumulée au fil des siecles, adaptée
aux contraintes de climat, de saisonnalité et de conservabilité (Leksir et al., 2019 ;

Benamara et al., 2022).

Ces savoir-faire sont aujourd’hui considérés comme un patrimoine

bio-alimentaire a préserver, car ils sont menaces par la standardisation industrielle et la

raréfaction des systéemes de production extensifs (Boussekine et al., 2022).

c. Roéle des femmes comme dépositaires du savoir: La plupart des
productions de Leben, Jboen, Smen et fromages de brebis/chevre sont réalisées par des
femmes qui maitrisent les gestes, les rythmes de traite, les temps de fermentation et les

combinaisons de lait (chévre, brebis, vache).

Leur savoir-faire constitue a la fois un capital culturel et un capital économique

non suffisamment valorisé dans les politiques de développement (Mamine et al., 2021).

1.2.3 Microflore indigene associée a ces produits: la microflore indigéne
associée aux produits laitiers traditionnels algériens (lait cru, Jben, Smen, Leben, Ighi,

Bouhezza, Klila, etc.) est constituée d’une flore lactique autochtone, trés diversifiée, qui
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joue un réle central dans la fermentation, la typicité et la conservation de ces produits
(Leksir et al., 2019).

1.23.1 Définition de la microflore indigéne : La microflore indigéne
définit une microflore native d'un habitat particulier. La microflore indigéne du tractus
gastro-intestinal a des effets profonds sur le développement anatomique, physiologique
et immunologique de I'n6te. La microflore indigene, en qualité de microflore résidente,
stimule le systéme immunitaire de I'héte pour qu'il réponde plus rapidement au défi des
agents pathogenes, par lI'antagonisme bactérien, inhibe la colonisation du tractus gastro-
intestinal par des agents pathogénes exogénes manifestes. Les bactéries gastro-
intestinales indigenes sont également des agents pathogenes opportunistes et peuvent se
déplacer a travers la barriére muqueuse pour provoquer une infection systémique chez
les hotes affaiblis (Willey et al., 2023).

1.  Microflore indigéne dans le lait cru : dans le lait cru, la microflore

indigene est dominée par des BL de type :

Lactococcus (souvent tres abondant dans le lait de vache), Streptococcus

thermophilus, Leuconostoc et quelques Lactobacillus.

Ces bactéries sont présentes en quantité souvent comprise entre 10° et 10’
UFC/ml, selon la saison, ’espéce animale et la zone géographique (Battera et al.,
2023).

Elles constituent la flore de “démarrage” pour la fermentation du lait et des

produits dérivés (Bintsis et Papademas, 2022 ; Coelho et al., 2022).

2. Microflore indigéne dans les produits fermentés (Leben, Ighi, Jben,

Smen, etc.) :

Leben / Ighi / Raib: Les laits fermentés traditionnels (Leben, Ighi, Raib)
constituent des réservoirs naturels de microflore indigéne riche en bactéries lactiques
(BL) aux propriétés technologiques remarquables. Leben est dominée par Lactococcus
(67,85%) et Leuconostoc (32,14%), avec des espéces principales telles que Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (39,28%) et Lactococcus lactis subsp. cremoris
(28,57%). Les bactéries lactiques atteignent des concentrations élevées de 10% a 10°
UFC/ml (8-9 Log,, UFC/mI) dans ces produits fermentés. Par rapport I'lghi, la teneur

moyenne en Lactococcus est de (9,69+0,39) Log,, UFC/ml et celle des Lactobacillus de
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(8,68+0,39) Logio UFC/ml. Ces souches présentent un pouvoir acidifiant marqué
(51,43-70°D d'acidite totale aprés 24 h a 37°C), une activité protéolytique exocellulaire
élevée, une activité aromatisante (production de diacétyle) et une activité
antimicrobienne (production de bactériocines contre Listeria innocua, Staphylococcus
aureus et Escherichia coli) (Ghalouni, 2019 ; Bouchibane et al., 2023).

Ces aptitudes technologiques confirment que le leben, I'lghi et le Raib
représentent une source naturelle précieuse de Lactococcus lactis aux propriétés
convenables pour leur exploitation comme levains lactiques dans l'industrie laitiere
(Momeny et al., 2023 ; Dahou et al., 2026).

Jben, Klila, Bouhezza: Ces fromages traditionnels présentent une flore lactique
trés riche, cette flore est toujours dominée par les BL indigénes, notamment les genres
Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, qui participent a la coagulation, a la

dégradation de la caséine et a la production de saveurs.

Ces aptitudes technologiques et probiotiques intéressantes, notamment la
production d’acide lactique, la capacité d’inhibition des microorganismes indésirables,
cela indique la caractérisation des souches comme Lactococcus lactis dans une
perspective de valorisation biotechnologique (Benamara et al., 2022 ; Belarbi et al.,
2026).

Smen / Dhan: Le Smen est un exemple de produit ou la flore indigene est

“sélectionnée” par la fermentation longue dans le beurre ou la créme.

Ce sont surtout des Lactobacillus (L. plantarum, L. brevis) et des Lactococcus qui
dominent apres plusieurs semaines de fermentation, tandis que levures et moisissures

disparaissent progressivement (Boussekine et al., 2022).
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Chapitre Il :_Aptitudes technologiques d’intérét des bactéries lactiques

2.1. Caractérisation spécifique de Lactococcus lactis

2.1.1. Focus sur Lactococcus lactis : Lactococcus lactis est une
bactérie lactique essentielle en fromagerie, reconnue pour sa capacité a fermenter le
lactose en acide lactique. Elle se distingue par ses caractéristiques spécifiques et son
role clé dans la production de fromages.

2.1..1.1. Caractéristiques distinctives et son utilisation principale dans
Pindustrie laitiére (fromagerie) : Cette bactérie est homofermentaire, Gram-positive,
non mobile et catalase-négative, produisant principalement de I'acide lactique a partir du
glucose. Mésophile, elle croit optimalement a 30 °C (entre 10 et 30 °C), avec une
morphologie pléomorphe en coques, paires ou chaines courtes, et porte souvent des
plasmides codant des adaptations environnementales comme la production de nisine,
une bactériocine (Wels et al., 2019).

1.  Utilisation principale en fromagerie : Dans l'industrie laitiere, les sous-
especes Lactococcus lactis subsp. Lactis et Lactococcus lactis subsp. cremoris sont
largement utilisés comme levains starters pour acidifier le lait, favoriser la coagulation
des protéines et contribuer au développement de la texture ainsi que des composés
aromatiques lors de la fabrication de nombreux fromages (pate molle, dure) et d’autre
produits fermentés. Par ailleurs, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis est
capable de métaboliser le citrate en produisant notamment du diacétyle, conférant une
saveur beurrée aux fromages frais comme le fromage blanc (Mahony et al., 2019).

2.1..1.2. Aptitudes technologiques spécifiques (production de diacétyle,
etc.) Lactococcus lactis excelle par ses aptitudes technologiques en fromagerie,
notamment la production de composés aromatiques comme le diacétyle et d’autres
métabolites clés. Ces propriétés sont surtout portées par ses sous-especes et biovar
spécifiques (Bolotin et al., 2001).

1.  Production de diacétyle : c’est le biovar diacetylactis de L. lactis subsp.
Lactis métabolise les citrates en diacétyle (ardbme beurré) et acétoine via la voie citrate-
lyase et o-acéto-lactate décarboxylase. Cette aptitude est cruciale pour les fromages
frais et semi-mous, ou elle développe des saveurs intenses; des souches modifiées
génétiqguement maximisent ce rendement en réorientant le flux carboné (Darby et al.,
2019).
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2. Production de bactériocines : Certaines souches produisent la nisine
(classe I1), une T’antibiotique active contre Listeria monocytogenes, Clostridium et
d’autres bactéries Gram-positifs, améliorant la sécurité alimentaire sans altérer les
organoleptiques. Ces peptides antimicrobiens & spectre étroit ou large sont utilisés
comme cultures protectrices pour prolonger la durée de vie des produits laitiers (Kacem
et al., 2004 ; Dortu et Thonart, 2009).

Autres aptitudes clés

a.  Exopolysaccharides (EPS) : Synthétisés pour conférer texture crémeuse et
viscosité aux yaourts/fromages, stabilisant les émulsions (Kleerebezem et al., 2020).

b.  Protéolyse : Dégradation des protéines laitieres en peptides/aminoacides,
favorisant ardbmes (acétoine, acétaldehyde) et maturation (Fox et al., 2017).

c.  Acidification rapide : Homolactique, abaisse le pH en acide lactique pour

coagulation et inhibition microbienne (Karlsen et al., 2021).

2.2. Aptitude a ’acidification

L'aptitude a l'acidification des bactéries lactiques (BL) mesure leur capacité a
produire de I'acide lactique a partir de sucres comme le lactose, essentielle en industrie
laitiere pour la coagulation et la conservation. Elle se caractérise par la cinétique de
production d'acide lactique et la formation d'autres acides organiques selon les types des
BL (homo- ou hétérofermentaire) (Darvishi et al., 2021 ; Wang et al., 2021).

2.2.1.Cinétique d’acidification (production d’acide lactique) : La cinétique
décrit la vitesse de croissance bactérienne (vitesse spécifique p) et de production d'acide
lactique (vitesse volumétrique PV), modélisée par Luedeking-Piret : P = aX + By, ou P
est la production, X la biomasse, a le coefficient de production liée a la croissance et §

non liee (Lukedeking et Piret, 1959 ; Huang et al., 2023).

