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Résumeé

Cette étude porte sur la caractérisation des aptitudes technologiques de souches
de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis isolées a partir de produits laitiers locaux, dans le
but d’évaluer leur potentiel d’utilisation dans la fabrication des produits laitiers fermentés.
Apres I’isolement et I’identification des souches, plusieurs aptitudes technologiques ont été
étudiées, notamment la thermorésistance a 63,5 °C pendant 30 minutes, la croissance a 15
°C et 45 °C, la tolérance aux variations de pH 4,5 et 9,6, ainsi qu’aux concentrations de NaCl
a4 % et 6,5 %. Les activités acidifiante, protéolytique, le type fermentaire et la production de
composés aromatiques ont également été eévalués. Les résultats obtenus ont montré une bonne
adaptation des souches aux différentes conditions technologiques testées. Une activité
acidifiante importante, caractérisée par une diminution du pH et une augmentation de I’acidité
Dornic, ainsi qu’une activité protéolytique satisfaisante ont été observées. Les souches
étudiées ont également présenté un profil homofermentaire et certaines ont produit des
composés aromatiques. Afin de valoriser ces aptitudes technologiques, un essai de fabrication
de yaourt a été réalisé en association avec Streptococcus thermophilus. Le produit obtenu a
présenté une bonne coagulation, une texture homogene et une bonne acceptabilité sensorielle.
Ces résultats confirment que Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis constitue une culture
d’intérét technologique prometteuse pour le développement et I’amélioration des produits

laitiers fermentés.

Mots-clés : Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ; bactéries lactiques ; aptitudes
technologiques ; thermorésistance ; pH ; NaCl ; activité acidifiante ; activité protéolytique ;

yaourt.



Abstract

This study aimed to characterize the technological properties of Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis strains isolated from local dairy products in order to evaluate their
potential use in the manufacture of fermented dairy products. After isolation and
identification, several technological properties were evaluated, including heat resistance
at 63.5°C for 30 min, growth at 15°C and 45°C, tolerance to pH 4.5and 9.6, tolerance
to 4% and 6.5% NaCl, acidifying activity, proteolytic activity, fermentation type, and aroma
compound production. The results showed that the studied strains adapted well to the tested
technological conditions. They exhibited significant acidifying activity, reflected by a
decrease in pH and an increase in Dornic acidity, as well as satisfactory proteolytic activity.
The strains also showed a homofermentative profile, and some produced aromatic
compounds. A yogurt-making trial was carried out in association with Streptococcus
thermophilus. The resulting yogurt showed good coagulation, a homogeneous texture, and
good sensory acceptability. These findings indicate that Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis is a promising technological starter culture for the development and

improvement of fermented dairy products.

Keywords: Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis; lactic acid bacteria; technological

properties; heat resistance; pH; NaCl; acidifying activity; proteolytic activity; yogurt.
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Introduction

Les bactéries lactiques (BL) constituent un groupe de micro-organismes essentiels
dans I’industrie agroalimentaire, en particulier dans la transformation des produits laitiers

fermentés.

Leur importance repose principalement sur leur capacité a fermenter les sucres en
acide lactique, entrainant une diminution du pH qui contribue a la conservation des aliments
en inhibant la croissance des micro-organismes indésirables et pathogénes. En plus de leur
role dans la sécurité microbiologique, les bactéries lactiques participent activement au
développement des caractéristiques organoleptiques des produits laitiers, notamment le godt,
I’arome et la texture, grace a la production de divers métabolites et composés aromatiques

(Marco et al., 2017).

Parmi les especes les plus impliquées dans les fermentations laitiéres, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis occupe une place importante en raison de ses propriétés thermophiles
et de sa forte activité fermentaire. Cette espece est couramment utilisée dans la fabrication du
yaourt en association avec Streptococcus thermophilus. Elle se caractérise par sa capacité a
acidifier rapidement le lait a des températures élevées, contribuant ainsi a la coagulation des
protéines, au développement de la texture et a ’amélioration des qualités sensorielles des

produits fermentés (Ayivi & Ibrahim, 2022)

Dans un contexte local, I’étude des souches issues de produits laitiers traditionnels
présente un intérét particulier. En effet, ces produits sont souvent caractérisés par une
microflore indigene diversifiée, résultant de conditions de production artisanales et
d’environnements spécifiques. Contrairement aux ferments industriels standardisés, les
souches locales peuvent présenter des propriétés technologiques uniques, notamment en
termes d’adaptation, de profils fermentaires et de production de composés aromatiques.
L’exploration de cette biodiversité microbienne permet ainsi de valoriser les ressources
locales et d’identifier des souches présentant un potentiel intéressant pour des applications

industrielles.

L’objectif de cette synthése bibliographique est de présenter et d’analyser les
connaissances scientifiques disponibles relatives aux bactéries lactiques impliquées dans les
produits laitiers, en mettant 1’accent sur Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. Elle vise

également a résumer les méthodes utilisées pour I’identification et la caractérisation des



aptitudes technologiques de ces micro-organismes, ainsi que les principaux résultats rapportés

dans la littérature scientifique concernant leurs propriétés fonctionnelles.



Partie 1. Etude bibliographique



Chapitre 01. Généralités sur les bactéries
lactiques et les produits laitiers locaux.



Chapitre 01. Généralités sur les bactéries lactiques et les produits laitiers locaux

1. Les bactéries lactiques (BL)
1.1. Classification et identification des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques constituent un groupe phylogénétique hétérogéne de micro-
organismes Gram positifs, non sporulés, catalase négatifs et capables de produire de 1’acide

lactiqgue comme principal produit de fermentation des glucides (figure 01).

Historiquement regroupées dans le genre Lactobacillus, les avancées en génomique
ont conduit a une révision taxonomique majeure basée sur des analyses phylogénomiques.
Cette reclassification a permis de diviser 1’ancien genre Lactobacillus en plusieurs genres
distincts, mieux définis sur le plan génetique, reflétant ainsi leur diversité évolutive et

écologique (Zheng et al., 2020).

L’identification des bactéries lactiques repose sur une approche polyphasique
combinant des méthodes phénotypiques, biochimiques et moléculaires. Les caractéristiques
morphologiques incluent la forme cellulaire (bacilles ou cocci) et ’agencement des cellules,
tandis que les tests physiologiques portent sur la capacité de croissance, la fermentation des

sucres, la tolérance au pH, a la température et a la concentration en sel.

Toutefois, ces méthodes phénotypiques présentent des limites en raison de la similarité
des profils entre espéces proches, rendant leur discrimination parfois difficile (Fadrique et
al., 2018).

Les méthodes moléculaires sont aujourd’hui essentielles pour une identification fiable
et précise. L’analyse de la séquence du geéne codant pour I’ARNr 16S constitue une méthode
de référence permettant une identification au niveau du genre et, dans certains cas, de

I’espece.

Des techniques complémentaires telles que la PCR spécifique, le séquencage
génomique complet (WGS) et la spectrométrie de masse MALDI-TOF permettent une
caractérisation plus fine des souches et une meilleure compréhension de leur diversité

génétique (Duar et al., 2017).



Chapitre 01. Géneralités sur les bactéries lactiques et les produits laitiers locaux
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L. plantarum DL

Figure 1. Classification des bactéries lactiques selon leur morphologie et leur type de
fermentation (Atlan et al., 2008)

1.2. Habitat et diversité dans les produits laitiers

Les bactéries lactiques sont largement distribuées dans les environnements naturels,
notamment dans les produits alimentaires fermentés, les surfaces végeétales et les microbiotes
animaux. Dans les produits laitiers, elles jouent un réle central en tant que flore naturelle ou

cultures starters utilisées dans les procédés de fermentation.

Elles proviennent principalement du lait cru, de I’environnement de transformation
ainsi que des équipements utilisés, ce qui influence leur présence et leur diversité dans les
produits finis (Settanni & Moschetti, 2016).

La diversité des bactéries lactiques dans les produits laitiers dépend de plusieurs
facteurs, notamment [’origine géographique, les conditions hygiéniques, les pratiques

technologiques et les conditions de stockage.

