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Liste des abréviation :

L :litre

% :pourcentage

pH :potentiel hydrogéne

°C :Degré celsius

D° : Densité dornique.

T° :-Température

IgG 1 :Immunoglobuline classe G1
IgG 2 :Immunoglobuline classe G2
IgA :Immunoglobuline classe A
IgM :Immunoglobuline classe M
IgE :Immunoglobuline classe G
BSA :Bovin sérum albumine

Ig :Immunoglobuline

B.LG :Béta lactoglobuline

o.LA :alpha lactoglobuline

P :Protéine

MRS :Gélose de Man Rogoza et Sharp
M17 :Terzaghi et sansine

Ca :Calcium
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Résumé :

Les Bactéries lactiques sont des micro-organismes résidant naturellement dans plusieurs endroits et
généralement dans le lait et les produits laitiérs.

Dans notre travail,nous nous sommes intéressées a l'isolement,la purification et I'identification des
souches lactiques a partir de deux échantillons de lactosérum de fromage de lait de vache provenant
de la Wilaya de Relizane et la Wilaya de Sidi belaabase.

Dans un premier temps,nous avons procédé a I'isolement et a I'identifiction des souches laciques en
se basant sur les caractéres morphologiques,physiologiques et le profil fermentaire de différentes
souches.

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que nous avons isolées 17 souches lactiques qui
se répartissent en genres des Bactéries Lactiques :

Nous pouvons notés que la charge de la flore thermophile est trés élevées dans 2 échantillons de
lactosérum de fromage de lait de vache représenté en pourcentage,on de

Mot clés :lactosérum de fromage de lait de vache,Bactéries
Lactiques,isolement,purification,identification .

Summary :

The lactic bacteria are microorganisms living naturally in several places and generally in the milk and
the dairy products.

In our work,we were interested in the isolation,the purification the identification of the lactic origins
from two samples of lactosérum of fromage of milk caw from the wilaya of Relizzane and Wilaya of
Sidi Belaabas.

At first,we proceded to the isolation and identification of the lactic origins by basing itself on the
morphological,physiological characters and the profile fermontaire various.

The results obtained during this study show that we isolated 17 lactic origins which divide up into
genre of the lactic bacteria :

We can noted that responsibility of the flora thermophiles is very high in 2 samples of lactosérum of
fromage of milk caw represented in pourcentage,

Key words :lactosérum of fromage of milk caw,lactic bacteria,the isolation
purification,identification.
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INTRODUCTION :

En Algérie, I'élevage bovin est un indicateur assez important dans I'économie, car il constitue une
source qui couvre une partie des besoins nationaux en protéines animales et valorise la main-
d’ceuvre employée en milieu rural, cependant il est influencé par de multitudes contraintes qui
dépendent principalement de I’environnement, matériel animal et surtout par la politique d’état
depuis I'indépendance (Mouffok, 2007).

Le lait est un liquide blanc mat,légerement visqueux,dont la composition et les caractéristiques
physico-chimiques varient sensiblement selon les espéces animales,et méme selon les races.Ces
caractéristiques varient également au cours de la période de lactation,ainsi qu’un cours de la traite.

Le fromage est un aliment obtenu a partir du lait coagulé ou de produits laitiers,comme la
créme,aprés un égoutage suivi ou non de fermentation et éventullement d’affinage(fromages
affinés).Le fromage principalement fabriqué a partir du lait de vache,mais aussi de brebis,de chévre
de bufflonne ou d’autres mammiféres.

Le lactosérum est un sous-produit issu essentiellement de la fabrication fromagere, il est obtenu
suite a la coagulation des caséines sous |'action de la présure (lactosérum doux), ou suite a
I"acidification du lait (lactosérum acide) (Morr, 1989). Traditionnellement, I'opération qui suit I'étape
de coagulation consiste a séparer la phase coagulée du reste du lait au cours d'une opération
d'égouttage. La fraction liquide ainsi recueillie s'appelle le lactosérum. Ce dernier est un sous-produit
de la fromagerie et de la caséinerie, son pH est compris entre 5 et 6.5. Il représente pres de 90% du
lait mis en ceuvre (Kosikowski, 1979 ; Mereo, 1980).

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques,dont les vertus se
resssemblent,et qui produisent de 'acide lactique comme produit final du processus de
fermentation.Elles sont partout dans la nature,et se trouvent aussi dans le systeme digestif de
I’'homme.Si elles sont surtout connues pour le réle qu’elles jouent dans la préparation des laitages
fermentés,elles sont utilisées également dans le saumurage des légumes,laboulangerie,la fabrication
du vin,le saurissage des poisons,des viandes et des salaisons .(EL soda et al.,2000 ;Chekroun et
Bensoltane.,2007)

Les bactéries lactiques interviennent dans de nombreuses transformations du lait(créme
maturée, laits fermentés comme le yaourt,fromages frais et affinés),mais également dans la
vinification(fermentation malolactique),la fabrication des salaisons,la fermentation des
végétaux(choucroute et ensilages)et en boulangerie traditionnelle.Les technologies laitiéres
représentent toutefois le principal secteur d’application des bactéries lactiques.(Papamanoli et
al.,2003)

Dans la fabrication fromagere,elles jouent un réle primordial dans la premieres étapes de la
transformation du lait,mais elles interviennent aussi,directement et indirectement ,dans la phase
d’affinage et dans la qualité sanitaire des produits.(Lee J.Y et al.,2006).

Pour ce fait j'ai proposé de structurer ce document comme suit :



Une partie consacrée a une étude bibliographique présentant des généralités sur les matieres
premieres(Le lait de vache,procédé d’obtention et importance du lactosérum et utilisation de
lactosérum en Algérie).

Une deuxiéme partie, qui consiste a :

e Une présentation du matériel, les méthodes de préparation et les analyses des matiéres
e Linterprétation des résultats obtenus ;
e Enfin une conclusion



Chapitrel :IMPORTANCE DE LA PRODUCTION DE LAIT DE VACHE EN ALGéRIE

1./Effectifs des bovines en Algérie :

Selon la-FAO(Organiation des Nations unies pour I'alimentation et I'agriculture)( 2014),I’effectif bovin
en Algérie est estimé a plus de 1.843.930 tétes .Cependant,la production laitiere en Algérie reste est
insuffisante par rapport a la demand qui ne cesse d’augmenter d’une année a un autre.En effet,on
estime que plus de 70% du cheptel bovin est exploité en extensive et qui n’arrive pas a combler ce
déficit de la demande en lait ; mais qui joue un réle non négligeable dans I’économie
familiale.Toutefois ,ce systeme extensif familial se caractérise par son hétérogénéité et il est trés
dépandant des conditions climatiques et géographique de sa localisation.Notant aussi que I'élevage
bovine extensif assure une production mixte ,c'est-a-dire a vocation lait et viande au méme temps a
partir de bovins croisés(Yakhlef,1989)

Il est possible de distinguer I'élevage de piémont, utilisant les paturages naturels en hiver et les sous-
produits des zones des cultures céréalieres(les chaumes surtout) en été, et |'élevage de montagne
qui pratique le paturage en forét. En revanche, le systéeme intensif est assez rare et s’il se trouve il est
localisé aux alentours des grandes agglomérations ou sont implantées les différentes laiteries. Les
vaches laitiéres sont importées ou issues de parents importées, mais vivant dans des conditions qui
sont loin d’étre idéales ce qui se répercute a leurs productions en quantité et en qualité.