Cette activité dépend principalement de la température, du pH, et des nutriments
et de la souche utilisée. Lactococcus lactis est une bactérie homofermentaire qui
convertit la majeure partie du lactose en acide lactique par la voie glycolytique, ce qui
lui confere une forte capacité acidifiante. Cette propriété technologique joue un role
essentiel dans la qualité sensorielle et la sécurité microbiologique des produits laitiers
fermentés (Shen et al., 2022 ; Bouchibane et al., 2023).
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1.  Production d’acide lactique : Les BL homofermentaires (Lactococcus,
Streptococcus) produisent principalement du lactate via glycolyse du lactose (transports
PTS ou perméase specifiques), une forte acidification du milieu et une diminution du
pH (<4,5), ce qui contribue inhiber les pathogénes (Guan et al., 2025).

La production dépend de la souche utilisée du substrat, et des conditions de
fermentation qui favorisent 1’anaérobie en sucres fermentescibles (Ammar et al., 2020).

2.2.2.Production d’autres acides organiques

Les BL homofermentaires facultatives produisent acétique et formique en
conditions limitantes (absence de glucose) (Serna-Cock et Vallejo-Castillo, 2019).

Les heterofermentaires (Leuconostoc) générent lactate + acétique, éthanol, CO,
via voie phosphocétolase (1 lactate, 1 ethanol, 1 CO,/glucose) (Bouchibane et al.,
2023 ; Akpoghelie et al., 2025).

Autres : propionique, butyrique (SCFA), succinate chez certaines souches comme
L. acidophilus (Maryati et al., 2021 ; Wang et al., 2021).

Tableau 1: Compare les types de bactéries lactiques (LAB) selon leur aptitude a
I'acidification. Il met en évidence les différences entre les voies métaboliques, les acides

produits et les souches typiques (Famerée et Laine, 2022).

Type LAB Voie principale Produits acides Exemples souches
principaux
Homofermentaire Glycolyse Lactique Lactococcus lactis,
(>90%) L. helveticus
Hétérofermentaire Phosphocétolase Lactique, Leuconostoc,
acetique L.brevis
Mixte/facultative Glycolyse + Lactique, L. plantarum
mixte acetique,
formique
Page
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2.3. Aptitude protéolytique

L’activité protéolytique de L. lactis joue un role crucial dans la maturation des
fromages et le développement des ardbmes. Cette activité repose sur un systéme
enzymatique complexe incluant des protéases pariétales (PrtP/PrtM) et des peptidases
intracellulaires (PepN, PepXP). Ont mis en évidence des différences significatives entre
souches dans I’expression de ces enzymes, soulignant I’importance des conditions de
criblage pour obtenir des mesures prédictives. Les souches autochtones isolées de
produits traditionnels présentent souvent une activité protéolytique originale,
contribuant a la génération de peptides et d’acides aminés précurseurs d’arOmes

(Christensen et al., 2023 ; van Olst et al., 2024).

2.3.1.Réle dans la maturation des fromages et le développement des ardomes
Les enzymes protéolytiques, issues de la présure, des bactéries lactiques (comme
Lactococcus lactis ou Enterocoques) et des levures, hydrolysent la caséine pendant
l'affinage. Cela libére des composés précurseurs d'ardmes (alcools, acides, cétones) et
réduit I'amertume en dégradant les peptides amers, ameéliorant la qualité sensorielle des
fromages comme le Camembert ou le Roquefort. Leur activité est particulierement
positive sur la texture grace a une proteolyse contrdlée (Coelho et al., 2022 ; Centeno
et Carballo, 2023).

2.4. Production de composés d’aromes et de texture : La production de
composés d’ardbmes constitue une aptitude technologique majeure de L. lactis. Les
souches de L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis métabolisent le citrate pour
produire principalement du diacétyle (ardme beurré) et d’acétoine, grace a la voie de
métabolisme du citrate impliqguant notamment la citrate-lyase et a-acéto-lactate
décarboxylase. Cette aptitude est cruciale pour les fromages frais et semi-mous, ou elle
développe des saveurs intenses ; des souches modifiées génétiquement maximisent ce

rendement en réorientant le flux carboné (Hernandez-Valdes et al., 2020).

2.5. Aptitude a la bioprotection et activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques jouent un role clé en bioprotection grace a leur production
de bactériocines et de peroxyde d'hydrogéne, contribuant ainsi a la sécurité alimentaire
en inhibant les pathogénes. Ces composés antimicrobiens offrent une alternative

naturelle aux conservateurs chimiques (Pujato et al., 2024).
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2.5.1.Production de bactériocines: Les bactériocines sont des peptides
antimicrobiens de faible poids moléculaire produits par des bactéries lactiques, avec un
spectre d'action souvent étroit mais efficace contre des pathogénes alimentaires comme

Listeria monocytogenes.

Elles tolérent bien les variations de pH et les traitements thermiques, et sont
considérées comme slres (GRAS), sensibles aux protéases digestives et non toxigques

pour les cellules eucaryotes.

Utilisées comme starters dans les produits fermentés ou cultures protectrices dans
les aliments non fermentés, elles prolongent la durée de conservation sans altérer

fortement les propriétés organoleptiques (Pujato et al., 2024).

2.5.2.Production de peroxyde d’hydrogéne : Ce métabolite antimicrobien est
produit par les bactéries lactiques, aux coOtés d'acides organiques et de dioxyde de
carbone, renforcant leur aptitude a la bioprotection (Ibrahim et al., 2021).

Son activité inhibitrice cible les bactéries altérantes ou pathogenes,
particulierement en milieux laitiers ou carnés. Il compléte lI'effet des bactériocines pour
une action synergique dans la préservation des aliments (Hernandez-Figuero et al.,
2024).

2.5.3.Leur role dans la sécurité alimentaire : Ces composés permettent une
bioconservation naturelle grace a leur activité antimicrobienne, réduisant les risques de
contamination par des pathogénes dans les aliments d’origine animale et végétale

(Mokoena et al., 2021).

Les souches productrices agissent comme bioprotecteurs, offrant une technologie

douce reconnue GRAS et applicable en agroalimentaire.

Des défis persistent, comme l'optimisation de la production et la réglementation

des bactériocines comme additifs (Pujato et al., 2024).
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Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

1. Cadre de I’étude

Cette étude vise a valoriser le potentiel technologique d’une souche de
Lactococcus lactis issue du patrimoine microbien local dans 1’¢laboration d’un lait
fermenté a base de lait de brebis. Pour ce faire, une caractérisation physico-chimique et
une évaluation de la flore totale et lactique de la matiére premiere seront préalablement
menées afin d’assurer sa standardisation biologique et technologique, garantissant ainsi

la qualité et la reproductibilité du produit fini.

Pour garantir la qualite, la standardisation et la reproductibilité du produit fini, les

objectifs opérationnels ont été définis comme suit :

Caractérisation de la matiére premiére : Evaluer les profils physico-chimiques
(composition en éléments fonctionnels) et microbiologiques (dénombrement de la flore
totale et de la flore lactique) du lait de brebis cru de race Hamra afin de valider son

aptitude technologique a la fermentation.

Sélection et valorisation de la souche : Intégrer une souche de Lactococcus
lactis, issue de la souche du laboratoire LSTPA, reconnue pour ses performances

technologiques et acidifiantes.

Elaboration et optimisation du produit : Formuler et fabriquer un lait fermenté

de type Raib en adaptant les parametres du procédé (ensemencement, incubation).

Evaluation finale : Apprécier la qualité du produit fini & travers des analyses
physico-chimiques et une évaluation sensorielle, afin de valider 1’intérét organoleptique

et technologique de la formulation.
2. Lieu et période expérimentale

L’intégralité du travail a été réalisee au niveau de laboratoire de recherche des
Sciences et Technique de Production Animale (LSTPA) de I’université Abdelhamid Ibn

Badis Mostaganem. Route de Hassi Maméche.

Période expérimentale : du mois de Février 2026 au mois d’Avril 2026.
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Figure 4: Laboratoire de recherche des Sciences et Technique de Production Animale
(LSTPA)

3.3. Origine et échantillonnage du lait fermenté

Lait de brebis utilisé dans cette étude provient de la région de Nadma, issue de la

race ovine locale el Hamra, bien adaptée aux conditions steppiques de cette zone.

Les échantillons de lait ont été prélevés directement apres la traite dans des
conditions d’hygiene appropriées, puis collectés dans des flacons stériles. Ils ont ensuite
été conserveés a une température de réfrigération (environ 4°C) et transportés au
laboratoire (LSTPA) pour la réalisation des analyses.

4. Les analyses physico-chimiques
1. Lactoscan : toutes les analyses physico-chimiques ont été réalisées par
I’appareil LACTOSCAN au niveau du Laboratoire des Sciences et Techniques de

Production Animale.

Le Lactoscan est un instrument qui permet de déterminer les parametres de qualité

les plus importants dans différents types de lait et ces dérivés (Figure 5).

Il est utilisé pour la détermination des matiéres grasses (FAT), des solides non
gras (SNF), des protéines, du lactose, des sels, de la teneur en eau, de la température
(°C), du point de congélation, du pH, de la conductivité et de la densité dans un seul

échantillon.
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Figure 5: Lactoscan analyseur de lait en spectroscopie infrarouge (photo originale).