Les genres les plus fréquemment rencontrés incluent Lactococcus, Lactobacillus,

Leuconostoc et Streptococcus, qui participent activement aux processus fermentaires.



Chapitre 01. Généralités sur les bactéries lactiques et les produits laitiers locaux

Cette diversité microbienne contribue au développement des propriétés organoleptiques telles
que la texture, I’ardbme et la saveur des produits laitiers fermentés, tout en assurant leur
stabilité microbiologique (Holzapfel & Wood, 2019)

2. Les produits laitiers locaux/traditionnels

2.1. Types de produits (lait cru, Jben, Smen, Leben, etc.)

Les produits laitiers traditionnels occupent une place importante dans les habitudes

alimentaires de nombreuses régions, notamment en Afrique du Nord.

Parmi ces produits, le lait cru constitue la matiére premiére principale, souvent

consommé directement ou transformé de maniere artisanale sans traitement thermique.

Le lait cru est caractérise par une flore microbienne diversifiée issue de
I’environnement, de 1’animal et des conditions de traite, ce qui influence directement sa

qualité microbiologique et sa stabilité.

Les produits dérivés tels que le leben (lait fermenté) , le Jben (fromage frais
traditionnel) et le Smen (beurre fermenté et affiné) résultent de procédés de fermentation

spontanée ou contr6lée impliquant principalement les bactéries lactiques.

Le leben est obtenu par fermentation naturelle du lait, entrainant une acidification due
a la production d’acide lactique. Le Jben est un fromage frais issu de la coagulation du lait,
généralement par acidification ou action enzymatique, tandis que le Smen est un produit
lipidique fermenté caractérisé par des transformations biochimiques complexes impliquant

des microorganismes et des enzymes endogenes (Tamime, 2017).

2.2. Importance socio-économique et culturelle

Les produits laitiers traditionnels jouent un réle socio-économique et culturel majeur
dans les sociétés rurales et urbaines. Ils représentent non seulement une source importante de
nutriments essentiels tels que les protéines, les lipides, les vitamines et les minéraux, mais
également une composante du patrimoine alimentaire local. Leur production est souvent liee a
des savoir-faire traditionnels transmis de génération en génération, contribuant ainsi a la

préservation des pratiques culturelles.

Sur le plan économique, la production artisanale de ces produits constitue une source
de revenus pour de nombreux producteurs locaux. Elle favorise également 1’autonomie

alimentaire et la valorisation des ressources locales.
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Par ailleurs, ces produits bénéficient d’'une demande croissante en raison de leur
authenticité, de leurs caractéristiques organoleptiques spécifiques et de leur association a des

modes de production naturels (Bintsis, 2018).
2.3. Microflore indigéne associée aux produits laitiers traditionnels

La microflore indigene des produits laitiers traditionnels est caractérisée par une
grande diversité de micro-organismes, principalement dominée par les bactéries lactiques.
Cette microflore provient du lait cru, de ’environnement de transformation et des conditions

de fabrication artisanales.

Contrairement aux produits industriels, ces produits ne subissent généralement pas de
standardisation microbienne, ce qui favorise le développement de communautés microbiennes

complexes et spécifiques a chaque région.

Les genres les plus fréquemment rencontrés incluent Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc et Enterococcus. Ces micro-organismes participent activement aux processus de
fermentation en produisant de [D’acide lactique, des composés aromatiques et des

exopolysaccharides.

Cette microflore indigene joue un rdle essentiel dans le développement des
caractéristiques sensorielles, la texture et la conservation des produits (Settanni & Moschetti,
2016 ; Leroy & De Vuyst, 2018).
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1.Caractérisation spécifique du Lactobacillus delbrueckii

1.1. Caractéristiques

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis est une bactérie lactique thermophile largement
utilisée dans les fermentations laitiéres, notamment dans la production de yaourt en

association avec Streptococcus thermophilus.

Cette espéce se caractérise par une croissance optimale a des températures
relativement élevées (environ 42-45°C), ce qui la rend particulierement adaptée aux procédés
industriels de fermentation du lait. Elle posséde également une forte capacité a fermenter le

lactose, principal sucre du lait, en acide lactique.

Sur le plan technologique, cette bactérie présente des aptitudes essentielles telles que
I’acidification rapide du milieu et la production de métabolites contribuant a la coagulation du

lait.

Son activité synergique avec d’autres bactéries lactiques permet d’améliorer la texture,

la stabilité et les propriétés sensorielles des produits fermentés.

Ces caracteéristiques font de L. delbrueckii une souche clé dans les cultures starters

utilisées en industrie laitiére (Hutkins, 2018).

1.2. Aptitudes technologiques spécifiques

1.2.1. Aptitude a ’acidification

L’aptitude a Dacidification constitue 1’'une des propriétés technologiques les plus
importantes des bactéries lactiques. Elle correspond a la capacité des souches a fermenter les

sucres, principalement le lactose, pour produire de 1’acide lactique .

Cette production entraine une diminution progressive du pH du milieu, favorisant ainsi

la coagulation des proteines du lait, notamment la caséine.

La cinétique d’acidification varie selon la souche et dépend de plusieurs facteurs tels
que la température, la composition du milieu et la disponibilité des nutriments. Une
acidification rapide est particulierement recherchée dans I’industrie laitiere, car elle permet de
limiter le développement de micro-organismes indésirables tout en assurant une

transformation efficace du lait.
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En plus de I’acide lactique, certaines bactéries lactiques peuvent produire d’autres
acides organiques, contribuant a la complexité du profil acide des produits fermentés (FAO,
2016) .

1.2.2. Aptitude protéolytique

L’aptitude protéolytique des bactéries lactiques correspond a leur capacité a
hydrolyser les protéines du lait, en particulier la caséine, grace a des enzymes proteolytiques
spécifiques. Ce processus joue un réle essentiel dans la maturation des produits laitiers
fermentés et fromagers, en libérant des peptides et des acides aminés qui contribuent au
développement des ardbmes.

Chez certaines souches, cette activité est relativement limitée mais suffisante pour
compléter I’action des enzymes coagulantes. Les peptides issus de la protéolyse peuvent
également servir de précurseurs pour la formation de composés aromatiques volatils. Ainsi,
’activité protéolytique participe directement a 1’amélioration des propriétés sensorielles des

produits laitiers, notamment le goit et I’odeur (Bintsis, 2018).
1.2.3. Aptitude lipolytique

L’aptitude lipolytique désigne la capacité des bactéries lactiques a hydrolyser les
lipides présents dans le lait, en particulier les triglycérides, par 1’action d’enzymes
lipolytiques. Bien que cette activité soit généralement faible chez les bactéries lactiques, elle
joue néanmoins un rdéle important dans le développement des caractéristiques aromatiques des
produits fermentés. Les acides gras libres issus de la lipolyse peuvent étre transformés en

composés volatils responsables de notes gustatives spécifiques.

Dans certains fromages, cette activité contribue a la complexité aromatique et a

I’amélioration de la qualité sensorielle globale.

Toutefois, une lipolyse excessive peut entrainer des défauts de godt, ce qui nécessite

un contréle précis des souches utilisées (Hutkins, 2018).
1.2.4. Production de composeés d’aromes et de texture

Les bactéries lactiques produisent divers composés impliqués dans le développement
des ardbmes et de la texture des produits laitiers fermentés. Parmi ces composés figurent le
diacétyle et I’acétaldéhyde, qui contribuent respectivement aux notes beurrées et fraiches

caractéristiques de certains produits comme le yaourt.
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En outre, certaines souches sont capables de produire des exopolysaccharides (EPS),

qui améliorent la viscosite, la texture et la stabilité des produits fermentés. Les EPS jouent un
role important dans 1’augmentation de la rétention d’eau et la réduction de la synérése, ce qui

améliore la qualité globale des produits laitiers.

Ces propriétés sont particulierement recherchées dans le développement de produits a

texture onctueuse et stable (Marco et al., 2017).

1.2.5. Aptitude a la bioprotection et activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques posseédent également des propriétés antimicrobiennes qui leur
conféerent un réle important dans la bioprotection des aliments. Elles sont capables de produire
des substances inhibitrices telles que les bactériocines, le peroxyde d’hydrogéne et certains

acides organiques.