Tableau 1 :L’évolution des vache laitieres en (2013-2014-2015).(ITELV,2016)

Années Bovins laitieres modern Bovins laitieres Total
amélioré+Bovins
laitieres local

2013 293 856 714719 1008 575
2014 328901 743 611 1072512
2015 239776 675 624 915 400

a/contraintes de I’élevage bovin en Algérie :

L’élevage bovin est considéré comme étant un bon indicateur pour I’économie algérienne, car il est
I'une des sources qui couvrent les besoins de la population en protéines animales et contribue a
I'absorption de la main-d’ceuvre en milieu rural. Cependant il est sous I'effet d’'une multitudes de
contraintes qui dépendent principalement de I'environnement, de lui-méme et de la politique
del’Etat algérien depuis I'indépendance (Mouffok, 2007)

b /Contraintes liées a I’environnement :

1.Ll’alimentation :

Les déficiences de I'environnement influent fortement I'évolution de I’élevage bovin en Algérie, ce
denier est lié au sol pour son alimentation et son affouragement en vert, en effet,l’installation
batiments les bovins laitiers dans des régions a forte densité de la population a conduit a la
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concurrence acerbe entre I'agriculture et la consommation en eau potable, ce qui a favorisé
considérablement la mise en place des cultures plus rémunératrices, par ailleurs la mauvaise
conduite est la cause de la diminution des performances des vaches laitieres.Ces derniéres sont
estimées entre 2500 a 2700litres par lactation et entre 2300 a 2500litres et par lactation durant
respectivement les décennies 1980 .La faible disponibilité alimentaire concourt a de graves
conséquences aussi bien pours, les éleveurs privés qui gerent la majorité du total du bovin local ne
sont pas bénéficiés par des programmes de soutien alimentaire, ceci s’ajoute a un manque de
paturage qui sont a I'origine de conduire les animaux a I'abattoir pour minimiser les pertes
financieres . En outre, la distribution des fourrages se fait selon les réserves au niveau de
I’exploitation, mais pas selon les besoins des animaux, qui recoivent des rations énergétiques
notamment en hiver ou il ya un manque des aliments en vert, ces rations sont constituées de 65% de
concentré qui coute de plus en plus cher . Ajouté au faible rendement fourager, les élevages bovins
sont caractérisés par une insuffisante des fourrages de bonne qualité .Ainsi ;cette faible qualité des
fourrages constitue un handicap majeur pour I'élevage.En effet 70% des fourrages sont constitués d’
especes graminées surtout,l’ orge et I'avoine, avec une diminution des surfaces cultivées en
fourrages. Elles sont passées entre 1992 a 2003, de 0.5millions hectares a moins de 300000 hectares,
dont la luzerne et le sorgho ne présentent que de faibles surfaces (Djebbara, 2008).

2. Le climat :

Le climat des pays du Maghreb est caractérisé par de longues périodes seches qui influent
négativement sur la production laitiére et le rendement des élevages (Srairi, 2008 ;Senoussi, 2008).

3. ’eau d’irrigation :

L'inaptitude des éleveurs a développer la sole fourragere, dérive d’un probleme
d’approvisionnement en eau, distribuée en priorités pour la consommation humaine, l'industrie et
les autres culture agricoles qui en utilisent des quantités considérable . En outre, les pluies d’été
sont rares et inexistantes, il arrive que les pluies d’hiver restent insuffisantes pour la croissance des
cultures (Damagnez, 1971). Cependant des barrages ont été aménagés pour stocker les
précipitations (Srairi et al, 2007).

C/Le systéme d’élevage bovin en Algérie :

En Algérie, La répartirions des élevages, est en relation avec la richesse des paturages. Environ 80%
de I’élevage bovin est concentré dans les régions nord du pays, 59% a I'Est, zone pluvieuse du pays,
contre 22% au centre et 14% a I'ouest, ou les ovins et les caprins sont privilégiés, (Tableau 2.) Selon
la disponibilités en facteurs de production, la conduite des animaux, la localisation géographique et
les objectifs de production,deux principaux systémes d'élélevage bovin existent en Algérie :a savoir le
systeme extensif et le systéme intensif.

1- le systéme extensif :

il concerne les races locales et les races croisées. Cet élevage est basé sur un systéme
traditionnel de transhumance entre les parcours d’altitude et les zones de plains (zones
forestieres de montagne et les hautes plaines céréaliéres) ; la taille des troupeaux est réduite.
Avec plus de 80% du cheptel national des vaches, ce systeme est orienté vers la production de
viande (78% de la production nationale), il assure également 60% de la production laitiere.



2- Le systéme intensif :

il concerne principalement les races améliorées. Ce type d’élevage orienté vers la production

laitiere est localisé essentiellement dans les zones littorales (zones a fort potentiel d'irrigation et

autours des grandes villes). La taille des troupeaux est relativement faible 6 a 8 vaches laitieres

par exploitation.

Tableau 2:Répartition géographique du cheptel bovin,ovin,caprin en Algérie(MADR,2014)

Région Bovin Ovin Caprin
Centre 22% 25% 24%
Ouest 14% 18% 7%
Est 59% 27% 34%
Sud 5% 5% 34%
Total 100% 75% 99%

2/.Situation de la production laitiére en Algérie :
2.1 .Place du lait dans la consommation algérienne :
Le lait a une valeur importante dans la consommation algérienne. Selon( SRAIRI, 2008),il est

considéré comme étant une source principale des protéines animales pour les populations dans les
pays du Maghreb (Algérie, Maroc et Tunisie.).Cependant, les politiques des Etats ont été adoptées
dans ces pays, des instruments sont mis en place depuis I'indépendance a partir de I'importation
contenue des produits laitiers sous I'effet de développement démographique et le taux
d’urbanisation a considérablement augmenté (Srairi et al, 2007).

En Algérie, la politique de soutien du prix du lait a depuis longtemps favorise et encouragé la
consommation du lait par rapport a d’autres produits d’origine animale . Ce qui a conduit a une
augmentation de la demande qui est elle-méme influencée par I'augmentation démographique.Le
pouvoir public s’est tourné vers I'importation (Bourbouze et al, 1989; Madani 2000). En outre et en
raison de, sa richesse en éléments nutritifs, le lait représente 65,5% des protéines animales,
supérieures a celles de la viande 22,4% et les oeufs 12,1%, ainsi un gramme de protéine obtenu a
partir du lait, colte huit fois moins cher que la méme quantité obtenue de la viande , ce qui a
favorisé I"laugmentation de la consommation qui est estimée 110 kg/an ( Dilmi, 2008). L’évolution de
cette consommation a bondi de 90litres a 115litres (Bourbouze , 2001), cette forte consommation est
plus élevée que celle de la Tunisie qui est de 80kg (Khaldi et Naili, 2001) et celle du Maroc 32kg .Elle
reste néanmoins trés éloignée de celle de la France ou elle est estimée de 400L/habitant/an .

2.2.Production laitiére des races bovines locales :

La race bovine locale est une mauvaise laitiere. Sa production laitiére est estimée en
moyenne a 4 litres par jour et par vache avec des valeurs extrémes de 3 a 10 litres obtenue
aprés une seule traite par jour . Ainsi, la production laitiére par lactation est de 900 litres en
moyenne ; celle-ci peut parfois atteindre 1300 litres. La durée de lactation variede 3a 6
mois. Par rapport aux races améliorées telles la Frisonne Francaise Pie Noir (FFPN) et la
Holstein, la production laitiere de la race locale (3500 litres en moyenne) est considérée
comme faible. Cette faible production s’explique selon par:

e Le manque de disponibilité fourragére.

e Le potentiel génétique limité de ces vaches locales.

e Le systeme de production proprement dit.



La production laitiére des vaches locales est variable. La variation dépend des sous-races et
des saisons. On constate que la CHELIFIENNE évoluant dans la région de MEDEA est une bonne
laitiére, sa production peut atteindre 1300 litres par lactation. En ce qui concerne les saisons, cette
production est maximale au printemps en raison de la disponibilité fourragére. En revanche elle est
minimale en hiver a cause du déficit alimentaire

3.Généralités sur le lait de vache :

Le lait est un liquide physiologique synthétise par I'organisme des mammiferes, sécréter par la
mamelle, est extrait par la traite. Cette derniére se fait de facon manuelle ou mécanique. La
production du lait est basée sur I'étude d’une courbe de lactation : la connaissance de cette courbe
est indispensable au cours du cycle de lactation. La composition du lait de différentes especes est
variable. La plus grande part du lait consommé par 'homme est le lait de vache. Ce sont surtout les
propriétés nutritionnelles des composants du lait qui le rend si précieux, indépendamment du lait lui-
méme, dont I’équilibre subtil des composants fait un aliment de choix. La qualité du lait représente
un grand intérét pour sa consommation. Cette qualité repose essentiellement sur sa teneur en
matiére utile (matiére grasse, matiére protéique), glucides, vitamines, sels minéraux et autres
constituants. Ces teneurs sont variables selon I'espéce, la race, le stade de lactation, le régime
alimentaire et les conditions d’élevages

3.1. Origine du lait :

Le lait est un produit complexe élaboré a partir du sang et des produits de la nutrition dans les
glandes mammaires, qui comprennent des cellules dites acini de sécrétion, des carneaux
galactophores, et des citernes permettant d’excrétion . Le lait synthétisé dans les cellules
mammaires est secrété dans la lumiére des acini d’ou il peut transiter des canaux de plus en plus
gros, qui convergent vers la citerne de la glande juste avant la traite. Il existe donc deux types de lait,
en proportions variables selon la race, I'espéce, I'individu. lls sont le lait citernal relativement facile a
récupérer, et le lait alvéolaire, plus difficile a obtenir .