5. Test de Lactofermentation

Objectif du test : Obtenir une indication globale de I’aptitude des laits a la
transformation d’un point de vue microbien (Fédération Internationale du Lait
« FIL », 2018).

Principe du test

Il est basé sur la coagulation acide du lait par floculation des protéines, ce test
permet de suivre le comportement de 1’écosystéme microbien du lait dans des
conditions définies par celles du test (couple temps / température) en observant, au
travers de I’aspect du coagulum, I’effet de la croissance conjointe des différentes
microflores du lait (compétition, synergie). Il permet d’émettre des hypothéses sur la
prédominance de microflores d’altération et la charge microbienne globale des laits et

de mesurer I’aptitude a ’acidification des laits.

1. Protocole
»  Avoir préalablement prélevé de facon aseptique un échantillon de lait a
I’aide d’un contenant stérile.
»  Travail en conditions stériles (bec bunsen / hotte a flux laminaire).
»  Régler I’étuve a 37°C, au moins une heure avant son utilisation
»  Déposer, sans incorporer trop d‘air, 3 ml de lait dans un tube stérile (Lithium

Héparine) .et fermer le tube stérile
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> Placer le tube sur un portoir a I’étuve) a 37°C.

> Laisser incuber 24 heures.

6. Préparation de I’échantillon

1. Préparation des dilutions : Les dilutions décimales du lait sont réalisées en

utilisant 9 ml d'eau physiologie et 1 ml de I'échantillon (lait) précédent vont nous
permettre d'obtenir une gamme de 107 a 1078, idéale pour le dénombrement bactérien
dans les produits laitiers. Cette méthode suit les normes 1SO 6887-1 et est standard en
microbiologie alimentaire algérienne (Figure 6) (Fédération Internationale du Lait
« FIL », 2018).

Figure 6: Dilutions décimales de lait.

2. Dénombrement sur les milieux

a. Dénombrement des flores mésophiles totales

Le milieu PCA (Plate Count Agar), ou gélose pour dénombrement, est un milieu
non sélectif utilisé pour le dénombrement des micro-organismes mesophiles totaux,
principalement en conditions aérobies, mais adaptable aux conditions anaérobies avec

des ajustements spécifiques.

Conditions aérobies

Page 22



Matériel et Méthodes

A partir des dilutions décimales réalisées, un volume de 0,1 ml de chaque dilution
a été ensemencé aseptiquement a la surface de boites de Pétri contenant un milieu PCA
préalablement solidifié. L’inoculum a ensuite été¢ étalé uniformément a ’aide d’une
pipette Pasteur stérile, préalablement courbée a la flamme pour servir d’étaleur.
L’incubation se fait a des conditions aérobie et anaérobie, a 37 °C pendant une durée de
24 & 48 heures.

Conditions anaérobies

Le dénombrement a été effectué sur milieux PCA, par étalement en surface de

0,1ml de chaque dilution. L’incubation s’est faite, en anaérobie, a 37°C pendant 48 a 72
h.

b. Dénombrement de la flore lactique

Le dénombrement et I’étude de la flore lactique autochtone du lait cru de brebis de
race Hamra est réalisé sur les milieux sélectifs MRS et M17.Cette étape est une
indispensable en technologie laitiere pour optimiser et maitriser les procédes de

transformation.

Cette évaluation, fondée sur Tl’analyse de la flore totale et des critéres
morphologiques macroscopiques et microscopiques, incluant la forme des colonies, la
distinction entre coques et bacilles, la coloration de Gram et le test de la catalase, a
permis d’identifier les profils microbiens présumés. La maitrise de cet écosysteme
microbien d’origine offre ainsi une opportunité unique d’orienter stratégiquement la
fermentation lactique afin de standardiser la production du Raib, qualités

organoleptiques locales.

Le milieu MRS (Man Rogosa Sharpe), quant a lui, est un milieu sélectif adapté a
I’isolement des bactéries lactiques (LAB) telles que les Lactobacillus, notamment en
conditions anaérobies et a (pH 5,6) favorisant leur croissance tout en inhibant les

contaminants.

Selon Terzaghi et Sandine (1975), le milieu M17 est utilisé pour le
dénombrement d’un lait traditionnel typique de la région de Nadma, tout en préservant

son authenticité et sa sélectivité des streptocoques lactiques comme Streptococcus
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thermophilus et Lactococcus lactis dans les produits laitiers, en conditions aérobies a

pH ajusté a 6,3 pour optimiser la croissance.
La flore lactique aérobie

Aprés préparation des dilutions décimales de 1’échantillon (de 107t a 1078),
I’ensemencement a été réalisé sur les milieux MRS (pH 5,6) et M17 (pH 6,3)
préalablement coulés dans des boites de Pétri et laissés a solidifier. Pour chaque dilution
sélectionnée, un volume de 0,1ml a été déposé a la surface de la gélose solidifiée, puis
¢talé uniformément a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile afin d’assurer une répartition
homogene des colonies. Les boites ont été laissées quelques minutes pour permettre
I’absorption de I’inoculum. L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant 48 a 72 heures
(Labrie et al., 2018).

Flore lactique anaérobie

Le dénombrement a été effectué sur milieux MRS, par étalement en surface de

0,1ml de chaque dilution. L’incubation s’est faite, en anaérobie, a 37°C pendant 48 a 72

h (Figure 7)

Figure 7: Dénombrement des BL en anaérobie (Méthode de la bougie).
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7. Pré- identification de la flore lactique isolée
1. Coloration de Gram : La coloration de Gram est la coloration différentielle

microbiologique la plus importante et la plus largement utilisée, publiée par Hans
Christian Gram (1884).

Elle permet de différencier les bactéries selon deux types de bactéries, les
bactéries Gram négatives (G-) et les bactéries Gram positives (G+)

La coloration du frottis fixé a la chaleur au préalable au violet de Gentiane
pendant une minute, puis traité pendant une minute par une solution de lugol, ensuite il
est rincé a I’eau distillée. Une décoloration d’un solvant, de I’éthanol a 95 %, durant 2 a
3 secondes tout en maintenant sur la lame inclinée. Puis rincé a 1’eau distillée
immédiatement, on soumet le frottis a une contre-coloration de 30 secondes a la
Fuchsine. Aprés un bref ringage, on seéche le frottis au buvard et on I’examine a
I’objectif a immersion (grossissement X 1000). Toutes les bactéries lactiques sont a
Gram positif, elles fixent le violet de gentiane (Figure 8) (Salvador, 2018).

L]
#” : Bacille Gram négatif

® :Cocci Gram positif I_r r.r r::g I_x.-:_,_
% J_‘_%l vd J_L%l & T O% %

Frottis Application de Application de Application Contre-coloration
bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 15s 60 sec.

Figure 8: Coloration de Gram (de gauche-droite) (Salvador, 2018).

2. Test de catalase : ce test montre que certaines bactéries produisent du
peroxyde d'hydrogene (H,O;) lors de leur respiration. Ces bactéries peuvent

décomposer le peroxyde d'hydrogene grace a I'enzyme catalase.
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Pour détecter cette enzyme, un échantillon de la colonie testée est dilué dans une
goutte de peroxyde d'’hydrogéne déposée sur une lame stérile. Le dégagement de bulles
de gaz indique la présence de catalase, selon I'équation suivante :

2H,0, — 2H,0 + 0,

Les bactéries Gram-positives et catalase-négatives sont des bactéries lactiques (El
Sheikha et Hu, 2020).

8. Tests morphologiques

Ces tests on été réalisé par 1’observation macroscopique et microscopique

a. Examen macroscopique : ce test met en lumiére la morphologie des
colonise observées sur boites de Pétri a I’aide d’une loupe binoculaire. Cette
observation permet de determiner les caractéres culturaux (forme, aspect, taille, couleur,
disposition et contour) (Zergoug, 2017).

b. Examen microscopique : 1’observation microscopique est réalisée par une
coloration specifique nous offrant la possibilité de classer les isolats en fonction du type
de Gram (positif ou néegatif), leur morphologie (bacille ou coque) et leurs modes
d’associations (isolés, en tétrades ou en chainettes). Les bactéries lactiques sont & Gram-

positives et catalase-négatives (Tahlaiti, 2019).
9. Tests biochimiques de performances technologiques du

Lactococcus lactis

Les tests biochimiques de performances technologiques de Lactococcus lactis
visent a vérifier son aptitude a transformer le lait de facon optimale pour le Raib. Le
protocole consistait a ensemencer la souche dans du lait stérile et a suivre son évolution
en mesurant le pH, I’acidité et la croissance a différentes températures (Fédération
Internationale du Lait « FIL », 2018).

Les tests ont été menés comme suit :
Matériel requis
Souche : Culture pure de Lactococcus lactis.

Milieu : Lait écrémé reconstitué (a 10%, 10 ml) stérilisé a 1’autoclave.
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Equipement : incubateurs réglés a différentes températures (30°C, 37°C et 42°C).
Instruments : Un pH-métre et un matériel de titration pour 1’acidité Dornic (°D).
1. Le Test de pH et la Cinétique d’acidification

La surveillance du développement de la bactérie lactique et de la chute du pH
permet de valider le processus de transformation du lait et d’obtenir un caillé sain. Pour
s’assurer de la conformité de ce contenu et du bon déroulement de I’acidification, voici

la démarche a suivre :

Préparation : Inoculer le lait stérile avec une quantité standard (1%, 10 ml) de la
culture de L.lactis. Homogénéiser.