Ces composés permettent d’inhiber la croissance de micro-organismes pathogénes ou
d’altération. Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens capables d’agir contre des
bactéries étroitement liées ou d’autres espéces indésirables. Cette activité contribue a
améliorer la sécurité microbiologique des produits laitiers et a prolonger leur durée de
conservation. Ainsi, I'utilisation de bactéries lactiques dans les fermentations alimentaires
constitue une stratégie naturelle de bioconservation largement reconnue dans I’industrie

agroalimentaire (FAO, 2016).
1.2.6Bioprotection et activité antimicrobienne

Outre leur rdle technologique, les BAL possedent des propriétés antimicrobiennes qui
leur conferent une fonction de bioprotection dans les aliments. Elles produisent des substances
inhibitrices telles que les bactériocines, le peroxyde d’hydrogeéne et certains acides

organiques.

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens capables d’agir contre des bactéries
étroitement liees ou contre des especes pathogenes, contribuant ainsi a la sécurité

microbiologique des produits laitiers.

Le peroxyde d’hydrogene et les acides organiques, quant a eux, modifient
I’environnement en réduisant le pH et en créant des conditions défavorables a la croissance

des microorganismes indésirables.

Cette activité antimicrobienne permet non seulement de prolonger la durée de
conservation des produits, mais aussi de réduire le recours aux additifs chimiques, répondant
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ainsi a une demande croissante pour des aliments plus naturels et plus sirs (FAO, 2016).

L’utilisation des BL dans les fermentations alimentaires constitue donc une stratégie de

bioconservation largement reconnue dans 1’industrie agroalimentaire.
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1. Objectif de I’étude

Cette ¢étude a pour objectif I’isolement, I’identification et la caractérisation des aptitudes
technologiques de souches de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis isolées a partir de
produits laitiers locaux. Les isolats obtenus ont été soumis a différents tests morphologiques,
physiologiques, biochimiques et technologiques afin d’évaluer leur potentiel d’utilisation dans
la fabrication des produits laitiers fermentés.

¢ Présentation de lieu de travail

Cette étude a été réalisée au niveau du Laboratoire des Sciences et Techniques de
Production Animale (LSTPA), situé au sein de 1’exploitation agricole de Hassi Mameéche,
affiliée a I’Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem. L.’ensemble des manipulations
expérimentales a été effectué dans des conditions aseptiques afin d’éviter toute contamination
microbiologique.

2. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est un lait fermenté traditionnel élaboré a
partir de lait de brebis de race Hamra, collecté dans la wilaya de Naama. L’échantillion a été
fourni par le responsable de laboratoire LSTPA, Dr DAHOU A. et conservé a 4 °C jusqu’a

ses analyses physicochimiques et microbiologiques.

3. Analyses physicochimiques

3.1. Analyse par Lactoscan
Les paramétres physicochimiques de I’échantillon étudié¢ ont été déterminés a 1’aide
d’un appareil Lactoscan (Figure 04). Cette analyse a permis de mesurer différents parameétres,
notamment la matiére grasse, les protéines, le lactose, I’extrait sec ainsi que d’autres
caractéristiques physicochimiques du lait étudié.
3.2. Determination du pH
Le pH de I’échantillon a été mesuré a 1’aide d’un pH-metre préalablement étalonné. La

mesure a été réalisée directement sur 1’échantillon a température ambiante (Guiraud, 2003).

3.3. Détermination de I’acidité titrable
L’acidité titrable a été déterminée par titration a I’aide d’une solution de NaOH en
présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré. Les résultats ont été exprimés en
degrés Dornic (°D) (Alais, 1984 ; Guiraud, 2003)
3.4. Test de lactofermentation
Le test de lactofermentation a été realisé dans des tubes contenant environ 5 mL de lait

stérile. Aprés ensemencement, les tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 heures.
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Aprés incubation, les tubes ont été observés afin d’évaluer la capacité fermentaire des

bactéries présentes dans 1’échantillons étudiés.

La formation d’un coagulum ainsi que I’aspect du gel obtenu ont été pris en
considération.

Un gel homogeéne et lisse a été considéré comme un résultat positif traduisant une
bonne activité fermentaire. (Tamime & Robinson, 2019).
4. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques ont été réalisées afin d’évaluer la qualité hygiénique et
la stabilité du lait fermenté. Elles reposent sur la méthode des dilutions décimales successives

et sur I'utilisation de milieux sélectifs adaptés, conformément aux normes internationales
(1SO 7218:2007 ; 1SO 6887-1:2017 ; 1SO 4833-1:2013).
4.1.  Préparation des dilutions décimales
Une prise d’essai de 1 mL de 1’échantillon a été introduite aseptiquement dans 9 mL
d’eau physiologique stérile (NaCl a 0,9 %), correspondant a la dilution 107'. Apres
homogénéisation, les dilutions ont été poursuivies jusqu’a 107% conformément aux
recommandations de I’ISO 6887-1:2017.
4.2. Technique d’ensemencement
Un volume de 0,1 mL de chaque dilution a été ensemencé en surface sur les milieux
PCA, MRS et M17, a I’aide d’un rateau stérile confectionné a partir d’une pipette Pasteur. Les
boites de Pétri ont été incubées a 37 °C pendant 48 heures, selon les prescriptions de I’'ISO
7218:2007.
e Milieu PCA - Flore totale
Le milieu PCA (Plate Count Agar) a été utilisé pour le dénombrement de la flore totale
en aérobiose et en anaérobiose, permettant d’évaluer la qualité microbiologique globale du
produit (Guiraud, 2003).
e Milieu MRS — Bactéries lactiques
Le milieu MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) a été employé pour favoriser le
développement des bactéries lactiques en conditions d’anaérobiose.
L’anaérobiose a été obtenue par la méthode de la bougie dans une enceinte hermétique
(Holzapfel & Wood, 2018).
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e Milieu M17 — Streptocoques lactiques
Le milieu M17 a été utilisé en conditions d’aérobiose afin de favoriser la croissance
des streptocoques lactiques présents dans 1’échantillon (Guiraud, 2003).
4.3. Incubation et dénombrement
Aprés incubation, les colonies developpées sur les boites présentant un nombre
exploitable ont été dénombrees selon la méthode de I’TSO 4833-1:2013 (figure 02).

Les résultats ont été exprimés en unites formant colonies (UFC/g).
, ——

Figure 02. Analyses microbiologiques

5. ldentification des isolats

Aprés incubation des boites de culture, des colonies présentant des morphologies
différentes ont été sélectionnées pour les analyses microbiologiques. Les colonies isolées ont
été soumises a plusieurs tests d’identification microbiologique.

5.1. Test de catalase

Le test de la catalase a été réalisé par addition d’une goutte de peroxyde d’hydrogene
(H202) sur une colonie bactérienne fraiche. L’absence de formation de bulles a été considérée
comme une réaction négative caractéristique des bactéries lactiques (Bourgeois & Larpent,
2017) (Figure 03).

Figure 03. Test de catalase (photo originale)
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5.2. Coloration de Gram
La coloration de Gram a été réalisée afin d’observer la morphologie bactérienne et la
réaction au Gram. Un frottis bactérien a été préparé sur une lame propre puis fixé a la chaleur
avant coloration successive au violet de gentiane, au lugol, a I’alcool puis a la fuchsine.
L’observation microscopique (bacille ou coque) a permis de déterminer la forme des
bactéries ainsi que leur caractére Gram positif ou Gram négatif (Benson, 2015) (Figure 04).

P SRR (R

1 g .

Figure 04. Coloration du Gram (photo originale)
6. Conservation des isolats
Aprés identification microbiologique, les isolats sélectionnés ont été conservés dans
des tubes Eppendorf contenant du glycérol (Figure 05) afin d’assurer leur maintien et leur
utilisation ultérieure dans les différents tests des aptitudes technologiques.
Les isolats conservés ont ensuite été repiqués sur milieu MRS en boites de Pétri avant

la réalisation des différents tests technologiques (Guiraud, 2003 ; Holzapfel & Wood, 2018).