3.2. Caractéristiques du lait :

Le lait présente des caractéristiques liées a sa nature biologique a savoir variabilité, complexité,
hétérogénéité, et altérabilité . Le lait de vache est un liquide opaque de couleur blanche, plus ou
moins jaunatre selon la teneur en - carotene, et sa matiere grasse. Sa saveur est douce et son
odeur est faible, mais identifiable. C’est un liquide trés aqueux dont la composition pondérale en
glucides, lipides, et protides est remarquablement équilibrée .

3.3. Qualité nutritionnelle du lait de vache

Le lait de vache est un aliment complet pour I'enfant au début de son existence. Le lait d'un animal
est un excellent aliment pour I'adulte de la méme espéce ou d'autres espéces ; mais ne peut ; couvrir
entierement les besoins, avec les quantités normalement ingérées (Alais ,1984) .



Le lait est a peu pres le seul aliment qui puisse répondre de facon équilibrée a la plupart des besoins
nutritionnels de I'homme. Pour un enfant de 5 ans par exemple, un demi-litre de lait peut couvrir
quotidiennement environ :

e 25% des besoins caloriques .

e 40 % des besoins protéiques.

e 70 % des besoins en calcium et en vitamines B.

e 30% des besoins en vitamines A et en vitamines B1. (Hamama ,1996)

4/La production du lait de vache en Algérie :

L’Algérie est le premier consommateur laitier du maghreb avec un marché annuel estimé,en
2004,a 1,7 milliard de litres,un taux de croissance de 8% et une consommation moyenne de
I'ordre de 100 a 110 I/habitant/an .Cette consommation augmente encore régulierement et
devrait atteindre au moins 115 | par habitant et par an en 2010.

Le volume de la collecte a néanmoins régressé de maniére significative(-18%) pour atteindre
le niveau de 107 millions de litres, soit un taux de collecte de 10%,selon des statistiques du
ministere de I’Agriculture et du développement rural.

La production algérienne de lait en 2004 serait d’environ 2 milliards (Djazairess Journaux).

La production de lait en Algérie est atomisée, avec un grand nombre de petites exploitation
de 4 vaches en moyenne,qui manquent de ressources fourragéres et sont peu
productives,de 1000 a 1500 litres par vache.

Méme les vaches importées d’Europe ne produisent guere plus de 3500 litres de lait,car elles
sont souvent confrontées a des conditions d’elevage difficiles.154.000 vaches ont été

importées depuis 2009, soit une moyenne de 25.000 bovins par an.Le cheptel Algérien est de
950 000 vaches,dont 28% de races européennes.215 000 exploitation possédent des vaches.

Evolution de la productuion laitieére a connu une progression remarquable entre 2005 et
2015 passant de 2.744.653 000 L a 3.722.557.000 L en 2015,soit une croissance de 37%,cette
progression est due principalement a I'importation des vaches laitieres et a I’évolution
notable de la structure des élevages bien conduits,représentant plus de 10.000 exploitations
moyennant 12VL.

La production de lait collectée a connu une forte augmentation entre I'lannée 2010 et
I'année 2015,en passant de 414.610.000 litres,soit 15% de la production laitiére totale a
929.560.000 L en 2015,s0it une croissance de 10% par rapport a 2010.

Si I’Algérie produit 2,2 milliards de litres de lait de vache, moins d’un tiers est collecté par
I'industrie laitiere.La plus grosse partie de la production est consommeée localement.Faute
de lait cru disponible,l'industrie a utilisé pendant longtemps du lait
reconstitué.Aujourd’hui,les laiteries algériennes cherchent a augmenter la collecte de lait et



I’Etat subventionne le transport du lait et des centres de collecte et soutient le prix du lait
par diverses primes.

Les efforts du gouvernement algérien pour développer la production laitiere paient car I'on
trouve de plus en plus de produits fabriqués.Pour tout ou partie,avec du lait frais
algérien.L’objectif de I'Algérie est de développer quantitativement et qualitativement la
production et de réduire la dépendance vis-a-vis de |'étranger en produits de base,en
veillant a ce que le marché intérieur soit suffisamment approvisionné et des prix
acceptables.

5.Le marché du lait en Algérie :

La production laitiere Algérienne ne couvre qu’une faible partie de la demande en lait des
industries.Le lait cru représente plus de 94% des importations globales des produit laitiers en
Algérie.

En 2016,les quantités de lait importées en Algérie ont augmenté de 74% pour atteindre

496 000 tonnes contre 370 000 en 2015.La valeur globale de ces importations de produits
laitiers est estimée a presque 12 milliard en 2016 contre 11 milliard en 2015 .L’Algérie a
importé environ 17% du marché mondial du lait en poudre au cours des 5 dernieres
annés.Le lait blanc domine avec 1 950 mollions de litres consommés en 2014, et sa
consommation ne cesse d’augmenter.Elle est passée de 0,3 litre par personne en 2013 a 0,6
litres en 2014, et devrait atteindre 0,7 litres en 2013.

L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb,avec environ 130 litres de lait par
personne et par année.

6.La production laitiere en Algérie :

2003 : 1,6 milliards de litres.

2004 :1,7 milliards de litres.

2005 :1,7 milliards de litres

2007 :3,6 milliards de litres.

2009 :4 milliards de litres.

2015 :11 milliards de litres.

2016 :12 milliards de litres.

-Cette production laitiere est assurée :

-A 80% par le cheptel bovin,le reste par le lait de brebis et le lait de chevre.
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-La production laitiere cameline est marginale.

-La poduction laitiere en Algérie n’a pas réussi a suivre I’évolution de la consommation
laitiere par habitant et surtout les rythmes rapides de la demande engendrés par des taux
démographiques élevés.

-La production industrielle des laits des entreprises GIPLAIT est donc assurée en grande
partie a partir des importation.

Pour la distribution du lait,elle se fait par trois catégories de circuits :
1.Le circuit informel :autoconsommation ou la vente de proximité.
2.Le circuit formel :commerce du lait industriel et des produits laitiers.

3.Le circuit émeergent :développement d’entreprises privées d’importation-
distribution.(Dilmi Bouras A).

7.Les margues algériennes de lait de vache sont :

Giplait :

Giplait,est une société Algérienne qui assure la production de trois millions litres de laits de
vaches par jour.ll compte un complexe disposant de grande laiterie a Alger et plusieurs
filiales implantées dans les différentes régions de I'Est,|’Ouest et le

Sud :Mascara,Sétif, Tiaret,Batna,Alger,Boumerdes,Bejaia et Ain Delfa,Constantine,Tizi
Ouzou,Sidi bel Abbes,Oran,Relizane,Béchar,Saida,Tlemcen et Mostaganem.

Hodna:

Hodna Lait,est une société laitiere algérienne crée en 1999 et sise dans la zone industrielle
du chef lieu de la wilaya de M’sila.

Lait des Aures :

Le lait des Aures est une entreprise agroalimentaire de Batna en Algérie,filiale du groupe
Giplait.Elle est spécialisée dans le lait et autres dérivés.

Soummam :

La laiterie Soummam est une entreprise laitiere algérienne crée en 1993.

11



Chapitre2 :Procédé d’obtention et importance du lactosérum en Algérie :

1.Procédé d’obtention du lactosérum :

e Transformation du lait en fromage :

La transformation du lait en fromage comporte quatres étapes principales :la
coagulation,l’egouttage,salage,et |'affinage.La qualité du lait de fromagerie est fonction de son
aptitude a donner un bon fromage,dans des conditions de travail normales,avec un rendement
satisfaisant.Elle dépend d’un certain nombre de caractéristiques du produit tels que sa composition
chimique,sa richesse en caséines,sa charge microbienne et la nature de sa microflore,son aptitude au
développement des bactéries lactiques.Elledépend aussi de son comportement vis-a-vis de la
présure(Remeuf 1991).

-La coagulation ou appelé communément caillage est la phase de formation du caillé,lorsque la
caséine coagule sous I'action des ferments ou de la présure.

-L’egouttage est I'étape qui_consiste a retirer I’eau(le petit-lait ou lactosérum)du caillé et a le rendre
plus ferme.Selon I'importance du volume de lait transformé en fromage,des quantité considérable de
lactosérum n’est pas récupérée et jetée avec les eaux d’évacuation.

-Le salage :est une opération qui agit comme antiseptique afin d’arréter le, développement des
micro-organisme.ll favorise la bonne conservation du fromage,il accélére le séchager et la formation
d’une crodte.