Incubation : Placer le lait dans une étuve a la température optimale de la souche
(autour de 30°C).

Suivi : Prélever des échantillons a intervalles reguliers (toutes les 2 heures).

Mesure : Mesurer le pH a I’aide du pH-métre et I’acidité en °D ou 1° D = 0,1 g/L
d’acide lactique) avec une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a N/9 en présence

de phénolphtaléine comme indicateur.

Analyse : Tracer les courbes de cinétiqgue (pH en fonction du temps) pour

identifier la vitesse moyenne d’acidification.
2. Le Test de Croissance a différentes températures

Ce test a permis de déterminer les plages thermiques idéales de la souche et de

confirmer son profil mésophile, indispensable pour la typicité du Raib.

Ensemencement : Préparer plusieurs tubes ou flacons de lait stérile et les inoculer

avec la méme quantité de L. lactis.

Incubation : Placer un tube dans chaque bain-marie/étuve aux températures

cibles:

»  15°C (T° basse)
»  30°C (T° optimale théorique)
»  45°C (T° élevée)
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Suivi : Observer I’apparition de la coagulation (signe de croissance active) et

mesurer le pH toutes les heures.

Analyse : Conclure sur la température qui permet la baisse de pH la plus rapide et
la coagulation la plus ferme. L. lactis étant une bactérie lactique mésophile, elle se
développe de maniere optimale entre 20°C et 30°C.

3. Test profil fermentaire (type fermentaire) : le test permet de déterminer
le type de métabolisme a partir de la dégradation du glucose et de production du gaz
(COy).

Ce test nous permet de classer les bactéries lactiques en voie homofermentaire ou

en voie Hétérofermentaire.

Les souches isolées sont ensemencées dans les tubes (10 tubes) contenant de 10
ml de bouillon MRS dans lequel on introduit une cloche de Durham (vérifier que la
cloche est totalement remplie de milieu avant stérilisation, pour éviter une fausse
bulle).Apres incubation a 30°C pendant 24h a 48 h. Le CO; dégagé par les bactéries

Hétérofermentaires s’accumule dans la cloche (Ketrouci, 2021).
4. Test de thermorésistance

Ce test permet d’identifier les isolats résistants a une température de 63,5°C
pendant 30 minutes, selon les méthodes décrites par Stiles et Holzapfel (1997), ainsi
que Geis (2006). Le test a été realisé dans le milieu liquide M17, puis incubé a 30 °C
pendant 24 h. Le chauffage a été effectué au bain-marie a 63,5°C pendant 30 minutes.

Un résultat positif se traduit par un trouble.

5. Croissance dans des conditions hostiles: ce test est utiliseé pour
caractériser les Lactocoques des Entérocoques.

a. Croissance en préesence de 4% et 6,5%, de NaCl : on a testé la croissance

des souches en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl), a

savoir 4 %, 6,5 %, puis elles ont été incubées a 30°C pendant 24 h. Ce test est réalisé

uniquement pour les Coccis et on apprécie la croissance par apparition d’un trouble

(Rougissant et al., 2006).

b. Croissance a pH 9 et 4 : ce test est réalisé en inoculant un milieu liquide

(bouillon M17), dont le pH est porté & 9 et 4 par des souches pures. L’incubation est
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réalisée a 30°C pendant 24 a 48 h et la croissance est appréciée par I’apparition d’un
trouble (Klein et al., 1998).
10. Etude des aptitudes technologiques
1. Etude de Pactivité protéolytique :

L’activité protéolytique de la souche isolée a été évaluée conformément a la
méthode décrite par Van den Berg et al. (1993). On a ensemencés chaque souche
isolée, issue d’une culture jeune, en touche a la surface du milieu solide et a des
distances égales les unes des autres, sur gélose M17 additionnée de lait écrémé
totalement (5% coulé, solidifié et séché). Puis on incubé a 30°C pendant 24h. L’activité
protéolytique a été mise en évidence par I’apparition d’une zone claire autour des

colonies.
2. Profil aromatique :

La capacité des souches lactiques a produire de I’acétoine a été mise en évidence
sur le milieu de Clark et Lubs. Elle est testée par la réaction de Voges Proskauer (VP),
qui est basée sur le principe que I’acétoine se transforme en diacétyle sous 1’action de la
soude en présence d’oxygene. Ce dernier se combine avec I’a-naphtol en formant un
complexe rouge détectable. Pour la mise en ceuvre, 1ml de la culture obtenue sur milieu
Clark et Lubs est introduit dans des tubes a essai (10), puis incubé a 30°C pendant 24 h
a 48 h. On lui ajoute 3 a 5 gouttes des deux réactifs VP1 (a-naphtol) et VPII (KOH)
dans chaque milieu. Les tubes sont laissés ouverts. Aprés 10 minutes, la présence
d’acétoine se traduit par une coloration rose en surface mais pouvant diffuser dans tout

le milieu (Jaouani et al., 2015).

11. Essai technologique de biofermentation et de coagulation

lactique

L’objectif de cet essai est pour évaluer les aptitudes technologiques des souches

lactiques utilisées.
1. Revivification des souches lactiques

La revivification consiste a réactiver les cellules bactériennes apres la congélation,

suit une procédure standard de repiquage et activation pour leur viabilité. Cette étape
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pour maintenir les propriétés technologiques des bactéries lactiques selon Guiraud
(1998).

Les souches congelées sont décongelées rapidement, puis introduire une goutte
d’inoculum dans 9ml de milieu de croissance, le bouillon M17 (pour Lactococcus

lactis) et MRS. L’incubation se fait a 30°C et 37°C pendant 24h.

a. Purification : aprés activation, repiquage successif en bouillon M17 et
MRS. Apreés la croissance des bactéries on procéde a la purification sur milieu solide
M17.

Aprés I’incubation a 30°C et 37°C pendant 24h, les colonies pures (blanchétres,
lenticulaires) ont été purifiées par les méthodes des stries sur milieux solides M17
(Badis et al., 2005).

La purete des souches a eté vérifiée par observation microscopique (coloration de
Gram) avec une recherche de catalase apres chaque repiquage. Toutes les souches sont
de catalase négative et de Gram positif, sont prétes pour la réalisation des essais

technologiques (Idoui et al., 2009).

2. Protocole de fabrication du Raib

»  Réception et standardisation : Contr6le de la qualité physico-chimique et
microbiologique du lait cru.

»  Traitement thermique : Pasteurisation du lait a 85°C pendant 5 minutes
pour détruire la flore pathogéne compétitive.

»  Refroidissement : Abaissement rapide de la température a 30°C, zone
optimale pour le développement des bactéries lactiques mésophiles autochtones.

»  Ensemencement et fermentation : Inoculation de la flore lactique
sélectionnée (1%) de Lactococcus lactis et (1%) de Leuconostoc, incuber pendant 24
heures jusqu’a ’obtention d’un gel ferme (pH autour de 4,5 - 4,6).

»  Conditionnement et réfrigération : Conditionnement du liquide obtenu
(Raib) en pots aseptiques et stockage immédiat a +4 °C pour stopper 1’acidification.

3. Protocole d’évaluation physicochimique du lait fermenté

L’analyse de la qualité a reposé sur trois paramétres fondamentaux : le pH,

I’acidité Dornic (°D) et I’Extrait Sec Total (EST).
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Le pH est mesuré directement par immersion d’une électrode de pH-métre

préalablement étalonnée dans 1’échantillon homogénéisé a température ambiante.

L’acidité Dornic est obtenue par titrage de 10 ml de lait fermenté avec de la soude
N/9 en présence de quelques gouttes de phénolphtaléine comme indicateur colorg,
jusqu’a I’apparition d’un rose trés pale persistant ; le volume de soude versé¢ multipli¢

par dix donne I’acidité en degré Dornic.

L’extrait sec total est déterminé par dessiccation d’une prise d’essai (environ 5 g)
pesée dans une coupelle et placée dans une étuve a 105°C pendant 4 heures jusqu’a
obtention d’une masse constante ; le rapport en pourcentage entre la masse du résidu sec

et la masse initiale permet d’évaluer la concentration en maticre utile.
4.  Tests de degustation (Analyse sensorielle du produit fini)

Evaluation par un panel de dégustateurs pour valider la conformité du Raib
traditionnel de Naédma :

Aspect visuel : Liquide blanc opaque, parfaitement homogeéne, sans grumeaux ni

séparation de phases.

Texture en bouche : Consistance fluide mais veloutée, onctueuse et nappante

(liée a ’EST résiduel et aux protéines de brebis).

Profil olfactif et gustatif : Flaveur acide fraiche et équilibrée (corrélée au pH de
4,5), odeur lactique caractéristique, développant des ardmes volatils typiques (diacétyle)

sans aucune amertume.
5.  Protocole d’organisation du test de dégustation

Préparation des échantillons : Servir le Raib a une température stricte de 8 a 10 °C

dans des pots stériles, codés par des chiffres a trois chiffres pour garantir I’anonymat.

Conditions de laboratoire : Réaliser le test dans une salle calme, sans odeur, a

lumiére du jour et a une température ambiante de 20-22 °C.

Composition du panel : Réunir un jury de 5 a 10 dégustateurs formés aux défauts

et qualités des laits fermentés traditionnels.
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Neutralisation du palais : Fournir de ’eau plate entre chaque échantillon pour

rincer la bouche.