Figure 05. Conservation des isolats (photo originale)
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7. Caractérisation des aptitudes technologiques
Les isolats sélectionnés ont été soumis a différents tests technologiques afin d’évaluer
leurs capacités d’adaptation a différentes conditions de culture ainsi que leur potentiel
d’utilisation dans les fermentations laiticres.
7.1. Test de thermorésistance
La thermorésistance des souches a été évaluee dans des tubes contenant environ 10 mL
de bouillon MRS inoculé par les isolats sélectionnés. Les tubes ont été soumis a une

température de 63,5 °C pendant 30 minutes, puis incubés a 37 °C afin d’observer la reprise

éventuelle de la croissance bactérienne (Carr et al., 2002) (Figure 06).

| WEr—

Figure 06. Test de thermorésistance (photo originale)

7.2. Croissance a différentes températures
La capacité des souches a croitre a différentes températures a été étudiée dans du
milieu MRS incubé a 15 °C et 45 °C. Apres incubation, la croissance bactérienne a été
évaluée par observation du trouble du milieu (Leroy & De Vuyst, 2020).
7.3. Tolérance au NaCl
La tolérance des souches au NaCl a été étudiée dans des milieux MRS contenant
respectivement 4 % et 6,5 % de NaCl. Aprés incubation a 37 °C, les tubes ont été observés
afin d’évaluer la croissance bactérienne des isolats (Carr et al., 2002).
7.4. Tolérance au pH
La tolérance des souches aux variations du pH a été étudiée dans des milieux MRS
ajustés a pH 4,5 et pH 9,6. Aprés incubation a 37 °C, la croissance bactérienne a été observée

visuellement (Puniya et al., 2016).
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7.5. Détermination du type fermentaire
Le type fermentaire des souches a été étudié¢ sur milieu Clark a 1’aide de cloches de

Durham afin de mettre en évidence une éventuelle production de gaz apreés incubation a 37 °C
pendant 24 a 48 heures (Holzapfel & Wood, 2018).
7.6. Détermination du profil aromatique
Le profil aromatique des souches a été évalué par addition de quelques gouttes des
réactifs VP1 et VP2 aprés incubation des cultures bactériennes afin de révéler la production
de composés aromatique
7.7. Activité proteolytique
L’activité protéolytique des souches a été étudiée sur un milieu contenant de la caséine
afin d’évaluer la capacité des isolats a hydrolyser les protéines du lait. Des puits ont été
réalisés a la surface du milieu de culture puis inoculés par les souches sélectionnées (Figure
07). Les boites ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 a 48 heures.
Aprés incubation, les boites ont été observées afin de mettre en évidence la présence
éventuelle de zones claires autour des puits traduisant une hydrolyse de la caséine
(Khemariya et al., 2017 ; Leroy & De Vuyst, 2020).

Figure 07. Test protéolytique (photo originale)

7.8. Activité lipolytique
L’activité lipolytique des souches a été évaluée sur un milieu contenant un substrat
lipidique afin d’étudier la capacité des isolats a hydrolyser les lipides. Des puits ont été
réalisés a la surface du milieu de culture puis inoculés par les souches sélectionnées. Les
boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 a 48 heures.
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Apres incubation, les boites ont été examinées afin d’observer I’apparition éventuelle
de zones d’hydrolyse autour des puits, indiquant une activité lipolytique positive (Sharma et
al., 2017 ; Patel et al., 2021).

7.9. Test d’acidification

L’activité acidifiante des souches étudiées a été¢ évaluée dans du lait stérile afin
d’apprécier leur aptitude a acidifier le milieu par production d’acide lactique. Cette propriété
constitue un critére technologique important des bactéries lactiques utilisées dans les procédés
de fermentation des produits laitiers.

Pour ce faire, les dix souches étudiées ont été inoculées séparément dans des pots
contenant du lait stérile. Les cultures ont ensuite été incubées & 37 °C dans une étuve
bactériologique. Deux essais indépendants ont été réalisés afin d’évaluer la reproductibilité
des résultats obtenus. Le premier essai a permis de determiner les caractéristiques initiales du
lait aprés inoculation, tandis que le second essai a été effectué apres 2 heures d’incubation a
37 °C.

L’activité acidifiante a été déterminée par la mesure du pH et de 1’acidité titrable exprimée en
degrés Dornic (°D). Le pH a ¢été mesuré a 1’aide d’un pH-metre préalablement étalonné.
L’acidité titrable a été déterminée par titrage a 1’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium
(NaOH) en présence de quelques gouttes de phénolphtaléine comme indicateur coloré,
jusqu’a I’apparition d’une coloration rose pale persistante.

Les mesures du pH et de 1’acidité Dornic ont été réalisées avant et apres incubation. Les
variations observées ont permis d’évaluer la capacité des différentes souches a acidifier le lait

et a produire de 1’acide lactique (Alais & Linden, 1997 ; Vignola, 2002).
8. Essai technologique
8.1. Activation des souches de lactobacillus delbrueckii subsp.

lactis
L’activation des souches de Lactobacillus a été réaliseée afin de rétablir leur activité
métabolique aprés conservation.
Les cellules ont eté repiquées dans un lait reconstitue stérile, puis incubées a 42 °C
pendant 6h.
Cette étape permet la reprise de la croissance, I’augmentation de la viabilité cellulaire
et la production initiale d’acide lactique, garantissant ainsi une inoculation efficace lors des

essais technologiques.
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Une fois activées, les souches de L. delbrueckii ont été associées a Streptococcus
thermophilus pour constituer un ferment mixte. Ce dernier a été fourni comme culture de
départ pour la fabrication du yaourt expérimental. L’activation préalable assure une
synchronisation optimale entre les deux espéces, favorisant la cinétique d’acidification et la
stabilité du produit fini.

8.2. Préparation du yaourt

Le yaourt a été préparé a partir d’un mélange de 135 g de lait en poudre de la marque
algérienne LOYA et de 880 mL d’eau minérale.

Le mélange a été homogénéisé a 1’aide d’un agitateur puis pasteurisé a 92 °C pendant
3 minutes.

Aprés refroidissement, les ferments lactiques ont été ajoutés aseptiquement au
mélange.

Un sirop de datte a ensuite été incorporé a raison de 8 g afin d’aromatiser le produit.

Le mélange obtenu a été réparti dans des pots stériles puis incubé a 42 °C pendant
environ 6 heures jusqu’a I’obtention d’un coagulum.

Apres incubation, les yaourts obtenus ont été conservés a 4 °C avant la réalisation de
I’analyse sensorielle (Tamime & Robinson, 2019 ; Leroy & De Vuyst, 2020).

9. Analyse sensorielle

L’analyse sensorielle des yaourts obtenus a été réalisée au niveau du laboratoire des
sciences et techniques de production animale (LSTPA).

L’évaluation a été effectuée par un groupe composé d’étudiants, des membres du
laboratoire ainsi que de 1’enseignant

Les échantillons ont été soumis a une dégustation afin d’évaluer leurs caractéristiques
organoleptiques a I’aide d’une fiche d’analyse sensorielle comparative.

Les parametres évalués portaient principalement sur les caracteres visuels (aspect,
surface, texture et couleur), les caractéres olfactifs (ardmes) ainsi que les caractéres gustatifs
(saveur, acidité, douceur et sensation en bouche).

Chaque dégustateur a attribué une note d’appréciation selon les caractéristiques

observées afin d’évaluer I’acceptabilité globale du produit étudié.
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1. Analyses physicochimiques

Les analyses physicochimiques ont été réalisées afin d’évaluer les principales
caractéristiques du lait étudié et de déterminer ses aptitudes technologiques. Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 01.

Tableau 1 : Résultats des analyses physicochimiques de 1’échantillon étudié

Parameétres Valeurs obtenues
Matiére grasse (%0) 3,32 %
Extrait sec total (%0) 14,20 %
Protéines (%) 4,37 %
Lactose (%) 6,47 %
Densité 47,80
Ph 6,5
Acidité titrable (°D) 19°D

Les résultats des analyses physicochimiques montrent que 1’échantillon étudié présente
des caractéristiques compatibles avec celles généralement rapportées pour le lait fermenté de
brebis.