-L’affinage :appelé aussi maturation,est la période pendant laquelle la pate se transforme sous
I'action biochimique de la flore bactérienne contenue dans le fromage.C ‘est I'étape cruciale ou se
développement la consistance,l’odeur,la saveur et la crolte.En effet,les fromages a pate fraiche ou
les fromages fondus ne sont pas affinés.

2-Importance de la production du lactosérum en Algérie :

Définition :

Le lactosérum également appelé petit-lait ou sérum est un sous produit issu essentiellement
de la fabrication fromagére ;est un liquide jaune-verdatre,composé d’environ 94% d’eau de
sucre(le lactose),de protéines et de trés peu de matiéres grasses.

Traditionnellement ;le lait est coagulé par ajont de présure on |'action acidifiante de
bactéries lactiques on par acidification chimique.ll en résulte une agrégation des micelles de
caséine du lait,qui donne un gel ou(coagulum).

C’est la phase aqueuse du début de la fabrication du fromage appelée lactosérum qu’est
séparée du caillé.Le caillé est ensuite trraité séparément pour ére transformé en fromage.

Le lactosérum est tres fermentescible et fragile.ll représente 85a90% du volume de lait
utilisé contenant une quantité importante de protéine de lait environ 20% riche en éléments
nutritifs ,lactose vitamines et minéraux(Tetra Pack Processingsystem)
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L'industrie laitiere produit de trés grandes quantités dde lactosérum chaque année on
obtient en effet environ 9 litres de lactosérum et 1 kg de fromage a opartir de 10 litre de lait.

En fonction du coagulant employé deux grandes classes de lactosérum sont souvent
disttinguées :

1. Lactosérum acide Le Lactosérum acide est obtenu aprés la coagulation du lait par précipitation
des caséines a leur pH iso électrique de 4,6 par ajout d'acide fort ou d'acide lactique (Violleau, 1999).
La caséine est combinée a des sels de calcium, l'acidification entraine sa déminéralisation qui fait
passer dans le lactosérum une part importante d'éléments minéraux, notamment le calcium et le
phosphore (Sottiez, 1990). Les lactosérums acides sont moins riches en lactose et plus riches en
minéraux. lls sont aussi plus ensemencés en germes lactiques et moins sujets a des fermentations
que les lactosérums doux (Moletta, 2002). Les teneurs élevées en acide lactique et en minéraux
posent des difficultés pour la déshydratation de ces lactosérums, aussi, ils sont souvent utilisés a
I'état liquide. Le lactosérum acide provient de la fabrication des pates fraiches et des pates molles,
son pH varie entre 3.8 et 4.6 (Moletta, 2002).

Lactosérum doux Le lactosérum doux est obtenu aprés la coagulation de la caséine sous l'action de
la présure sans acidification préalable, on obtient alors un lactosérum doux, pauvre en sels minéraux
et riche en lactose et en protéines. En plus des protéines solubles du lait, ce type de lactosérum
contient une glycoprotéine qui provient de I'hydrolyse de la caséine Kappa par la présure (Sottiez,
1990). Lorsque le lactosérum issu de la fromagerie n'est pas traité avec toutes les précautions
nécessaires, la poursuite de la fermentation naturelle augmente son acidité. Le lactosérum doux issu
de la fabrication de fromage a pate pressée cuite ou non cuite (Emmenthal, Saint Paulin,
Edam.....etc.), est de pH variant entre 5 et 6,3. Les lactosérum doux sont généralement déshydratés
(Morr, 1989 et Moletta, 2002).

Nécessité de valorisation du lactosérum

Les effluents produits par I'industrie fromagére sont caractérisés par leur volume et leur charge
polluante élevée. Bien qu'il existe des possibilités de valorisation du lactosérum, approximativement
la moitié de la production mondiale n'est pas exploitée mais rejetée comme effluents, ce qui
constitue une perte importante de matiére alimentaire (Marwaha et Kennedy, 1988). Dans ces
conditions le lactosérum représente un probleme environnemental trés important a cause des
volumes considérables générés et a cause de sa teneur élevée en matiére organique Le rejet du
lactosérum est considéré comme un polluant car il impose une forte demande biochimique en
oxygéne, (Marwaha et Kennedy., 1988). Une fois libéré dans I'eau, par exemple, les rivieres, les
canaux d'irrigation, ou sur la terre, le lactosérum conduit a des problémes environnementaux. En
effet, il met en danger la structure physique et chimique du sol, diminue le rendement des cultures
(McAuliffe et al. 1982) et réduit la vie aquatique par I'épuisement de I'oxygéne dissous (Yang et al.
1980).
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Chapitre 3 :Utilisation du lactosérum en Algérie

La composition chimique et valorisation du lactosérum

Lactosérum doux(Emmental) | Lactosérum acide(caséine)
liguide% 93,5 94
Extrait sec% 6,5 6,00
pH 6,70 4,60
Composition en g/l
Lactose 76,00 74,00
protéines 13,50 12,00
cendres 8,00 12,00
Acide lactique 1,80 1,80
Matiére grasse 1,00 0,50
Matiiére minérale
Ca 0,60 1,80
P 0,60 1,50
Nacl 2,50 7,50

Tableau2 : Composition d’un lactosérum doux et d’un lactosérum acide

Selon Sottiez, (1990), la composition moyenne des différents types de lactosérum est indiquée dans
le tableau 02. Lait Pasteurisation /écrémage/Standardisation Créme Lait écrémé Fromagerie pate
fraiche Caséine acide Caséine présure Fromage frais Sérum acide de caséine Sérum doux de caséine
Sérum acide Pates fraiches Ultrafiltration Sérum doux de fromagerie Sérum de protéine .

1.4.1 Lactose : Le lactose est le principal constituant de I'extrait sec du lactosérum. En outre, le
lactosérum doux est plus riche en lactose par rapport aux lactosérum acides, en effet, dans ce
dernier une partie du lactose a été transformée en acide lactique (Sottiez, 1990).

1.4.2 Protéines du lactosérum Deux grandes familles de protéines entrent dans la composition du

lactosérum a savoir, les caséines et les protéines solubles constituées essentiellement de B
lactoglobuline (B- LG), a lactalbumine (a-LA), I'albumine sérique bovine (BSA), les immunoglobulines
(Ig) et les protéases peptones (De Wit et Hontelez-Backx , 1981).

1.4.3 Minéraux Les matiéres salines de I'extrait sec du lactosérum sont constituées de plus de 50 %
de chlorures de sodium et de potassium et pour le reste de différents sels de calcium, se retrouvent
principalement sous forme de phosphate de calcium. En outre, selon certaines pratiques fromageres,
il y’a ajout de sel de calcium (CaCl2) (Vrignaud, 1983).

1.4.4 Les vitamines Les vitamines du lactosérum sont hydrosolubles, parmi les quelles, on note des

guantités importantes de riboflavine (B2) qui donne la couleur jaune verdatre du lactosérum),
d'acide pantothénique (B5), thiamine (B1), de pyridoxine (B6) et I'acide ascorbique (Woo, 2002)

1.5 Valeur nutritionnelle La valeur nutritionnelle et les propriétés fonctionnelles du lactosérum

sont liées au lactose et aux protéines (Lupin, 1998)
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1.5.1 Lactose Le lactose est un disaccharide, composé d’une molécule de glucose et une autre de
galactose, ce dernier est un constituant essentiel des cérébrosides composant les tissus nerveux
(Gerard et Debry, 2001). Il contribue a stabiliser le pH intestinal d’ol une meilleur utilisation
digestive du calcium et du phosphore ; cette stabilité du pH évite I'installation de flores purifiantes
(Sottiez, 1990). Il représente un intérét diététique fondamental puis qu’il représente la seule source
d’hydrate de carbone de tous les mammiferes y compris I’homme (Sottiez, 1985 ; Lupin, 1998). C’est
un facteur favorable aux réactions de caramélisation et réaction de Maillard, ainsi qu’il est un tres
bon support d’arome et un bon substrat de culture pour les ferments de maturation (Sottiez, 1985).
1.5.2 Protéines Les protéines du lactosérum ont une meilleure valeur nutritive que la caséine, du fait
gu’elles constituent une source équilibrée en acides aminés indispensables notamment en lysine,
acide aminés soufrés et en tryptophane tandis que la caséine présente un léger déficit en ces acides
aminés (Linden et Lorient, 1994). D’aprés Sottiez (1985), les protéines du lactosérum ont des
propriétés fonctionnelles tres intéressantes :

e Pouvoir émulsifiant en présence de matiére grasse ;
e Pouvoir gélifiant par coagulation a la chaleur
e Pouvoir moussant
Utilisation du lactosérum et de ses constituants :

Jusque dans les années 1970,le lactosérum sert majoritairement a I'alimentation du
bétail et a I'élaboration de préparation laitieres tres anciennes et pauvres en
matieres grasses :recuite,ricotta,brocciu,sérac,brunost,etc.