6. Fiche de dégustation standardisée du Raib (Note sur 20)

1.  Aspect visuel et Couleur (sur 4 points)

Criteres : Couleur blanc opaque homogeéne, absence de grumeaux, absence de

séparation de phases (pas de synérése ou de sérum visible a la surface).
Bareme :
4 pts : Parfaitement homogeénes, couleur blanche caractéristique.
2-3 pts : Légere présence de grumeaux ou trace minime de sérum.
0-1 pt : Déphasage important, aspect caillé hétérogene.
2.  Texture et Consistance en bouche (sur 5 points)

Critéres : Fluidité veloutée, onctuosité, effet nappant lié a 1’extrait sec total (EST)

du lait, absence de texture filante ou farineuse.
Bareme
5 pts : Tres onctueux, nappe bien la bouche, consistance idéale.
3-4 pts : Un peu trop liquide ou légerement trop épais.
1-2 pts : Texture sableuse, farineuse ou présence de gros morceaux de gel.
3. Odeur et Flaveur (sur 4 points)

Critéres : Odeur lactique fraiche, aréme volatil typique (diacétyle), absence

d’odeurs parasites (étable, rance, plastique, levure).
Bareme
4 pts : Excellente odeur de ferment frais, aréme franc de Raib.
2-3 pts : Odeur faible ou présence d’une note volatile masquant le produit.

0-1 pt : Odeur repoussante, rance, phénolée ou de moisissure.
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4.  Saveur et Godt (sur 7 points)

Criteres : Acidité fraiche et équilibrée (corrélée au pH de 4,5 et a 1’acidité Dornic

de 70-80°D), arriere-go(t agréable, absence d’amertume ou d’acidité piquante/brilante.
Bareme
6-7 pts : Acidité parfaite, goQt équilibré tres agréable en fin de bouche.
4-5 pts : Produit légérement trop acide ou trop doux (manque de fermentation).
2-3 pts : Acidité agressive, piquante (production de gaz) ou amertume prononceée.

0-1 pt: Godt totalement altéré, produit impropre.

5. Interprétation de la note finale sur 20

16 a 20 : Produit d’excellente qualité, typique du Raib traditionnel.
12 a 15 : Produit de qualité satisfaisante, légers défauts corrigibles.
10 & 11 : Produit médiocre, défauts notables de fabrication.

Moins de 10 : Produit défectueux, non conforme et rejeté.

Observation : Les protocoles de préparation du Raib, d’évaluation physico-
chimique et de dégustation ont été établis selon les recommandations de la Fédération

Internationale du Lait (Figure 9) (Fédération Internationale du Lait « FIL », 2018).
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Chapitre IV : Résultats et Discussion
1. TPanalyse physico-chimique du lait de brebis

Les résultats obtenus a partir de I’appareil Lactoscan sont résumés dans ce tableau :

Tableau 2: Résultats des analyses physico-chimiques effectuées sur I'échantillon du lait

fermenté
Parametres Pourcentage Norme FAO
Matiere grasse (MG) 2,79% 6 - 8%
Matieére séche non grasse 13,53% 11,1%
(PS)
Protéine 4,17% 5,7%
Lactose 6,09% 4,5-5,5%
Point de congélation (PC) -0,738% -0,540°C - 0,580°C
pH 6,29% 6,50 - 6,80
Température 16,2°C _
Densité 1046 1034 -1038

a. Matiere grasse

La matiere grasse du lait de brebis contient davantage d’acides gras a courte et a
moyenne chailne, mais moins d’acides gras a chaine longue que le lait de vache, ce qui

le rend donc plus facile a digérer (Revilla et al., 2017).

La teneur en matiere grasse obtenue est 2,79% ce résultat est inférieure aux
valeurs de référence rapportées pour le lait de brebis (6-8%) FAO (1990). Cette faible
teneur peut s’expliquer par plusicurs facteurs, notamment selon la race, le stade de

lactation, I’alimentation et les conditions technologigques en genérale.
b. Taux Protéique

La teneur en protéines est 4,17%, cette valeur est inférieure aux valeurs de
référence de FAO (1990), généralement rapportées pour le lait de brebis cru, qui se
situent entre 5 et 6%. Les protéines participent directement a la texture, au pouvoir de
coagulation, et li¢ aussi a la stabilité. Ce qui expliquer I’intérét technologique de ce type
de lait (Ketrouci, 2021).
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Selon Claeys et al. (2014), le lait de brebis contient presque deux fois plus de
protéines que les laits de chévre et de vache. Ces formes moléculaires de protéines et
séquences d’acides aminés ont une qualité nutritionnelle et un impact positif sur la

digestibilite.
C. Teneur en lactose

Le lactose est un nutriment précieux, car il favorise I’absorption intestinale du
calcium, du magnésium et du phosphore, et l'utilisation de la vitamine D (Campbell et
Marshall, 1975).

La teneur en lactose de 6,09%, cette valeur est |égérement supérieure aux valeurs
de référence rapportées pour le lait de brebis (4,5- 5,5%) selon FAO (1990). Malgreé
cette différence le lactose demeure le principal glucide du lait, qui constitue le substrat
énergétique des bactéries lactiques lors de la fermentation.

d. Le pH

La valeur du pH est de 6,29 ; valeur légerement inférieure a la valeur de référence
du lait de brebis frais (6,5 — 6,8) selon FAO (1990). Cette légére diminution peut
traduire un début d’acidification d0 a I’activité des bactéries lactiques ou peut étre
influencée par les conditions de conservation et de manipulation de I’échantillon avant

I’analyse (Fédération Internationale du Lait « FIL », 2018).
e. La densité et point de congélation

La densité de 1046, une valeur supérieure a la plage de référence du lait de brebis
frais (1034-1038) selon FAO (1990). Cette densité élevée peut étre liée a une teneur
importante en extrait sec (protéines, lactose et sels minéraux), a une faible teneur en

MG peut avoir contribué a I’augmentation de la densité du lait.

Le point de congélation indiqué a -0,738, une valeur plus négative que celle
généralement rapportée pour le lait de brebis frais (-0,540°C a -0,580°C) selon FAO
(1990). Cette diminution peut étre liée a une concentration plus élevée en substances
dissoutes (lactose, sels minéraux et protéines), qui abaisse le point de congélation. . En
général, le point de congélation est utilisé comme indice de contr6le de la composition

et peut étre se modifier en cas d’ajout de variation de la teneur en matieres dissoutes.
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Les résultats des analyses révelent un lait de brebis Hamra de qualité atypique
pour la production de Raib. La faible matiére grasse facilite la conservation et la

digestibilité, mais ’acidité et le point de congélation indiquent un mouillage du lait.

L’analyse de chaque paramétre permet d’en comprendre les tenants et les

aboutissants de ces résultats obtenus :
1.2.1 Parameétres de matiere et de composition

Matiére grasse (MG - 2,79%) : Ce taux est inhabituellement bas pour du lait de
brebis, qui oscille généralement entre 6% et 8%. Cela peut s’expliquer par un stade de

lactation avancé, la saison d’élevage (fourrages secs), ou une dilution.

Matiére seche non grasse ou extrait sec dégraissé (ESD 1 3,53%) et protéines
(4,17%) : Ces valeurs restent dans les normes correctes pour un ovin de race locale. Les

proteines apportent un bon potentiel de coagulation pour former la texture du Raib.

Lactose (6,09%) : Ce taux sert de substrat majeur aux bactéries lactiques pour

acidifier le lait naturellement lors de la fermentation.
1.2.1 Parametres physiques

Densité (1046) : Une densité aussi élevée est classique chez la brebis laitiere, bien

qu’elle soit ici en contradiction apparente avec le faible taux de matiére grasse.

Température (16,2°C) : Le lait n’était plus réfrigéré. A cette température, la flore

bactérienne a pu se développer et entamer la fermentation.

Point de congélation (PC - 0,738°C) : Un lait de brebis pur présente
habituellement un point de congélation proche de -0,540°C a -0,580°C. Une valeur
anormalement basse dénote généralement un ajout d’eau (mouillage) ou une acidité trés

élevée augmentant la concentration en ions.
1.2.2. Acidité et aptitude a la transformation

pH (6,29) : Un lait frais a un pH compris entre 6,5 et 6,7. Un pH de 6,29 confirme
que le processus de fermentation (acidification) a déja commencé. Ce pH est toutefois
idéal pour lancer I’ensemencement ciblé (levains lactiques) propre a la fabrication du
Raib.
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1.2.3. Aptitude a la production du Raib

Les avantages : La matiére grasse plus faible rend le produit final moins lourd
(moins de risque de lipolyse) et plus facile a digérer. La richesse en lactose promet un

godt acidulé franc apres fermentation.

Les points de vigilance : La baisse de la matieére grasse nuit au goQt onctueux
typique du Raib. Par ailleurs, la nature du point de congélation implique d’améliorer
I’intégrité du lait (réduire le mouillage du lait) avant la pasteurisation et 1’ajout de la

flore lactique typique.
2. Test de lactofermentation

Les résultats du test de lactofermentation du lait. Ont mis en évidence une
coagulation lactique homogene du lait avec apparition d’un coagulum caractéristique,
traduisant une acidification suffisante du milieu. Cette coagulation est attribuée a la
production d’acide lactique par les souches, qui provoque une déstabilisation des

micelles de caséine et la formation d’un caillé.