La teneur en protéines obtenue (4,37 %) traduit une richesse nutritionnelle importante du
produit analysé. Cette richesse protéique favorise les propriétés technologiques du lait,
notamment la coagulation et I’amélioration de la texture des produits fermentés. La teneur en
extrait sec total (14,20 %) indique également une composition relativement riche,
caractéristique des laits de brebis.

La matiére grasse obtenue (3,32 %) contribue aux qualités organoleptiques du produit,
notamment 1’onctuosité et la texture. La teneur en lactose observée constitue un substrat
favorable au développement des bactéries lactiques responsables de la fermentation.

Les valeurs du pH (6,5) et de I’acidité titrable (19 °D), dont le pH varie habituellement
entre 6,5 et 6,8 et ’acidité titrable entre 18 et 22 °D. Ces résultats traduisent une qualité
physicochimique satisfaisante du produit étudié.

Par ailleurs, les wvaleurs physicochimiques obtenues sont compatibles avec les

caractéristiques généralement rapportées pour le lait de brebis destiné a la transformation
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laitiére. Les teneurs en mati¢re grasse, en protéines ainsi que les valeurs de pH et d’acidité
titrable observées se situent dans les intervalles habituellement décrits pour ce type de lait,
traduisant une qualité favorable aux procédés de fermentation et a I’élaboration de produits
laitiers fermentés (FAO, 2013 ; Codex Alimentarius, 2018).
2. Test de lactofermentation

Le test de lactofermentation a été réalisé afin d’évaluer 1’activité fermentaire des
bactéries présentes dans 1’échantillon étudié. (Tableau 02).

Tableau 02. Résultats du test de lactofermentation

Parameétres observés Résultats
obtenus
Formation du Positive
coagulum
Aspect du gel Homogene
Texture Ferme
Exsudation du sérum Faible

La figure 08 illustre le résultat du test de lactofermentation réalisé sur I’échantillon étudie.

Figure 08. Résultat du test de lactofermentation du lait fermenté étudié.
La formation d’un coagulum aprés incubation traduit une activité fermentaire des
bactéries lactiques présentes dans 1’échantillon étudié. L’aspect homogene du gel ainsi que la

faible exsudation du sérum indiquent une bonne capacité de coagulation du lait.
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La texture relativement ferme observée peut étre liée a la richesse du lait en protéines et
en extrait sec, parametres favorisant la formation d’un réseau protéique stable lors de la
fermentation. Ces caractéristiques représentent des critéres technologiques importants dans la
fabrication des produits laitiers fermentés.

3. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques ont été réalisées afin d’évaluer la charge microbienne
ainsi que la présence des bactéries lactiques dans 1’échantillon de lait fermenté traditionnel de
brebis étudié. Apres incubation sur les différents milieux de culture utilisés, les colonies
développées ont été dénombrées afin de déterminer I’abondance des microorganismes

présents dans 1’échantillon.
Le calcul des unités formant colonies (UFC/mL) a été effectue selon la formule suivante :

UFC/mL=N/D

Avec :

N : nombre de colonies comptées

D : dilution considérée

Les résultats obtenus apres incubation sur les différents milieux de culture sont présentés dans
le tableau 03 et la figure 009.

Tableau 03. Dénombrement des microorganismes sur les différents milieux de culture

Dilution PCA aérobiose | PCA MRS anaérobie | M17
(UFC/mL) anaérobiose (UFC/mL) aérobie
(UFC/mL) (UFC/mL)
1073 3x 10 2% 10 1.5x10° 7.7 %10
10 2.8 x 109 3x 10 1x10 3.5x10°
10 5x10° 2x10° 0 3.3 x10¢
10°¢ 0 0 1x107 3% 10°
107 0 0 0 0
108 0 0 0 0
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Figure 09. Les résultats des analyses microbiologiques.

Les résultats du dénombrement microbiologique montrent une charge importante en

microorganismes dans le lait fermenté traditionnel de brebis étudié.

Le milieu MRS incubé en anaérobiose a présenté les valeurs les plus élevées,

traduisant une abondance des bactéries lactiques dans 1’échantillon analysé.

Le milieu M17 a également montré une croissance importante des microorganismes lactiques,

notamment aux dilutions 1073, 10 et 107.

En revanche, les milieux PCA incubés en aérobiose et en anaérobiose ont présenté des

charges microbiennes relativement plus faibles.

Une diminution progressive du nombre de colonies a été observée avec 1’augmentation
des dilutions, ce qui confirme la validité des résultats obtenus lors du dénombrement

microbiologique.

Par ailleurs, les résultats obtenus révélent une prédominance des bactéries lactiques
dans I’échantillon étudié. La forte croissance observée sur les milieux MRS et M17 confirme
I’abondance de cette flore fermentaire, reconnue pour son réle essentiel dans 1’acidification du
milieu, ’amélioration des caractéristiques technologiques et la conservation des produits
laitiers fermentés. Ces observations sont en accord avec les données rapportées dans la
littérature concernant les laits fermentés traditionnels, ou les bactéries lactiques constituent la
microflore dominante (Ayivi & Ibrahim, 2022 ; Coelho et al., 2022).
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4. Pré-identification des bactéries lactiques

La pré-identification des bactéries lactiques isolées a été réalisée par le test de la

catalase ainsi que par la coloration de Gram et 1’observation microscopique (Tableau 04)

(Figure 10).

Tableau 04. Résultats de la pré-identification des isolats.

Codes des isolats Catalase Gram Aspect microscopique
MRS 3-4 - + Bacilles
MRS 15-16 - + Bacilles
MRS 7-8 - + Bacilles
N2AN — + Bacilles
M17 23-24 — + Coques
M17 25-26 — + Coques

Figure 10. L aspect microscopique des différents isolats apres coloration de Gram.

Les résultats obtenus lors de la pré-identification montrent que I’ensemble des isolats
¢tudiés présentent une réaction négative au test de la catalase ainsi qu’une coloration Gram
positive. Ces caractéristiques sont généralement associées aux bactéries lactiques présentes
dans les produits laitiers fermentés.
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L’observation microscopique a révélé la présence de bacilles au niveau des isolats
obtenus sur milieu MRS, tandis que les isolats provenant du milieu M17 présentaient une
forme coccique. Ces résultats sont cohérents avec les caractéristiques des bactéries lactiques

généralement rencontrées dans les laits fermentés traditionnels.

L’ensemble des résultats obtenus suggére la présence probable de bactéries lactiques

impliquées dans les phénomenes de fermentation du lait fermenté traditionnel étudié.

Apres I’isolement initial, les souches sélectionnées ont été soumises a trois repiquages
successifs sur milieu MRS afin d’obtenir des cultures pures. Une homogénéisation
progressive de la morphologie des colonies a été observée au cours des différents essais de
purification. A I’issue du troisiéme repiquage, les colonies présentaient des caractéristiques

homogenes, indiquant 1’obtention de cultures pures.

Cette etape est indispensable pour éliminer les contaminations éventuelles et garantir
la fiabilité des tests d’identification et de caractérisation technologique réalisés par la suite.

Les différentes étapes de purification sont présentées en annexe 2.

La pré-identification morphologique et biochimique de tes isolats est cohérente avec
les travaux de Zheng et al. (2020), qui insistent sur I’importance d’une approche
polyphasique (morphologie, biochimie, génétique) pour une identification fiable des

lactobacilles apres leur reclassification taxonomique.
5. Test de thermoreésistance

Le test de thermorésistance a été réaliseé afin d’évaluer la capacité des isolats a résister

aux températures élevées (Tableau 05) (Figure 11).
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Tableau 05. Résultats du test de thermorésistance

Codes des isolats Thermorésistance
LBl -
LB2 —
LB3 +
LB4 +
LB5 —
LB6 +
LB7 —
LB38 —
LB9 +

Figure 11. Résultats du test de thermorésistance

Les résultats obtenus montrent une variabilité de la résistance thermique entre les
différents isolats étudies. Certains isolats, notamment LB3, LB4 et LB9, ont présenté une
résistance aux températures élevées, tandis que les autres isolats ont montré une sensibilité au

traitement thermique.