Les fromagerie écoulent le maximum de leur lactosérum dans les porcheries
voisines.Le rejet dans les cours d’eau est a I'origine de pollution grave due a la
fermentation des matiéres organiques.

1.7 Utilisation du lactosérum et de ses constituants

A. Dans I’alimentation animale :

L’homme peut bénéficier du lactosérum par I'intermédiaire des animaux, les applications les plus

étudiées sont :

Pour le bétail laitier : La consommation du lactosérum liquide par les vaches, en période de
lactation diminue la consommation de foin et de céréales mais n’affecte pas la production laitiere..

Pour le veau :L’ultra filtrat du lactosérum a I’état liquide et bien toléré par le veau aprés sevrage. Il
peut remplacer la totalité de I’eau de boisson, et apporter jusqu’a 30-35% de la matiere ingérée chez
les animaux pesant 100 a 110 kg. En outre le lactosérum peut étre utilisé pour d’autres animaux :
volailles ovins (Luquet et Boudier, 1984).

B. Utilisation en alimentation humaine :

Industrie de boisson : Les boissons a base de lactosérum, ont une grande valeur diététique,
digestion facile et rapide. Elles sont légeres, désaltérantes, et trés agréable a boire (Nelsone et Coll.,
1978) .
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Industrie laitiére : La poudre de lactosérum acide peut remplacer la poudre de lait écrémé a des
taux précis pour la fabrication des yaourts, sans atteinte a la qualité ni a 'ar6me de ces derniers.
(Luguet et Boudier, 1984).

Utilisation dans les glaces et crémes glacées :La poudre de lactosérum doux peut remplacer
jusqu’a 25% de la quantité du lait écrémé pour la fabrication des cremes glacées ou les avantages
sont essentiellement d’ordre économique, tandis que celle de lactosérum acide (pH 4.6) peut
remplacer une partie du sucre pour la fabrication des sorbets de bonne qualité (Apria, 1973). Dans la
confiserie Le lactosérum a d’importantes utilisations dans la fabrication de certains bonbons, et il se
trouve le moins couteux des produits laitiers utilisables du fait de son importante teneur en eau
(Vrignaud, 1983).

En boulangerie Le lactosérum doux connait un emploi croissant dans les produits de boulangerie
de fait de nombreuses avantages :

e Meilleure conservation : la combinaison du lactose avec les matiéres azotées(réaction de
Maillard) donne des complexes stables qui constituent donc un moyenne de défense
naturelle contre le rancissement

e Amélioration des caractéristiques internes et externe : affinage de la coloration pate plus
tendre et augmentation du rendement .

C. Dans la biotechnologie

Comme substrat de fermentation Vu sa composition adéquate en eau, protéine, lactose,
minéraux, acide lactique et matiere grasse, le lactosérum est choisi comme un milieu de culture pour
les micro-organismes (levure), qui dégradent le lactose (Anonyme 2 ,2002).

Dans la production des vitamines et des enzymes Plusieurs travaux ont été réalisés pour la
production des vitamines et des enzymes, par le biais de micro-organismes, qui utilisent comme
milieu de culture le lactosérum, a savoir :

e Propion bacterium shermanii : qui produit la vitamine B12

e Saccharomyceés fragilis : qui permet la production du lactose (béta galactosidase) (Boudier et
Luquet, 1984)

16



Matériels et méthodes :

1.1.0bjectif :

Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivants :

e Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de lactosérum de
fromage.

e L’identification physiologique et biochimique de bactérie lactique a partir du lactosérum de
fromage.

1.2.Lieu d’étude :

Les bactéries lactiques utilisées dans travail ont été isolées ,au laboratoire de recherchelLSTPA de Ha
ssi Mamache Université de Mostaganem.

1.3.Source des échantillons :

Les prélevements de 2 échantillons de lactosérum de fromage,ont été collectés dans la région de
Sidi-Saada de la wilaya de Relizane,et Tousala de wilaya de Sidi Belabase.

1.4.Matériels :

1.4.1.Appareillage :

L'appareillage utilisé est le suivant :
-Agitateur électrique
-Bec Bunsen
-Autoclave

-Bain Marie
-Balance analytique
-Etuves

-Four Pasteur
-Micropipettes
-Microscope optique
-pH métre
-Réfrigérateur
-Vortex électrique

1 .4.2.Produits utilisé :
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Les Réactifs :
Les réactifs utilisés au cours de cette étude sont les suivants :
Violet Gentiane,Lugol,Eau oxygénée, Fuschine.

e Milieu de culture :(pour la composition voir annexe)

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale,il s’agit des
milieux suivants :

Les géloses :MRS(Man-Rogosa et Sharp,1960),M17(Terzaghi et Sandine,1975)MSE.
Les bouillon :L’eau physiologique,Les bouillon MRS,M17 et MSE.

1.5.Technique de prélevement du lactosérum :

La collecte de lactosérum de fromage a été réalisés selon les régles d’hygiéne recommandées en
microbiologie.

Le lactosérum a été recueille dans un flacons de (250ml) stériles.Aprés transportés dans un glaciére a
4°C et acheminé directement au laboratoire pour analyse.

Tabeau :Origine et date de prélevement des échantillons de lactosérum de fromage de lait de vache.

Lactosérum Echantillons Date de prélevement Région de collecte
Fromage de lait de El. 17-4-2018 Sidi Belaabase
vache E1. 17-4-2018 Yellel

E2. 20-5-2018 Sidi Belaabase

E2. 20-5-2018 Yellel

1.6.Technique de dillution :

1.6.1.Les dilution :

Des dilutions décimales de 1ml sont réalisées en triple a I'aide d’une solution de I'eau physiologie
stériles(a raison de 9ml/tube),aprés homogénéisation,on étale 1ml de chaque dilution sur les milieux
M17, MRS 5.5 et 6.5 et MSE en de dénombrement.Les boites sont ensuite incubées 30°C et37°C
pendant 24/48h en condition d’anaérobies et aérobies.(Corresppndant généralement aux dillutions
1071 2 1073 des échantillons.(ldoui et al.,2009).(voir figure )

1.7.Techniques isolement des bactéries lactiques :

1.7.1.l1solement :

L'isolement des bactéries lactiques est réalisé sur le milieu MRS solide a pH 6,5 et pH5,5 le milieu
M17 solide a pH 7 et le milieu MSE a pH 6,5.Les cultures sont incubée pendant 24-48 heures a 30 et
37°C dans des boites de pétri a I'obscuritté.Aprés isolement des colonies d’aspects morphologiques
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différents (taille,couleur,surface,profondeur...)sont repiquées sur milieu MRS,M17 et MSE,incubées a
30 ou 37°C afin s’assurer de la pureté des cultures(Kacem et Karam ,2006 Cheriguene et al.,2007).

1.7.2.Purification :

La purification consiste a effectuer des repiquages successifs sur le gélose MRS,M17,MSE jusqu’a
I’obtention de colonies pures bien distinctes et homogenes.

La purification des souches sur milieu gélose se fait par la méthode des stries.

La pureté des souches est confirmée aprés chaque repiquage,par observation microscopique apres
gu’on ait effectué pour chaque échantillon analysé la coloration de Gram et le test de la catalase.ll
n’y a que les bactéries Gram positif et catalase négative qui sont retenues et conservées pour une
identification ultérieure.

1.8.Technique de conservation :

1.8.1La conservation a courte terme :

Conservation a 4°C :si les cultures des échantillons analysés paraitront pures sur boites de pétri ,des
colonies sont reprise puis ensemencées sur bouillon M17,MRS ,MSE,et coservées a 4°C pour
identification .Cette methode est utilisée pour la conservation des souches durant une courte
durée.(Saidi et al.,2002).

1.8.2 .La conservation a long terme :

Conservation a 20°C :elle est utilisée pour la conservation des souches pour une longue durée.Les
souches pures sont congelée a -20°C dans une solution contenant,70% de lait écrémé et 30% de
glycérol (Saidi et al.,2002).

1.9.Techniques d’identification des souches isolées :

1.9.1.Etude macroscopique :

L’examen macroscopique est portée sur I'observation macroscopique qui permet de décrire I'aspect
des colonies (la forme,taille,pigmentation contour,viscosité...)

1.9.2.Etude microscopique :

La coloration de Gram a été utilisée pour classer les bactéries selon leur Gram,leur morphologie et
leur mode d’association.