Cette observation confirme que la souche posséde une activité acidifiante élevée,
un critere technologique majeur pour son utilisation éventuelle comme fermente dans la
fermentation dans la fabrication de produits laitiers fermentés locaux. Les résultats

obtenus dans les figures suivantes :

Figure 9: Résultats du test d lactofermentation du lait
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3. Laqualité microbiologique du lait

Les analyses microbiologiques des laits permettent de déterminer le contréle de la
conformité microbiologie, et évaluer I’activité, et la viabilité des souches lactiques.
Apparemment I’évaluation microbiologique est importante pour vérifier ’efficacité des

conditions de fermentation appliquées.
3.1 Evaluation de la flore totale et lactique du lait de brebis

Le dénombrement de la flore lactique sur gélose MRS et M17 est effectué selon
Joffin et leyral, (2006). Une charge trés importante en bactéries lactiques a été
enregistrée avec une moyenne de ( 4,32 x 10%) qui montre que la flore lactique est
viable, active dans le travail étudié. La croissance de ces souches confirme leur capacité
a se développer dans ces conditions. On réalise que la moyenne se situe entre les valeurs
obtenues sur gélose M17 (3,45 x 10%) et sur milieu MRS (5,18 x 10%).

Le dénombrement de la flore mésophile totale sur gélose PCA dans les conditions
aérobies (5 x 10°) par rapport aux conditions anaérobies (2,90 x 10°), indique que les
souches isolat traduisent une activité microbienne importante et que ces bactéries sont
capables d’assurer la production d’acide lactique. C’est une activité essentielle pour la

coagulation et la stabilité microbiologique des produits laitiers.

4. Analyse morphologique des colonies et des cellules de la flore

lactique

L’étude des caractéristiques macroscopiques et microscopiques sont la base de

détermination du genre et de I’espéce dans certains cas d’étude selon la figure 11.
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Figure 10:Aspect des colonies des bactéries isolées obtenues aprés 48h a 72h d'incubation a
37°C sur les milieux solides, d’observation nette extraite de plusieurs milieux de travail

4.2. Analyse microscopique

L’observation microscopique de coloration de Gram montre que 1’ensemble des
souches isolées sont a Gram positif, présentant une forme coque. L’arrangement

cellulaire observé varie entre des diplocoques et de courtes chainettes, ce qui correspond

aux caractéristiques morphologiques des bactéries lactiques (Figure 12 et 13).

Diplobacilles Courtes chainettes
(bacilles)

Figure 11: Observation microscopique des bactéries de type Lactobacillus, Gram positif
(Gx100)
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Figure 12: Observation microscopique des bactéries du genre Lactocgegass apres coloration
de Gram (Gx100)

La présence de Lactococcus et Lactobacillus confirme que le lait de brebis est
domine par une flore lactique typique, responsable de I’acidification, de la coagulation
du lait.

La composition microbienne observee (Lactococcus et Lactobacillus) valide le
caractere fermenté naturel du lait de brebis étudié et fournit une base rationnelle pour la
sélection et 1’étude approfondie d’une souche Lactococcus lactis dans le cadre de ce

travail.

Les aptitudes technologiques de cette souche (Lactococcus lactis) une fois
caractérisées, pourront étre comparées aux profils decrits dans la littérature pour
d’autres isolats de L.lactis issus de produits laitiers locaux, contribuant ainsi a une
meilleure compréhension de la diversité et du potentiel fonctionnel de la flore lactique

autochtone.

Aussi I’incubation a 37°C a permis une croissance importante des souches
obtenues, suggérant que cette température se situe dans sa plage optimale de
développement. Cette observation confirme que la souche L.lactis répond aux critéres
de croissance typiques d’une bactérie lactique mésophile et laisse supposer qu’elle
pourrait étre employée efficacement comme fermente dans des conditions de

fermentation proches de celles utilisées en industrie laitiére.
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5. Tests biochimiques de performances technologiques du

Lactococcus lactis

5.1. Test de croissance a différentes températures (45°C, 15°C)

Les résultats de croissance observés a 45°C et 15°C permettent de caractériser le
profil physiologique de la souche Lactococcus lactis en lien avec sa température
optimale et son appartenance a un groupe mésophile.

A 45°C, I’absence de croissance dans les tubes 1, et 3, 5, 10, couplée a une
croissance faible ou incertaine (+/-) dans les autres tubes, indique que la souche
supporte trées mal les températures élevées. Ceci est cohérent avec la biologie de
Lactococcus lactis, dont la plage de croissance optimale se situe généralement entre 30
et 37°C, avec une décroissance marquée vers 40-42°C. Le faible ou nulle croissance a
45°C confirme donc que la souche est mésophile, et que des incubations a cette
température compromettent son développement et, par conséquent, son activité de

fermentation (Tableau 3).

Tableau 3: Résultats de la croissance de la souche Lactococcus lactis a différentes

températures.
Températures 45°C 15°C
Tube 1 - +
Tube 2 +/- +/-
Tube 3 - +
Tube 4 +/- +
Tube 5 - +
Tube 6 +/- +
Tube 7 +/- +
Tube 8 +/- +
Tube 9 +/- +
Tube 10 - +
+ : Croissance claire +/- : Croissance faible ou incertaine - : Absence de croissance

En revanche, a 15°C, la présence de croissance positive dans la majorité des tubes,
avec seulement un tube affichant un résultat (+/-), montre que la souche est capable de

se développer a basse température, méme si la croissance est plus lente. Cela suggere
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une certaine aptitude psychrotrophe ou psychrotolérants, conforme & ce qui est décrit
pour plusieurs isolats de bactéries lactiques mésophiles capables de se multiplier dans
une température de 10°C a 30°C.

A la fin, Lactococcus lactis pousse mal a 45°C mais est capable de se développer
a15°C

5.2. Le type fermentaire : Les résultats de ce test sont réalises dans ces
figures :

Ces résultats indiquent que I’isolat présente une faible capacité de fermentation
sur les substrats testés, avec seulement 2 tubes positifs qui montrent que I’activité
enzymatique de la souche est sélective : elle peut fermenter certains proposés. Cette
différence peut €tre liée a la présence ou a I’absence d’enzymes spécifiques nécessaires
a I'utilisation de chaque sucre. L’absence totale de production de gaz est un résultat
important qui indique que la souche n’effectue pas de dégradation des sucres avec
production de CO2, ne suit pas un metabolisme hétérofermentaire, mais présente plutot
un profil homofermentaire, avec production majoritaire d’acide lactique. Ce

comportement est compatible avec celui d’une souche Lactococcus lactis ayant un

intérét technologique pour I’acidification des produits laitiers (Figure 14).

Figure 13: Résultats du test profil fermentaire des souches isolées

5.3. Test thermorésistance (croissance a 63°C)

Le test de thermorésistance a 63°C a montré un résultat négatif dans tous les 10

tubes : aucune croissance n’a été observée apres incubation. Cela indique que la souche
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isolée est fortement sensible a cette température, confirmant son caractére mésophile

classique et sa faible résistance a la chaleur.

5.4. Croissance a différentes pH 9 et 4

L’étude de la croissance de la souche de Lactococcus lactis a différents pH a
montré que pH 9 indique une turbidité variable des tubes inoculés, traduisant une
croissance positive de la souche dans des conditions alcalines. Cette croissance indique
une capacité de tolérance au stress alcalin et une bonne adaptabilité physiologique de la
souche étudiée. Toutefois, ’intensité de la turbidité observée différe d’un tube a ’autre.
Nous avons également constaté que le tube 5 présentait des résultats négatifs, suggérant
qu’il y a une absence de développement observable dans le milieu ou a la condition
testée, ce qui traduit souvent une incompatibilité physiologique avec cette condition. Par
contre, a pH 4, la croissance est presque totalement inhibée, avec un seul tube
croissance faible ou incertaine (+/-). Cela indique que ’acidité forte exerce un effet
inhibiteur important sur la souche, méme si une faible proportion de cellules semble
capable de résister a ce stress acide. Ce résultat traduit une acidotolérance modérée,

mais pas une Véritable capacité de croissance optimale en milieu trés acide (Tableau 4).

Tableau 4: Résultats de test de croissance a différents pH (4, 9)

Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH 9 + + + + - + + + + +
PH 4 - - - - - - - - +/- -
+ : Positive - . Négatif +/- : Croissance faible ou incertaine

5.5. Croissance a différentes concentrations de NaCl (6,5 et 4,5%)

Le milieu salé a concentration de 6,5% est un milieu hostile pour la plupart des
bactéries ; celles qui le tolerent peuvent y pousser. Aprés incubation les souches sont
positives une capacité de se développer a 6,5% NaCl. Par contre, la souche dans le tube
6, on n’a observé aucune croissance. Le milieu a concentration de 4,5% indique que

tous les tubes sont positifs (Figure 15).
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Figure 14: Résultats du test de croissance a différentes concentrations d Nacl

6. Etude des aptitudes technologique

6.1. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des souches se traduit par la formation d’une zone claire
autour des souches ensemencées, résultats de I’hydrolyse de la caséine présente dans le
milieu. La mesure du diamétre de cette zone de clarification permet d’évaluer I’intensité
de Pactivité protéolytique des souches étudiées. Les résultats obtenus montrent que la
majorité des souches testées présentent une activité protéolytique positive. Résultats

obtenus sont indiqués dans les figures suivantes :

Figure 15: L'apparition des zones d'hydrolyse des protéines de lait écrémé sur milieu M17
par les bactéries lactiques
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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. Bien que les bactéries lactiques ne soient pas considérées
comme fortement protéolytiques, leur systéeme protéolytique est essentiel pour leur
croissance dans le lait et contribue de maniére significative au développement de la
saveur dans les produits laitiers fermentés (Monnet et Corieu, 2011).