L’isolat LB6 a présenté une réaction intermédiaire (£), traduisant une faible résistance
thermique. Cette différence de comportement peut étre liée aux caractéristiques
physiologiques propres a chagque souche bactérienne.

Les résultats ont montré que la souche étudiée résiste aux températures élevées. Cela
rejoint les observations de Ayivi & Ibrahim (2022), qui décrivent L. delbrueckii comme une

souche thermophile adaptée aux fermentations a 42—-45 °C.
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6. Croissance a différentes températures

Le test de croissance a différentes températures a été réalisé afin d’évaluer la capacité

des isolats a se déevelopper a 15 °C et a 45 °C (Tableau 06).
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Tableau06. Résultats du test de croissance a différentes températures

Codes des isolats 15°C 45 °C
LB1 - -
LB2 + -
LB3 + +
LB4 T n
LB5 — —
LB6 + +
LB7 + _
LB8 + -
LB9 + +
LB10 - _

L’étude de la croissance des isolats a 15°C et 45°C a révélé une variabilité

physiologique importante entre les différentes souches étudiées.

A 15°C, la majorité des isolats ont présenté une croissance positive, traduite par

’apparition d’une turbidité dans le milieu de culture, tandis que certaines souches ont montré

une croissance faible ou une absence totale de développement.

A 45°C, seules quelques souches ont conservé une capacité de croissance, alors que

plusieurs isolats n’ont présenté aucun développement visible.

Les différences observées entre les isolats peuvent étre lies a 1’hétérogénéité de la flore

microbienne présente dans le lait fermenté traditionnel « Hamra ».

En effet, ce type de produit artisanal renferme généralement une diversité de bactéries

lactiques présentant des comportements physiologiques différents vis-a-vis de la température.
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Les souches capables de croitre a 45°C peuvent étre considérées comme
thermotolérantes et présentent des caracteristiques proches des bactéries lactiques

thermophiles.

En revanche, les isolats ne présentant aucune croissance a cette température semblent

moins adaptés aux températures éleveées.

La croissance observée a plusieurs températures confirme 1’adaptation de la souche.
Hutkins (2018) rapporte que L. delbrueckii présente une croissance optimale a haute

température et agit en synergie avec Streptococcus thermophilus dans la fabrication du yaourt.
7. Détermination du type fermentaire des souches

Apres incubation sur le milieu Clark, les résultats obtenus lors de la détermination du
type fermentaire des souches étudiées ont permis de mettre en évidence la présence ou

I’absence de production de gaz (Tableau 07) (Figure 12).

Tableau 07. Les résultats de détermination du type fermentaire des souches isolées sur milieu

Clark
Souches Production de gaz Type fermentaire
LB1 - Homofermentaire
LB2 - Homofermentaire
LB3 - Homofermentaire
LB4 - Homofermentaire
LB5 - Homofermentaire
LB6 - Homofermentaire
LB7 - Homofermentaire
LB8 - Homofermentaire
LB9 - Homofermentaire
LB10 - Homofermentaire

(+) : production de gaz

(-) : absence de production de gaz.
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Figure 12. Les résultats de détermination du type fermentaire des souches isolées sur

milieu Clark

Les résultats obtenus montrent une absence de production de gaz chez I’ensemble des
souches étudiées sur le milieu Clark muni de cloches de Durham. Cette absence de

dégagement gazeux traduit un métabolisme homofermentaire.

Les souches de Lactobacillus delbrueckii étudiées fermentent principalement les
glucides en produisant essentiellement de 1’acide lactique sans formation significative de CO..
Ce caractere homofermentaire constitue une propriété technologique importante des bactéries

lactiques utilisées dans les fermentations alimentaires.

L’absence de production de gaz dans tes essais confirme le caractere homofermentaire
de la souche. Les directives de la FAO (2016) précisent que les souches homofermentaires

produisent principalement de 1’acide lactique, garantissant une fermentation stable.
8.Détermination du profil aromatique des souches

Apreés incubation sur le milieu Clark et addition des réactifs VP1 et VP2, les résultats
obtenus lors de la détermination du profil aromatique des souches étudiées ont permis de
mettre en évidence la production éventuelle de composés aromatiques (Tableau 08) (Figure
13).
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Tableau 08. Les résultats de détermination du profil aromatique des souches étudiées

sur milieu Clark

Souches Réaction VP Profil aromatique
LB1 + Positif
LB2 - Négatif
LB3 + Positif
LB4 + Positif
LB5 + Positif
LB6 - Négatif
LB7 - Négatif
LB8 - Négatif
LB9 + Positif
LB10 - Négatif

(+) : production de composés aromatiques

(-) : absence de production de composés aromatiques

Figure 13. Les résultats de détermination du profil aromatique des souches étudiées

sur milieu Clark

Les résultats obtenus montrent que certaines souches de Lactobacillus delbrueckii ont

présenté une capacité a produire des composés aromatiques aprés addition des réactifs VP1 et

VP2, tandis que d’autres souches ont montré une réaction négative.
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Les réactions positives observées se traduisent par 1’apparition d’une légére coloration
rosée a orangée, indiquant la production de composés aromatiques tels que 1’acétoine. Cette
substance est issue du métabolisme fermentaire de certaines bactéries lactiques et participe au

développement des caractéristiques organoleptiques des produits fermentés.

En revanche, les souches ayant présenté une réaction négative n’ont montré aucun
changement notable de coloration, traduisant une absence ou une faible production de

composés aromatiques.

Tes tests ont montré la capacité de la souche a produire des composés aromatiques.
Marco et al. (2017) expliquent que les bactéries lactiques genérent des métabolites tels que le
diacétyle et I’acétaldéhyde, responsables des profils aromatiques caractéristiques des produits

fermentés, confirmant tes observations.

L’absence de ces métabolites suggeére que la souche locale posséde un potentiel

sensoriel limité par rapport aux souches industrielles.
9. Activité acidifiante des souches étudiées

Afin d’évaluer le pouvoir acidifiant des souches étudiées, le pH et I’acidité Dornic du
lait ont été mesurés avant et apres 2 heures d’incubation a 37 °C. Les valeurs initiales
correspondent a la moyenne de deux essais indépendants (Tableau 09)(Figure 14)(Annexe
5).
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Tableau 09. Evolution du pH et de I’acidité Dornic du lait inoculé par les différentes souches

apres 2 heures d’incubation

Souches | pH initial moyen | Acidité initiale pH aprés2 h | Acidité aprés 2
moyenne (°D) h (°D)

LB1 6,94 215 4,71 90
LB2 6,98 21,5 4,84 91
LB3 6,96 21,5 4,76 102
LB4 6,99 22,5 481 80
LB5 6,95 21 4,82 115
LB6 6,94 21 4,67 130
LB7 7 19 4,64 112
LB8 7,02 19 4,58 95
LB9 6,97 21 4,55 105
LB10 6,98 21 4,53 114

pH = potentiel hydrogene

°D = degré Dornic.
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Figure 14. Courbes d’acidification des souches LB 6 ET 5

Les résultats obtenus montrent une diminution importante du pH ainsi qu’une
augmentation marquée de 1’acidité Dornic aprés 2 heures d’incubation pour 1’ensemble des

souches étudiées.

Cette évolution traduit une activité acidifiante élevée des souches de Lactobacillus

delbrueckii, résultant de la fermentation du lactose et de la production d’acide lactique.

Les valeurs de pH, initialement comprises entre 6,94 et 7,02, ont diminué pour

atteindre des valeurs comprises entre 4,53 et 4,84 aprés incubation. Parallélement, I’acidité
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Dornic a considérablement augmenté, passant de valeurs initiales comprises entre 19 et 22,5

°D a des valeurs variant entre 80 et 130 °D. Ces résultats mettent en évidence une bonne

aptitude des souches étudiées a acidifier le lait en un temps relativement court.