Les bactérie Gram positives et catalase négatives sont présumées des bactéries lactiques.

e Coloration de Gram:

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal ,il est ensuite
rincé rapidement a I’eau courante,traité pendant une minute par une solution de Lugol,et de
nouveau rincé rapidement.

19



On soumet alors le frottis coloré a une étape de décoloration en le traitant avec I'éthanol
95%.1l s’agit de I'étape critique :la lame est maintenue inclinée et en fait couleur le solvant
sur le frottis pendant 2 a 3 secondes seulement jusqu’a ce que le colorant cesse de
s’échapper librement du frottis.

Celui-ci alors immédiatement rincé a I'eau courante .A ce stade les cellules gram- seront
incolores,les cellules gram . violettes.

On soumet ensuite le frrottis a une contre coloration de 30 ssecondes a la fushine pour
colorer les cellules gram-présentes.

Aprés un bref rincage,on séche le frottis au buvard et on I'examine a I'objecif a immersion
(grossissement X 1000) (Singleton,1989).

1.9.3.Test catalase :

Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogene
(H20,) celui-ci est trés toxique et certaines bactéries sont capable de le dégrader grace aux
enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase.

Cette enzyme est capable de décomposer I'eau oxygénée selon la réaction :Catalase
2H,0->2H,0+ 0,

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase-) des entérobactéries
(catalase+).une colonie est mise en suspension avec une ou deux gouttes de solution de
peroxyde d’hydrogéne sur une lame.

La réaction positive se traduit par un dégagement immédiat de bulles de gaz (0,)(Marshal et
al,2001).

1.10.Etude des caractéres physiologiques :

1.10.1.Croissance a différentes températures :

Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques (Leveau et al.,1991).
Aprés incubation du bouillon MRS par les cultures pures,les tubes sont incubés pendant 24h
a 48h aux températures 8°C,30°C et 45°C,au bout de ce délai,la croissance est appréciée par
I"apparition de trouble.

1.10.2.Test de croissance a différent pH :

Les milieux de MRS liquides ont été utilisés contenant différentes concentration pH de 4,et
9,6 avec incubation a, 30°C et 45°C.Le but de ce test c’est de différencier entre enterococcus
,Streptococcus et Lactobacillus.(Guirad,1988).croissance est appréciéepar I'apparition de
trouble.

1.10.3.Culture sur milieu hypersalé :

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium(Nacl)
donne des renseignements précieux pour l'identification.

Les cultures a tester ont été ensemencées sur des bouillons hypersalés a 4% et 6,5% de
NaCl.Aprés une incubation a 30°C et 45°C pendant 24h.Ce test permet de séparer les
Lactocoques,Streptocoques, des Entérocoques(Devrise et ai.,2002).Croissance est appréciée
par I'apparition de trouble.

1.10.4.Thermorésistance :

Des tubes contenant 5ml de MRS liquide sont inculés par les souches isolées,ensuite les
tubes sont déposés dans un bain marie a 63°C pendant 30 min,aprés refroidissement
brusque,elles sont incubées a 30°C pendant 48 a72h .Un résultat positif se traduit par un
trouble(Rouissetet al,2006).
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1.11.Etude des caractéres biochimiques :
1.11.1.Le lait de Sherman :

J'ai ensemencé les isolats ayant une forme cocci dans deux séries de tubes contenants 5ml

de lait écrémé additionné a 1ml de bleu méthylene(3%) pour la deuxieme.

Le bleu de méthylene tire sa couleur grace a I'gxygéne,ce test porte toujours sur le systéme
respiratoire des lactocoques,car vu que se sont des micro aérophiles,ils ne vont utilisés
gu’une faible partie de I'oxygene présent dans le bleu méthyléne(3%) et de ce fait la couleur
du lait(bleu) ne virera que légerement ver le blanc et ce contrairement aux entérocoques
(aérobies) qui utilisent toutl’oxygéne du bleu de méthylene(Leveau et al.,1991).
1.11.2.Recherche de I'arginine dihydrolase(ADH) :

La recherche de cette enzyme est intéressante pour la caractérisation des bactéries
lactiques.

Cette enzyme libére 'ammoniac et la citruline a partir de I'arginine.Pour réaliser ce test,le
bouillon Méller a arginine a été ensemencé par les cultures a tester.Apres une incubation a
30°C pendant 24h-48h,la culture dans le milieu de base se manifeste par le virage du milieu
au jaune dd au métabolisme du glocose.

La dégradation de I'arginine et la libération de 'ammoniac empéchent le virage au jaune.
1.11.3.Production d’acétoine :

Pour réaliser ce test,du milieu Clark et Lubs a été réparti en tubes.Chaque tube recgoit une
culture a tester.

Aprés une incubation a 30°C pendant 24h et 5 gouttes des deux réactifs VP1 et VP2 ont été
ajoutés a chaque tube positif,suivi d’'une agitation.

Aprés un délai de 10 min, une coloration rose traduit la formation
d’acétylméthylcarbinol.Cette substance se transforme en acétoine sous |'action de la soude
(VP2) et se combine avec I'a-naphtol (VP1) en donnant un complexe rouge.

1.11.4.Type de fermentaire :

Dans des tubes a essai on a versé un milieu MRS et entreposé des cloches de Durham pour
mettre en évidence la production de gaz .Ensuite on a ensemencé les souches.

Les souches homofermentaires vont produire 90% d’acide lactique et seulement 10% de
CO2, par contre les souches hétérofermentaires vont produire I'acide lacttique et le CO2
proportions égales(Carr et al.,2002).

1.11.5.Etude de la fermentation des sucre :

L’étude du profil fermentaire des souches est effectué parensemencement de tubes de
milieu de base pour fermentation les souches lactique(MRS bouillon contenant du pourpre
de homocrésol BCP comme indicateur de pH) dans lequel on ajoute du sucre et enfin un
couche de I'huile de paraffine.

Les sucres étudiés dans ce milieu sont :le raffinose,l’arabinose,lemannitol,le lactose, le
xylose,cellubiose,le rhamnose,le ribose et le galactose,lactose.

Aprés 24-48 heures d’incubation a30°C,le développement de la culture se traduit par le
virage de l'indicateur coloré dd a I'acidification du milieu par la fermentation du sucre.

Il est recommandé de faire un témoin sans arginine qui ne doit pas présenter le virage de
I'indicateur.
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Partie Il : Expérimentation

Chapitre 1 : Materiels et méthodes

Chapitre 2 : Résultats et Discussions

1. Composition physico-chimiques des lactoserums

Résultats d’Acidité titrable

Les échantillons de lactosérum de fromage analysée dans cette étude,avec I’acidité

titrable entre le 20°D et 19°D pour les deux échantillons .révélent un lactosérum en

référence au fait que certaines laiteriésrésultent la limite d’acception des lactosérums a

18°D.L’augmentation de I’acidité est un indicateur de la qualité de conservation du

lactosérum (Cassinelloc et pereira,2001).

Important

Faire une présentation avec un commentaire des principaux résultats du tableau 5 :

Acidité Dornic, pH, Matiére seche, Lactose, Point de congélation.......

Tableau 5: composition physico-chimiques des lactosérums des deux unité de

production

Moyenne des resultats obtenus

Constituants Echantillon 1 | Echantillon 1 | Echantillon 2 | Echantillon 2
Sidi Bel Abbés | Sidi Saada | Sidi Bel Abbés | Sidi Saada

Matiére seche 6.93 6.70 6.93 6.70
(%)
Protéine (%0) 1.97 2.44 1.97 2.44
Cendre (%) 5.97 5.80 5.97 5.80
Lactose (%) 3.27 3.75 3.27 3.75
Point de -0.422 -0.398 -0.422 -0.398
congélation (°C)
Salinité (%) 0.53 0.55 0.53 0.55
pH 6.1 59 6.1 59
Acidité Dornic 20 19 20 19

(°D)
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N =3: nombre de répétition pour chague moyenn
Example :il contien 3 analyse pour chaque échantillon

Pour le lactose de Sidi belaabase :3.52+3.20+3.10/3=3.27

2. Résultats bactériologiques
2.1. Identification des isolats

Lors de cette étude j’ai identifié les souches isolées a partir de 2 échantillons de
lactosérum de fromage de lait de vache par les procédures phénotypiques
conventionnelles basées sur les tests morphologiques,physiologiques et biochimiques.

2.2. Criteres morphologiques
Test de la catalase (Présentation et commentaire insuffisants)
Le résultat de ce test a été négatif pour 17 isolats.