Les résultats du test de protéolyse montrent que les souches L1, L2, L3, L4, L9,
L10 présentent une activité protéolytique positive caractérisée par I’apparition des zones
claires autour des colonies. En revanche, les souches L5, L6, L7 et L8 ne montrent
aucune hydrolyse visible de la caséine. Cette activité traduit la capacité de certaines

souches a dégrader les protéines du lait grace a la production d’enzymes protéolytiques.

Cette aptitude technologique est importante dans la fabrication des produits
laitiers fermentés, car elle participe au développement des caractéristiques

organoleptiques telles que la texture et la saveur.
6.2. Production de composés aromatiques

Le test de production des composés aromatiques a été réalisé afin d’évaluer sa
capacité a intervenir dans le développement des arémes des produits laitiers fermentés.
L’observation obtenue aprés incubation n’a montré aucune coloration rouge ou rose, ce

qui traduit un résultat négatif pour I’ensemble des isolats étudiés (figure 17)

Figure 16: Résultats du test de production du diacétyle par la souche isolée
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Ces résultats indiquent l’absence d’activité aromatique détectable dans les

conditions expérimentales utilisées. Cette observation suggére que la souche étudiée

possede un potentiel aromatisant limité, et que son rdle technologique principal serait

plutét li¢ a Dl’acidification du milieu qu’a la production de composés aromatiques.

Toutefois, cette absence de réaction peut également étre influencée par les conditions du

milieu et ’expression spécifique des voies métaboliques de la souche.

6.3.

Pouvoir acidifiant

Les résultats obtenus de I’évolution du pH et de l’acidité titrable des dix

échantillons au cours du temps. Ce test permet d’évaluer le pouvoir acidifiant des

souches isolées et le suivi de leur activité fermentaire. Les résultats sont réalisés dans le

tableau suivant :

Tableau 5 : Résultats de suivi du pH et de I’acidité Dornic (D) des souches

Code Oh 2h 4h 6h 24h

pH | Acidite | pH Acidité | pH Acidité | pH | Acidité | pH | Acidité
LC1 7,14 18| 7,01 19| 6,93 21| 6,88 24 | 4,92 100
LC2 7,14 18| 6,91 20| 6,81 25| 6,76 26 | 4,73 95
LC3 7,14 18| 6,97 19| 6,86 23| 6,81 25 | 4,66 113
LC4 7,14 18 7 20| 6,91 22| 6,85 24 | 4,59 110
LC5 7,14 18| 7,13 19| 7,01 20| 6,98 20 | 4,71 90
LC6 7,14 18| 7,17 18 7,1 18 | 7,05 19 | 4,66 110
LC7 7,14 18| 6,95 17| 6,91 23| 6,85 24 | 4,65 113
LC8 7,14 18| 6,91 22| 6,81 24| 6,75 26 | 4,71 98
LC9 7,14 18| 6,98 23| 691 23| 6,85 25| 4,61 105
LC10 | 7,14 18| 6,96 23| 6,87 24| 6,82 26 | 4,57 100

Ces résultats confirment que les souches étudiées peuvent étre considérées comme

des candidates intéressantes pour les applications laitiéres, en raison de leur aptitude a

acidifier rapidement le milieu (Figure 18-27)
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Figure 17: Courbe d'acidification de la souche LC 1
120
LC 2
100 /
80
60 // Ph
/
20 —
0 T T T T 1
Oh 2h 4h 6h 24h
Figure 18: Courbe d'acidification de la souche LC 2
120
LC3
100 /
80
60 / ——Ph
/ e Acidité
40 /
20 T 7’
O T T T T 1
Oh 2h 4h 6h 24h

Figure 19: Courbe d'acidification de la souche LC 3

Page 48



Résultats et Discussion

120

LC4
100 /
80
60 / Ph
/ — Acidité
40 J
20 T 7’
0 T T T T 1
Oh 2h 4h 6h 24h
Figure 20: Courbe d'acidification de la souche LC 4
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Figure 21: Courbe d'acidification de la souche LC 5
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Figure 22: Courbe d'acidification de la souche LC 6
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Figure 23: Courbe d'acidification de la souche LC 7
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Figure 24: Courbe d'acidification de la souche LC 8
120
LCO
100 /
80
60 / o—Ph
/ =— Acidité
40
20 ‘A?HJ
. * < o Oy
oOh 2h 4h 6h 24h

Figure 25: Courbe d'acidification de la souche LC 9
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Figure 26: Courbe d'acidification de la souche LC 10

7. Essai technologique de biofermentation de coagulation

lactique

Les résultats obtenus montrent que le Raib présente globalement des
caractéristiques physico-chimiques et sensorielles satisfaisantes, avec un pH de 4,7 et
une acidité de 82° D, traduisant une fermentation lactique efficace. Le produit se

distingue par un aspect épais, une texture ferme, des arébmes lactiques bien marqués,

ainsi qu’une saveur naturelle. Les résultats sont réalisés dans les figures suivantes :

Figure 27: Aspect visuel et texturaux du raib élaboré aprés fermentation et conditionnement
dans des pots stériles
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Le produit présente une texture semi-ferme avec I’apparition d’un coagulum
relativement homogéne et stable, traduisant une activité acidifiante correcte des souches

lactiques utilisées.

Dans la surface du Raib, apparait globalement lisse, sans présence de défauts
majeurs, et sans les signes visibles de contamination. Cependant, une légére séparation
du lactosérum qui a été observée dans certains pots, indiquant un début de synérése
modérée. Ce phénomeéne traduit une stabilité imparfaite du gel et suggére une rétention
d’eau insuffisante dans la chaine protéique. Cette synérése reste faible et n’affecte pas

considérablement 1’acceptabilité globale du produit fini.

La légere synérese observée au niveau du Raib traduit une contraction du réseau
de caséines forme lors de la fermentation lactique, entrainant I'expulsion d'une partie du
lactosérum. Ce phénomeéne est principalement lié a la poursuite de l'acidification apreés
la coagulation (post-acidification), résultant de l'activité métabolique continue des
bactéries lactiques.

La diminution du pH vers le point isoélectrique des caséines (= 4,6) réduit la
capacité de rétention d'eau du gel, favorisant ainsi la séparation du sérum. Par ailleurs,
la texture relativement peu ferme observee suggere que la structure du gel reste
perfectible. Ces résultats indiquent que le produit élaboré nécessite une optimisation des
conditions de fermentation et/ou des souches utilisées afin d'améliorer la fermeté du gel,
de limiter la post-acidification et d'obtenir un Raib présentant une meilleure stabilité

physicochimique et une qualité sensorielle supérieure.

Afin de limiter la synérese et d'améliorer la texture du Raib plusieurs pistes
d'optimisation peuvent étre envisagées. L’utilisation de souches productrices
d'exopolysaccharides (EPS) ou de cultures mixtes associant des souches acidifiantes et
texturant contribuerait a renforcer le réseau protéique, a améliorer la capacité de
rétention d'eau et a conférer au Raib une texture plus ferme et plus onctueuse. Enfin,
une légere augmentation de la teneur en matiere séche du lait, notamment par
enrichissement en protéines, permettrait d'obtenir un gel plus dense et plus stable,

réduisant ainsi le phénoméne de synérese.

Selon ’observation du produit fini, les souches lactiques utilisées dans cette

fabrication possedent une bonne aptitude acidifiante et permettent la formation du Raib,
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cependant leur activité fermentaire semble relativement intense, ce qui favorise

I’augmentation de I’acidité finale et accentue le phénoméne de post-acidification.

8. L’analyse sensorielle

Les résultats de I’analyse sensorielle montrent que les notes attribuées par les
dégustateurs se situent en générale entre 2 et 9,5) / 10, avec une moyenne générale de
6,59/ 10 et un écart-type de 2,04. Ces résultats montent dans le tableau annexe.

Nous constatons que cette évaluation est le résultat de l'appréciation sensorielle
des degustateurs, notamment a travers les éléments de la fiche d’analyse sensorielle

comparative, et I’état du produit fini.

Les résultats de l'analyse sensorielle montrent que les notes attribuées au raib
varient d'un degustateur a l'autre, traduisant une certaine variabilité dans I'appréciation
du produit. La majorité des dégustateurs ont attribué des notes comprises entre 6/10 et
8/10, ce qui indique une acceptabilité globale satisfaisante. Quelques dégustateurs ont
accordé des notes tres élevées (=9/10), témoignant d'une bonne appréciation des qualités
organoleptiques du produit. En revanche, un faible nombre de dégustateurs ont attribué
des notes inférieures a 5/10, ce qui peut étre lie a des préférences individuelles ou a
certains aspects du produit, notamment la texture, la stabilité ou l'acidité. Dans
I'ensemble, ces résultats montrent que le raib eélaboré est globalement bien accepté, tout
en suggérant que des améliorations de la texture et de la stabilité pourraient encore

accroitre sa qualité sensorielle et son acceptabilité auprés des consommateurs.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Ce travail de recherche a permis de connaitre les performances technologiques
d’une souche locale de Lactococcus lactis en vue de son application dans la
transformation laitiere. Sur le plan fondamental, I’identification physiologique et
biochimique a confirmé qu’il s’agit d’une bactérie lactique mésophile et anaérobie
facultative, se développant en coques isolées ou en courtes chaines. Son métabolisme
homofermentaire, couplé & son statut de sécurité sanitaire (GRAS : Generally
Recognized As Safe), atteste de son innocuité et de sa parfaite adaptation aux conditions
de fermentation lactique du lait. Sur le plan technologique, 1’évaluation des aptitudes de
la souche a révélé un potentiel d’intérét industriel indéniable. L’activité protéolytique
modérée a demontré une capacité a structurer le réseau protéique, tandis que le profil
aromatique obtenu s’est averé typique des produits laitiers frais. L.’essai de fermentation
appliquée pour 1’élaboration d’un produit de type Raib s’est montré concluant : la
souche assure une acidification et une coagulation optimales, aboutissant a un produit
fini stable. Cette souche s’avere donc étre un excellent candidat pour servir de culture

de fermentation locale.