Parmi les souches analysées, LB6 a présenté 1’acidité Dornic la plus ¢élevée (130 °D),
tandis que LB10 a enregistré la valeur de pH la plus faible (4,53). Les souches LB7, LB9 et
LB5 ont également montré une activité acidifiante importante, caractérisée par des valeurs
élevées d’acidité associées a une diminution notable du pH. A I’inverse, la souche LB4 a
présenté¢ D’acidité finale la plus faible (80 °D), indiquant une capacité d’acidification

relativement moins prononcée.

La capacité d’acidification observée constitue une aptitude technologique essentielle
des souches de Lactobacillus delbrueckii. En effet, la production d’acide lactique favorise la
coagulation du lait, contribue a 1’amélioration de la qualit¢ microbiologique des produits
fermentés en inhibant le développement des microorganismes indésirables et participe au
développement des caractéristiques organoleptiques des produits laitiers. Les différences
observées entre les souches peuvent étre attribuées a des variations de leur activité
métabolique et de leur vitesse de fermentation du lactose.

Parmi I’ensemble des souches étudiées, la souche LB6 a présenté la meilleure activité
acidifiante, avec la valeur d’acidité Dornic la plus élevée (130 °D), traduisant une forte
capacité de fermentation du lactose et une production importante d’acide lactique, ce qui

confirme son intérét technologique potentiel dans les procédés de fermentation laitiére.
10. Tolérance des isolats aux variations du NaCl et du pH

Afin d’évaluer les caractéristiques physiologiques des bactéries lactiques isolées, des
tests de tolérance aux différentes concentrations de NaCl ainsi qu’aux variations du pH ont eté

réalisés (Tableau 10) (Annexe 3).
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Tableau 10. Les résultats de tolérance des isolats aux différentes concentrations de NaCl et

aux variations du pH

Isolats NaCl 4 NaCl pH 4,5 pH 9,6
% 6,5 %
LBl + * + +
LB2 + + + +
LB3 + + - +
LB4 + + * +
LB5 + + + +
LB6 + + + +
LB7 + + + +
LB8 + + + +
LB9 + + + +
LB10 + + + +

(+) croissance positive
(-) absence de croissance
(%) faible croissance

Les résultats obtenus montrent que les isolats étudiés présentent des comportements
variables vis-a-vis des concentrations de NaCl et des variations du pH. La majorité des
souches ont montré une croissance positive a 4 % et a 6,5 % de NaCl, indiquant une bonne

capacité d’adaptation aux conditions de stress osmotique.

Toutefois, certaines souches ont présenté une croissance plus faible a 6,5 % de NaCl,
notamment les isolats LB1, LB6 et LB8. Cette diminution de croissance pourrait étre liée a

une sensibilité partielle a ’augmentation de la concentration saline.

Concernant la tolérance au pH, la majorité des isolats ont montré une croissance
positive a pH 4,5, traduisant une bonne résistance aux conditions acides. Cependant, 1’isolat
LB3 n’a présenté aucune croissance dans ces conditions, alors que les isolats L.B4 et LB9 ont

montré une faible croissance, indiquant une tolérance plus limitée a I’acidité.
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A pH 9,6, ’ensemble des isolats a présenté une croissance positive, ce qui témoigne

d’une bonne capacité d’adaptation aux conditions alcalines.

La résistance des isolats aux variations de sel et de pH rejoints les conclusions de
Settanni & Moschetti (2016), qui soulignent la capacité des bactéries lactiques locales a
s’adapter aux conditions stressantes, garantissant leur efficacit¢ dans des environnements

varies.
11. Activité protéolytique

L'activité protéolytique des souches étudiées a été évaluée par la mesure des halos
d'hydrolyse formés autour des puits sur milieu a base de caséine aprés incubation. Les
diametres des zones d'hydrolyse obtenus pour les différentes souches sont présentés dans le
tableau 11 et figure 15.

Tableau 11. Diametres des halos d'hydrolyse de la caséine

Souche Diamétre du halo (mm)
LB1 10
LB2 10
LB3 22
LB4 18
LB5 19
LB6 20
LB7 29
LB8 26
LB9 24
LB10 23
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Figure 15. Halos d’hydrolyse observés autour des puits sur milieu a base de caséine

Les résultats montrent une variabilité de I'activité protéolytique entre les différentes
souches étudiées. Les souches LB1 et LB2 ont présenté les plus faibles diamétres d'hydrolyse
(10 mm), indiquant une faible capacité a dégrader la caséine. En revanche, les souches LB?7,
LB8, LB9 et LB10 ont montré les halos les plus importants, avec des diamétres compris entre
23 et 29 mm, traduisant une activité proteolytique plus élevee.

La souche LB7 a présenté le diametre d'hydrolyse le plus important (29 mm), ce qui
suggere une forte production d'enzymes protéolytiques. Les souches LB3, LB4, LB5 et LB6
ont quant & elles montré une activité intermédiaire. Ces différences peuvent étre attribuées a la

variabilité métabolique et enzymatique des souches étudiées.

L'activité protéolytique constitue une aptitude technologique importante des souches
de Lactobacillus delbrueckii, car elle permet I'nydrolyse des protéines du lait et la libération
de peptides ainsi que d'acides aminés nécessaires a la croissance bactérienne. Cette propriété
contribue également au développement de la texture, de la saveur et des caractéristiques
organoleptiques des produits laitiers fermentés. Les résultats obtenus suggérent ainsi que les
souches LB7, LB8, LB9 et LB10 possedent un potentiel technologique particulierement

intéressant.

Les résultats d’hydrolyse de la caséine sont en accord avec Lima et al. (2024), qui
montrent que L. delbrueckii libére des peptides aromatiques et des acides aminés, améliorant

la texture et le goQt des produits fermentés.
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12. Résultats de I'essai technologique

L'essai technologique réalisé a partir de la souche étudiée associée a Streptococcus
thermophilus a permis I'obtention d'un yaourt présentant une coagulation satisfaisante apres

incubation a 42 °C pendant environ 6 heures.

Le produit obtenu présentait un aspect homogene, une surface lisse et brillante ainsi
qu'une texture ferme et compacte. Aucune synérese importante n'a été observée apres la
fermentation et le stockage a 4 °C. La couleur du yaourt était blanc-creme avec une légere
coloration au niveau de la couche de sirop de datte incorporée au fond du conditionnement
(Figure 16).

L'obtention d'un coagulum stable et d'une texture appréciable témoigne de la bonne
aptitude technologique de la souche étudiée pour la fabrication de produits laitiers fermentés.
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Figure 16. Yaourt obtenu aprés fermentation du lait par la souche étudiée associée a

Streptococcus thermophilus et additionné de sirop de datte.

La réussite de I'essai technologique confirme les aptitudes fonctionnelles de la souche
étudiée mises en évidence lors des tests préliminaires. La forte activité acidifiante observée
précédemment a favorisé l'abaissement du pH et la coagulation des protéines du lait,

conduisant a la formation d'un gel stable caractéristique du yaourt.

La texture ferme obtenue peut également étre reliée a l'activité protéolytique de la
souche, qui participe a la transformation des constituants protéiques du lait et contribue au
développement des propriétés rhéologiques du produit final.

L'absence de défauts majeurs tels qu'une synérése excessive ou une texture cassante
indique une bonne adaptation de la souche aux conditions de fermentation utilisées. Ces
résultats suggérent que la souche étudiée posséde un potentiel intéressant pour une
valorisation dans la fabrication de laits fermentés et de yaourts.
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13. Analyse sensorielle du yaourt obtenu

L'analyse sensorielle du yaourt élaboré a partir de la souche étudiée associée a
Streptococcus thermophilus a été réalisée par un panel composé de 23 dégustateurs
comprenant des étudiants, des membres du laboratoire ainsi que l'enseignant encadrant.
L'évaluation a porté sur les caractéristiques visuelles, olfactives et gustatives du produit ainsi
que sur son acceptabilité globale. La fiche d'analyse sensorielle utilisée lors de I'évaluation est

présentée en annexel.

Les notes attribuées par les dégustateurs variaient entre 7 et 9 sur 10, avec une
moyenne générale d'environ 8/10. La majorité des évaluateurs ont accordé des notes

comprises entre 8 et 9 sur 10, traduisant une appréciation favorable du produit.