Nous apportons une lame stérile et ajoutons deux gouttes de H,O, puis mettons la
colonie dans H,0, et mélangeons bien.Si les bulles vertébrales signifient un catalase
positif,si il ny pas les bulles catalase(-) .

Les 17 isolats catalases négatifs et Gram positive sont étudiees.

Catalase (-) Catalase (+)

Photos 1 et 2 : test de la catalase

Examen macroscopique : La purification des souches lactiques isolées plusieurs
repiquages successifs par des stries sur milieu MRS,M17 et MSE les colonie sont
d’un aspect :
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F4,S1 :blanche petite
S2,D2,F1,C1,S8,56,S5,54 :créme petite
D1,F2,59,57,S3,C2 :créme moyenne

F3 :Créme grand lisse.

2.3. Observations macroscopique et microscopique

Les resultats de I’examen macroscopique sont illustrés dans le tableau suivant :

Chaque milieu de culture nous donne une bactérie spécifique sous une temperature
differente.

Les cultures obtenues sur les boites de pétri sont observees : par les caractéristique de
la forme, la taille, I’aspect ainsi que la couleur des colonies (Badis et al., 2006). Les

différentes colonies observées sont les suivantes :
- Colonies blanches, rondes ou plat.
- Colonies créme, rondes.

- Petites colonies blanches et grand colonie lisse.

Tableau 6: aspects macroscopiques et milieux d’isolement des souches

Code de la souche Milieu et Températures Observation
macroscopique

S1 MRS pH.6.5 |30°C Blanche petite

S2 MRS pH.6.5 |30°C Créme petite

S3 MRS pH.6.5 | 30°C Créme moyenne
S4 MRS pH.6.5 | 30°C Créme petite

S5 MRS pH.6.5 |30°C Créme petite

S6 MRS pH.6.5 | 30°C Créme petite

S7 MRS pH.6.5 | 30°C Créme moyenne
S8 MRS pH.6.5 |30°C Créme petite

S9 MRS pH.6.5 | 30°C Créme moyenne
Cl MRS pH.55 |37°C Créme petite

C2 MRS pH.5.5 |37°C Créme moyenne
F1 M17 pH.6.8 | 30°C Créme petite
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F2 M17 pH.6.8 |30°C Créme moyenne
F3 M17 pH.6.8 | 30°C Créme grand lisse
F4 M17 pH.6.8 | 30°C Créme blanche
D1 MSE pH.6.9 |30°C Créme moyenne
D2 MSE pH.6.9 | 30°C Créme petite

Photos 2 : observations macroscopiques des souches isolées

Photos 3 : observation microscopique des souches isolées
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Les résultats de cet examen sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau7 : Résultats des tests catalase, coloration de Gram et aspects
microscopiques des souches isolées

Souche | Coloration Catalase Forme Regroupement
de Gram
S1 + - coccis diplocoques
S2 + - coccis diplocoques
S3 + - coccis diplocoques
S4 + - coccis En chaine, diploides
S5 + - coccis isolées
S6 + - coccis isolées
S7 + - coccis En chaine, diploides
S8 + - coccis diploides
S9 + - coccis diploides
C1 + - coccis En chaine, diploides
C2 + - coccis En chaine, diploides
F1 + - coccis diploides
F2 + - COCCIS En chaine, diploides
F3 + - coccis En chaine, diploides
F4 + - coccis En chaine, diploides
D1 + - COCCIS diploides
D2 + - coccis diploides
+: Positif - : négatif

2.3. Criteres physiologiques et biochimiques

Un total de 17 isolats lactiques (Catalase — et Gram +) a été obtenus,toute les bactéries
lactiques sous forme de cocci.Ces isolats ont été pré-identifiés au stade du genre en se

basant sur leurs caractéristiques physiologiques et biochimiques.
2.3.1. Croissance a différentes températures
Tableau ? (température) + photo et annexe (globale)

Toutes les souches sont incapables de se multiplier a la température 45°C a I’exception
des trois souches.A 10°C, I’exception des douze souches,Par contre,la plus part de

développement des souches a température 16°C.(\Voir figure )

La plus part des souches sont thermorésistantes, nous observons une croissance sur le

bouillon MRS apres un traitement thermique pendant 30 minutes a 60°C (voir figure).
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Tableau 8 : croissance a différentes températures et thermorésistance

Souche Température (°C) Thrmorisistance

10 37 45 a 60°C pendant
30min

s1
S2
S3
sS4
S5
S6
S7
S8
S9
C1
C2
F1
F2
F3
F4
D1
D2

1
+
1

|+ [+ [+ +]+]

+ 4+
+ 4+

+

[ |||+
1
1

+

10°C 37°C 45°C

Photos 3 : Résultat du test de croissance a différentes températures
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Photos 4 :Résultat du test de thermorésistance

2.3.2. Croissance a différents pH (5 et 9.6)
Tableau ? (pH) + photo et annexe (globale)
Une croissance de la plus part des souches sur le bouillon MRS a des pH 5 a été

remarquée a I’exception de dix souches .Par contre ,seulement sept souches de

bactéries lactiques possédent la capacité de croitre a un pH 9.6. (voir figure).

Photo 4 : Résultat du test de croissance a différentes pH

Tableau8 : croissance a différents pH
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Souche H

S1 -

S2 - -

S4

S5

S6

+|+]
+I

S7

S8

+ 1
+ 1

S9

Cl

+ 1

C2

F1

+ 1

F2

F3

F4

D1

A

++ |+

D2

2.3.3. Croissance en presence de NaCl et type fermentaire

La plus part des souches isolées la capacité de croitre sur le bouillon MRS avec une
concentration de NaCl de 4 et 6.5% ,les souches (F2,F3 a 4%) et les souches
(S1,52,S3,54,S5,56,57,S8 ,59,C1,C2,F1,F4,D1,D2).(voir figure )

Ce test permet de classer les bactéries en hétérofermentaire ou homofermentaire,
les résultats obtenus indiquent, qu’apres 24 heures d’incubation dans des tubes

contenant la cloche de Durham.

Seize souches sont homofermentaires, une seule souche est hétérofermentaire ou il

y a un dégagement de gaz. (voir figure ).
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Photos 6: Résultat du test de croissance dans le milieu hypersalé
a 6.5% et 4% de NaCl des souches lactiques.

Photo : Résultat du test de profil fermentaire

Tableau 9 : caractéres physiologiques des souches isolées

Souche Croissance en | Le type

présence de NaCl | fermentaire

(%)

4 6.5

S1 + - Homofermentaire
S2 + - Homofermentaire
S3 + - Homofermentaire
S4 + - Homofermentaire
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S5 + - Homofermentaire
S6 + - Homofermentaire
S7 + - Homofermentaire
S8 + - Homofermentaire
S9 + - Homofermentaire
C1 + - Homofermentaire
C2 + - Homofermentaire
F1 + - Hétérofermentaire
F2 - + Homofermentaire
F3 - + Homofermentaire
F4 + - Homofermentaire
D1 + - Homofermentaire
D2 + - Homofermentaire

2.3.4. Croissance sur Lait de Sherman

Les résultats obtenus apres 24h dans un lait ecremé stérilisé contenant le bleu de
méthylene a 1% et 3%,ont montré que les souches
S3,54,56,57,58,59,C1,C2,F3,F4,D1,D2,s0nt capable de croitre a la présence du bleu
de meéthylene 1% a I’exception de S1,S2,S5,F1,F2.

Et le résultat pour le lait de sherman 3% les souches S3,59,C2,F3 ,F4 sont capables de
pousser.Et les souches S1,52,54,S5,56,S7 ,S8,C1,F1,F2, D1 et D2 sont incapable de

pousser a la présence du bleu de méthyléne 3%.

Photos 8: résultats de croissance pour lait Sherman de 1% et 3%
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2.3.5. Production d’acétoine

Les résultats positifs se manifestent par la présence d’un complexe rouge qui

détecte la production des ferments aromatisants.

On trouve que les souches S5, S6, S7, S9, C2, F1, F2, F3, F4 et D2 sont capables
de produire I’acétoine. lls sont acetoines positives, les autres souches étaient

négatives. (voir la figure ).