Afin de valoriser ces résultats et d’¢élargir le champ d’application de cette souche,

plusieurs axes d’études futures peuvent étre envisagés :

- Evaluation des propriétés probiotiques : Evaluer la tolérance de la souche aux
conditions gastro-intestinales (acidité gastrique et sels biliaires) pour envisager une

formulation a visée santé.

- Maitrise du profil aromatique : Analyser de maniére approfondie les composeés
volatils (ex. : production de diacétyle) pour optimiser et standardiser les qualités

organoleptiques des dérivés laitiers.

- Essais en milieu industriel : Conduire des tests de production a 1’échelle pilote
ou industrielle, et étudier I’aptitude de la souche a la lyophilisation pour une

commercialisation sous forme de ferments sélectionnés.
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Tableau: Milieu PCA (Plate Count Agar) (pH 6,3)

Composition Quantité g/L
Tryptone 5
Extrait de levure 2,5
Glucose 1
Agar 18
Eau distillée 1000 ml

Tableau : Milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe) (pH 5,6)

Composition Quantité g/L
Peptone 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Glucose 20
Tween 80 | ml 2
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrate d’ammonium 2
Sulfate de magnesium, 7 H.O 0,2
Sulfate de magnes, 4 H.O 0,5
Agar 18
Eau distillée 1000 ml
Tableau : Milieu M17 (pH 6,3)
Composition Quantité g/L
Tryptone 2,5
Peptone pepsique de viande 2,5
Peptone papainique de soja 5
Extrait de viande 5
Extrait autolytique de levure 2,5
Acide ascorbique 0,5
Glycérophosphate de sodium 19
Sulfate de magnésium 0,25
Eau distillée 1000 ml

Stérilisation des milieux par autoclavage a 120°C pendant 15 min.
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Tableau: Eau peptonée

Composition Quantité g/L
NaCl 8,5
Peptone 1
Eau distillée 1000 ml
Tableau : Eau physiologie

Composition Quantité g/L
NaCl 99
Eau distillée 1000 ml

Tableau 6 : Milieu Clark et Lubs

Composition Quantité g/L
Peptone 10

Phosphate di potassique 2

Glucose 5

Eau distillée 1000 ml

Stérilisation du milieu par autoclavage a 120°C pendant 20min.

pH métre

Microscope optique

Liste de matériels utilisés

Autoclave
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Annexe 1 : L’analyse sensorielle du lait fermenté type raib

Figure : le produit apres la dégustation.

Tableau 7: Notes attribuées par les dégustateurs aux différents attributs sensoriels du Raib

Dégustateur la note / 10
D1 6
D2 8
D3 8
D4 9,5
D5 4,5
D6 8,5
D7 3
D8 7
D9 7,5
D10 6
D11 8
D12 7
D13 7
D14 6
D15 5
D16 9
D17 2
Moyenne 6,588235294
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Figure: la fiche d’analyse sensorielle comparative du lait fermenté.
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	 Ensemencement et fermentation : Inoculation de la flore lactique sélectionnée (1%) de Lactococcus lactis et (1%) de Leuconostoc, incuber pendant 24 heures jusqu’à l’obtention d’un gel ferme (pH autour de 4,5 - 4,6).
	 Conditionnement et réfrigération : Conditionnement du liquide obtenu (Raïb) en pots aseptiques et stockage immédiat à +4  C pour stopper l’acidification.
	3. Protocole d’évaluation physicochimique du lait fermenté
	L’analyse de la qualité a reposé sur trois paramètres fondamentaux : le pH, l’acidité Dornic ( D) et l’Extrait Sec Total (EST).
	Le pH est mesuré directement par immersion d’une électrode de pH-mètre préalablement étalonnée dans l’échantillon homogénéisé à température ambiante.
	L’acidité Dornic est obtenue par titrage de 10 ml de lait fermenté avec de la soude N/9 en présence de quelques gouttes de phénolphtaléine comme indicateur coloré, jusqu’à l’apparition d’un rose très pâle persistant ; le volume de soude versé multipli...
	L’extrait sec total est déterminé par dessiccation d’une prise d’essai (environ 5 g) pesée dans une coupelle et placée dans une étuve à 105 C pendant 4 heures jusqu’à obtention d’une masse constante ; le rapport en pourcentage entre la masse du résidu...
	4. Tests de dégustation (Analyse sensorielle du produit fini)
	Évaluation par un panel de dégustateurs pour valider la conformité du Raïb traditionnel de Naâma :
	Aspect visuel : Liquide blanc opaque, parfaitement homogène, sans grumeaux ni séparation de phases.
	Texture en bouche : Consistance fluide mais veloutée, onctueuse et nappante (liée à l’EST résiduel et aux protéines de brebis).
	Profil olfactif et gustatif : Flaveur acide fraîche et équilibrée (corrélée au pH de 4,5), odeur lactique caractéristique, développant des arômes volatils typiques (diacétyle) sans aucune amertume.
	5. Protocole d’organisation du test de dégustation
	Préparation des échantillons : Servir le Raïb à une température stricte de 8 à 10  C dans des pots stériles, codés par des chiffres à trois chiffres pour garantir l’anonymat.
	Conditions de laboratoire : Réaliser le test dans une salle calme, sans odeur, à lumière du jour et à une température ambiante de 20-22  C.
	Composition du panel : Réunir un jury de 5 à 10 dégustateurs formés aux défauts et qualités des laits fermentés traditionnels.
	Neutralisation du palais : Fournir de l’eau plate entre chaque échantillon pour rincer la bouche.
	6. Fiche de dégustation standardisée du Raïb (Note sur 20)
	1. Aspect visuel et Couleur (sur 4 points)
	Critères : Couleur blanc opaque homogène, absence de grumeaux, absence de séparation de phases (pas de synérèse ou de sérum visible à la surface).
	Barème :
	4 pts : Parfaitement homogènes, couleur blanche caractéristique.
	2-3 pts : Légère présence de grumeaux ou trace minime de sérum.
	0-1 pt : Déphasage important, aspect caillé hétérogène.
	2. Texture et Consistance en bouche (sur 5 points)
	Critères : Fluidité veloutée, onctuosité, effet nappant lié à l’extrait sec total (EST) du lait, absence de texture filante ou farineuse.
	Barème
	5 pts : Très onctueux, nappe bien la bouche, consistance idéale.
	3-4 pts : Un peu trop liquide ou légèrement trop épais.
	1-2 pts : Texture sableuse, farineuse ou présence de gros morceaux de gel.
	3. Odeur et Flaveur (sur 4 points)
	Critères : Odeur lactique fraîche, arôme volatil typique (diacétyle), absence d’odeurs parasites (étable, rance, plastique, levure).
	Barème (1)
	4 pts : Excellente odeur de ferment frais, arôme franc de Raïb.
	2-3 pts : Odeur faible ou présence d’une note volatile masquant le produit.
	0-1 pt : Odeur repoussante, rance, phénolée ou de moisissure.
	4. Saveur et Goût (sur 7 points)
	Critères : Acidité fraîche et équilibrée (corrélée au pH de 4,5 et à l’acidité Dornic de 70-80 D), arrière-goût agréable, absence d’amertume ou d’acidité piquante/brûlante.
	Barème (2)
	6-7 pts : Acidité parfaite, goût équilibré très agréable en fin de bouche.
	4-5 pts : Produit légèrement trop acide ou trop doux (manque de fermentation).
	2-3 pts : Acidité agressive, piquante (production de gaz) ou amertume prononcée.
	0-1 pt : Goût totalement altéré, produit impropre.
	5. Interprétation de la note finale sur 20
	16 à 20 : Produit d’excellente qualité, typique du Raïb traditionnel.
	12 à 15 : Produit de qualité satisfaisante, légers défauts corrigibles.
	10 à 11 : Produit médiocre, défauts notables de fabrication.
	Moins de 10 : Produit défectueux, non conforme et rejeté.
	Observation : Les protocoles de préparation du Raïb, d’évaluation physico-chimique et de dégustation ont été établis selon les recommandations de la Fédération Internationale du Lait (Figure 9) (Fédération Internationale du Lait « FIL », 2018).
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	5.3. Test thermorésistance (croissance à 63 C)
	5.4.  Croissance à différentes pH 9 et 4
	5.5. Croissance à différentes concentrations de NaCl (6,5 et 4,5%)

	6. Etude des aptitudes technologique
	6.1.  Activité protéolytique
	6.2.  Production de composés aromatiques
	6.3.   Pouvoir acidifiant

	7. Essai technologique de biofermentation de coagulation lactique
	8. L’analyse sensorielle
	Conclusion et perspectives