Tableau 12. Résultats globaux de I'analyse sensorielle du yaourt obtenu

Parametres Résultats
Nombre de dégustateurs 23
Note minimale 7/10
Note maximale 9/10
Note moyenne ~ 8/10
Acceptabilité globale Bonne a tres bonne

Les résultats de l'analyse sensorielle ont montré une bonne acceptabilité du yaourt
obtenu a partir de la souche étudiée. La majorité des dégustateurs ont attribué des notes
élevées, comprises entre 8 et 9 sur 10, indiquant une appréciation favorable des
caractéristiques organoleptiques du produit.

Sur le plan visuel, le yaourt présentait un aspect homogene, une surface lisse et une
texture ferme, caractéristiques généralement recherchées dans les produits laitiers fermentés.

L'évaluation olfactive a révélé la présence d'un ardbme lactique agréable et typique du
yaourt. Sur le plan gustatif, les degustateurs ont apprécié I'équilibre entre la douceur apportée
par le sirop de datte et I'acidité développée au cours de la fermentation.

Les observations recueillies lors de la dégustation ont également mis en évidence une

bonne sensation en bouche, caractérisée par une texture crémeuse et une saveur jugée
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agréable par la majorité du panel. L'enseignant évaluateur a notamment qualifié le produit
d'excellent produit », confirmant ainsi la qualité sensorielle du yaourt obtenu.

La note moyenne d'environ 8/10 témoigne d'une acceptabilité élevée du produit et met
en évidence le potentiel technologique de la souche étudiée pour la fabrication de yaourts. Ces
résultats sont en accord avec les performances observées lors des tests technologiques
précédents, notamment la forte activité acidifiante et la capacité protéolytique des souches
étudiées, qui ont contribué a I'obtention d'un produit présentant des caractéristiques

sensorielles satisfaisantes.
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Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Le présent travail a porté sur la caractérisation des aptitudes technologiques de
souches de Lactobacillus delbrueckii isolées a partir de produits laitiers locaux, dans le but
d'évaluer leur potentiel d'utilisation dans la fabrication de produits laitiers fermentés.

L'étude a débuté par la caractérisation physicochimique du lait de brebis de race
Hamra utilise comme matiére premiére. Les résultats obtenus ont révélé des caractéristiques
favorables au développement des bactéries lactiques et a la valorisation technologique de ce
lait. Le test de lactofermentation a confirmé la capacité fermentaire de la flore étudiée a

travers la formation d'un coagulum homogeéne et stable.

La caractérisation technologique des souches a montré une bonne capacité d'adaptation
aux différentes conditions de culture. Les essais de croissance a différentes températures, de
tolérance au NaCl et aux variations de pH ont révélé des aptitudes physiologiques

intéressantes.

Les souches étudiées ont également présenté un profil homofermentaire, une activité
acidifiante importante ainsi qu'une activité protéolytique variable, témoignant de leur intérét
pour les procédés de fermentation laitiére. L'étude du profil aromatique a montré que certaines
souches possedent la capacité de produire des composés contribuant aux qualités
organoleptiques des produits fermentés. Par ailleurs, l'essai technologique réalisé en
association avec Streptococcus thermophilus a permis d'obtenir un yaourt présentant une
bonne coagulation, une texture satisfaisante et une bonne acceptabilité sensorielle auprés du

panel de dégustateurs.

Bien que les résultats obtenus aient permis de mettre en évidence des aptitudes
technologiques intéressantes des souches étudiées, des investigations complémentaires restent
nécessaires afin d'approfondir leur caractérisation. Une identification moléculaire basée sur
des techniques telles que la PCR et le séquencage du gene ARNr 16S permettrait de confirmer

avec précision leur appartenance a l'espéce Lactobacillus delbrueckii.

Par ailleurs, il serait intéressant d'évaluer leur potentiel probiotique a travers des essais
de résistance aux conditions gastro-intestinales simulées (acidité gastrique et sels biliaires)
ainsi que leur capacité a survivre et a se maintenir dans le tractus digestif. Ces études

permettraient de déterminer leur éventuelle contribution a la santé du consommateur.
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Enfin, les essais réalisés dans cette étude ont été effectues a I'échelle du laboratoire.
Des travaux complémentaires pourraient porter sur l'utilisation de ces souches dans des
procedés de fabrication a plus grande échelle afin d'évaluer leur comportement en conditions
industrielles, leur stabilité au cours du stockage ainsi que leur influence sur la qualité

microbiologique, technologique et sensorielle des produits laitiers fermenteés.
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ANNEXES



Annexe 1

Figure 01. La fiche de dégustation



Fiche d’analyse sensorielle comparative des Yaourts (F.I.L 2018)
Date :

Nom du dégustatateur :

Fonction :

Lieu:

Type du fromage :

Examen Nom du produit Points a examiner

Vocabulaire

1/ Visuel Etat de la surface

Surface : lisse, séche,
humide

Couleur :
blanche,
créme, jaune

Pate

Elasticite : Souple,
ferme, cassante
Homogénéite :

homogene, crevasse

2/ Olfactif Aromes

Lactique : lait frais,
naturel,

Autres : diacétyl,
fermenté, synthétique

Intensité

Forte, fade, typée,

piquante

3/ Gustatif Saveurs

Description de la
saveur : Sucrée, acide,
salée, amer Description
des sensations :
Douceur, piquant,
crémeux, fondant,
onctueux Description
de la finale bouche :
Agréable, trés typique,
riche en ardme, intense
et persistante, plutot

courte

Observation aux dégustateurs :

Mettre une croix sur I’appréciation accordée au produit dégusté




Prestation finale : appréciable acceptable désagréable Indifférent

Note d'appréciation sur 10 points a évaluer en fonction des commentaires des dégustateurs :

1) Etat de la Surface :

Surface : lisse : 1 Couleur : blanche : 1 Humide : 0.25 Créme : 0.5
Séche : 0 Jaune : 0
2) Pite:
Elasticité : Souple : 1 Homogénéité : Homogéne : 1 Ferme : 0.25 Crevasse : 0

Cassante : 0

3) Aromes :
Lactique : Lait frais : 1 Autres : Diacétyl : | Naturel : 0.5 Fermenté : 0.5
Synthétique : 0
Intensité : typée : 1
Forte : 0,25
Fade : 0
Piquante : 0
4) Saveurs :

Description de la Saveur : Sucrée : 0 Description des sensations : Douceur : 1 Acide : 0.5
Crémeux : 0,5

Salée : 0 Onctueux : 0,25
Amer : 0 Fondant : 0.15
Piquant : 0

5) Description de la finale a la bouche
Agréable : 1 Riche en aréme : 0.25 Plutdt courte : 0

Tres typique : 0.5 Intense et persistance : 0.15




Annexe 2

Figure 02. 2eme essai de purification



Figure 03. 3eme essai de purification



Annexe 3

Figure 01. Les résultats de tolérance des isolats aux différentes concentrations de variations
du pH 9,6

Figure 02. Les résultats de tolérance des isolats aux différentes concentrations de variations
dupH 4,5



Figure 04. Les résultats de tolérance des isolats aux différentes concentrations de NaCl 4%



Annexe 4

Composition des milieux de culture

Tableau: Milieu PCA (Plate Count Agar) (pH 6,3)

Composition Quantité g/L
Tryptone 5
Extrait de levure 25
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 | mi 2
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrate d’ammonium 2
Sulfate de magnésium, 7 H,0O 0,2
Sulfate de magnes, 4 H.0O 0,5
Agar 18
Eau distillée 1000 ml




Tableau : Milieu M17 (pH 6,3)

Composition Quantité g/L
Tryptone 25
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.

Tableau: Eau peptonée

Composition Quantité g/L
NaCl 8,5
Peptone 1
Eau distillee 1000 ml

Tableau : Eau physiologie

Composition Quantité g/L
NaCl 9¢g
Eau distillée 1000 ml




Tableau 1 : 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.
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Annexe 5
Les courbes d’acidification des souches
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