Photo 9: résultat de la production d’acétoine sur milieu Clark et Lubs

2.3.6. Croissance sur le milieu de I’arginine dihydrolase (ADH)

Les souches S3, F1, F2, F3 et F4 sont capables de dégrader I’arginine et avec la

libération d’ammoniac.
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Photo 10: résultats de I’arginine dihydrolase (ADH)

Tableau 10 : caractéres biochimiques des souches isolées

Souches ADH Production Lait de sherman
d’acétoine
1% 3%

S1 - -

S2 - -

S3 +

1
++]
+

s4 -

S5 -

S6 -

++ |+

S7 -

S8 -

+ |

S9 -

Cl

|+ [+ ]+
1

C2

F1

F2

F3

+ 4|+
+ 4|+ ]
+|+]

F4

+ 4|+

D1

D2 - +

+

(+) : résultat positif (-) : résultat négatif

2.3.7. Test de fermentation des sucres
Tableau 11 : profil fermrentaire des souches isolées.

L’identification de I’espéce bactérienne des souches isolées a été réaliée par I’étude
de profil fermentaire des sucres. Les souches étudient ont montrées de préférences

pour les sucres suivant :
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Souches

GAL

FRU

ARA

MAM

LAC

SACHA

S1

S2

S3

S4

S5

+ 4|+ |+ ]+

+ 4|+ |+ ]+

S6

S7

S8

<<

++ |+

+ 4|+

S9

C1

< 1

+ 1

+ 1

C2

F1

F2

F3

F4

+|<|+ |+

<|+|<|+]|"

+ 4+ |+

D1

||+ |+ |+ ][+ [+ || F|+ |+ |+ |+ [+]+

D2

+lH <+ <+ ][+ ][+ +H]|+]|+]

|||+ ||+

+

+lH |+ |+ <<l H <] H|FH|FH|FH |+ |+ +H]+

4+ <<+

+ :réaction positive ; - :réaction négative ; V :réaction variable
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Conclusion :

A partir des 2 échantillons,de lactosérum de fromage de lait de vache provenant de la région de la
wilaya de Relizane et de wilaya de Sidi belaabase,nous avons isolées 17 souches .Apres
isolement,purification de la pureté et la caractérisation des souches lactiques.

Les résultats obtenus lors de notre étude montrent que la charge de la thermophile est trés élevée
dans les deux échantillons de lactosérum de fromage.

Selon les tests classique d’identification des bactéries lactiques réalisées,nous avons identifié dix sept
souches,trois appartiennent au genre :streptococcus thermophilus.(S1,F2,F3),deux souches
appartiennent au genre Enterococcus ssp(F4,59),deuxsouches appartient au genre
Leuconostoc.(D1,D2),trois souches appartient au genre Lactococcus.(C1,C2,F1)et sept souches
appartiennent au genre :Pediococcus.(S2,53,54,55,56,57,58).
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Annexes :
Annexel :Composition de solution de titrage

> Eau physiologie 9 /ml:
EQU diStill@.....veeeeieieice ettt et st 1000ml

Annexe2 :Composition des milieux de cultures(g/l)

=  Milieux solides
< Milieu MRS(de Man Rogosa et Sharpe,1960)

EXtrait de LEVUIE.....ccocee ettt 5g
Extrait de Viande......ccoceiece e 5g
PEPLONE. ...ttt e e e 10g
Acétate de sOdiUM.......cuceeeiceeceee e e s 5g
Citrate de SOdiUML.. .o 2g

[ (U]l 1Y =TT 20g
KH2POA......oeeeee ettt ettt s 2g
Y= @ OSSR 0.1g
IMINSOA...... ettt s e e et e e e aes 0.05g
FAY= - | RO O O S OO S TP OUPPPRPO 20g
TWEENSBO......ueiereire ettt et er s bbb s e Iml
EQU diStill@@....eeeeice e 1000ml
pH=6.5

PH=5.5 a37°C
Autoclavage :110°C/20min
< Milieu M-17

VL7 ettt sttt s et e s e vbe e sareenan 27.5g
AZIAE N et e 0.03g
EQU diStill€@...cveiee ettt e 500ml

pH=7.0 3 37°C



Autoclavage :110°C pendant 20min.
% Milieu MSE :

TEYPIONC... ettt et e 5g
GelatiNe.. oo 1.25¢g
Extrait de IeVUre... ..o 50g
SACCNAIOSE. ...ttt st e 2.5¢
GlUCOSE ..ottt 0.5g
Citrate de sodiUM.....cccc e e 0.5g
Azide de SOdiUM... .o e 0.03g
ABAI-38AN .. ceeeiieinreeeeriesnrectesee e et eseieesteseaeeesaesnsaeaens 7.5
Eau distillée g.5.P.uveeeeeeeeeeee ettt 500ml

pH= a37°C

Autoclavage :110°C pendant 20 min
= Milieu liquide :
% MRS-Bouillon :

LI 82 ) (o ] o L= 1.25g
(=Y o) o] g LI o ] - R 1.25g
LG (U] o 1Y =T USRSt 10g
K2ZHPOA......oeieete ettt ettt et e 1g
Peptone Viande........eceee ettt s 1.25g
PePtoNe CasEiNe.......ccceceeeerectecieeee ettt et et 1.25g
Extrait de Viande......oco e ce e 4g
EXErait de I@VUIE....c et s 2g
TWEEN8O0.....c ettt sttt st s e s e 0.5ml
Acetat de Na....oo s s 2.5¢
Citrate d’ammoONiUMe........cccueieirieieeeeee e 1g

1Y F<{Yo 7 SRS 0.1g

1Y Y o SRS 0.025g



AZIide dE Na...ooioeiceeece ettt sttt 0.03g
EQU diStillé g.5.Preeireeececee ettt et 500ml
pH=6.5
pH=5.5

% Milieu M-17 :

ML L7 et e et e 18.62g
AZIAE N et 0.03g
- [ 0 11 =TS 2.5g
pH=7

% Clark et Lubs
Peptone trypsique ou poly peptone.........cccceueueuene 5g
GlUCOSE ..ottt st e e s 5g
Phosphate dipotassique.......cccceeeeeeeieiniieenece e, S5g
Eau distillée q.5.P...c.ceeeeeeeteee et 1000 ml
pH=6,8

< Milieu MRS —BCP (kihel, 1996) :Utilisé pour I'étude du profil fermentaire.

Composition en g/l

Les ingrédients Composition
EXtrait de I@VUIE. ..o e 10g
Extrait de Viande......cccove e ce et 5g
PEPONE ..ottt sttt st sttt e s sa e e s Im
Citrate de SOdiUM.....ccccuicieiriecece e e s 2g
Acétate de SOAIUM.......c.ucieeeciieee e et e 1g
Sulfate de MaNGANESE.......ccvveieireeeceee e et 0.05g

Phosphate potassiQUE........cceceeererieieeerieeeeiercse e se e s 2g



BEQU diSTIll€@..cevieeceiieieeeee et v s 1000ml

Bromocresol POUIPIE.... ittt et e e e 0.05g/I
Pourpre de bromocresol a 0.05g/I :indicateur pH
pH=6.8
= Les colorants
Violet de gentiane au cristal

Violet de gentian ...ttt 10g(ou 5g)
PRENOL......eeeeitee ettt e ettt 20g
Ethanol @ 0.95. ..ot erea s 100 cm3
EQU diSTll€....u ittt e 1dm3

Les 3 premiers composants sont dans un premier temps dissous ensemble d’eau est ajoutée

ensuite.

+ Lugol
T o =TSR 5g
[0 dure de PotasSiUM.......cceceiereeeeeiet et st 10g
EQU diStillE@ gSP..eriririrririceie ettt et et 1g

** Fuchsine de Ziehl

FUChSING DASIQUE...ceeetieeieiee ettt e st st sre s s s easaerans 10g

PRENOL..... ettt ettt et et et e e s e b et aaeenas 50g
Ethanol @ 0.5ttt s et e s e 10cm3
EQU diStill€@...neieiieeceee e e e 1dm3

Tableau globale sur les testes physiologiques et biochimiques :

Souche | Acétoin | Lait de ADH | Thermorésistanc | Type NacCl pH | Température
e sharman e a 60°C pendant | fermentair
30 min e
1% | 3% 4 |65 |5/9|10 |37 |45
% | % e ° °
6
S1 - - - - - Homoferm- | + | - +| -] - - +
entaire
S2 - - - - - Homoferm- | + | - N I




entaire

S3

Homoferm-
entaire

sS4

Homoferm-
entaire

S5

Homoferm-
entaire

S6

Homoferm-
entaire

S7

Homoferm-
entaire

S8

Homoferm-
entaire

S9

Homoferm-
entaire

C1

homoferm
entaire

C2

Homoferm-
entaire

F1

Hétérofer-
mentaire

F2

Homoferm-
entaire

F3

Homoferm-
entaire

F4

Homoferm-
entaire

D1

Homoferm-
entaire

D2

Homoferm-
entaire
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