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Résumé

Le présent travail vise la mise en évidence des aptitudes technologiques de quatre souches
lactiques mésophiles isolées préalablement a partir d’un fromage du terroir le camembert du
Tessala. L’étude a porté sur la détermination du pouvoir acidifiant, protéolytique, lipolytique,
la production d’acétoine et d’EPS, et le profil fermentaire. La majorité des souches sont des
coques appartenant au genre Lactococcus et Pédiococcus. Un essai de culture mixte est realisé
pour un essai de fabrication d’un fromage a pate molle traditionnelle « le camembert ». Les
souches (Lclet Lc2) sont les plus performantes avec un pouvoir acidifiant remarquable, dont
les quantités tres élevés en acide lactique [11g/l-11,8g/1]. L’activité protéolytique et
lipolytique s’est révélée intéressante chez les lactocoques. Ces souches révélent de bonnes
propriétés technologiques (texture, aromatisation, et coagulation) qui ont donné satisfaction a
I’essai de fabrication du fromage a pate molle de typecamembert traditionnel avec des qualités
microbiologiques, physico-chimiques et sensorielles trés appréciées.

Mots clés : Pouvoir acidifiant , Lipolytique , Protéolytiqur , Lactococcus ,Pédiococcus

Abstract :

The  presentworkaims  to  highlight  the  technologicalabilities  of  four
mesophiliclacticacidstrainsthat have already been isolatedfrom local cheeses,
namely:acidifying, proteolytic and lipolyticproperties; the production of acetoin and EPS; and
the fermentative profile. The majority of strains are hullsbelonging to the genusLactococcus
and Pediococcus. A mixed culture trial isconducted for a trial of making a traditional soft
cheese "Camembert". The strains (Lcl and Lc2) are the
mostpowerfulwithremarkableacidifying power, includingveryhighamounts of lacticacid [11g /
I-11.8g / I]. Proteolytic and lipolyticactivitywasfound to be of interest in lactococci.
Thesestrainsreveal good technologicalproperties (texture, aromatization, and coagulation)
which have satisfied the test of manufacture of traditional Camembert cheesewith the
microbiological, physico-chemical and sensoryqualitiesmuchappreciated.

Key words:, Acidifying power, Lipolytic, Proteolytic, Lactococcus, Pediococcus
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Liste des Abréviations, Acronymes et Sigles

BL : Bactérie lactique

CO; : Dioxyde de carbone

°D : degré Dornic

EPS: exopolysaccharides

H,0; : Peroxyde d’hydrogéne

Lb. : Lactobacillus

Lc. : Lactococcus

Lac : Lactococcus

LSTPA : Laboratoire de Recherche en Sciences Techniques et Production Animale
MRS: Milieu de Man Rogosa and Sharpe
NaCl : Chlorure de Sodium

NaOH : Hydroxyde de Sodium

Ped. : Pediococcus

PCA: Plate Count Agar

Ssp. : sous espece

UV : ultra-violet

Ul : Unité Internationale

UFC : Unité Formant Colonie

UHT : Ultra Haute Température

V/V : Volume par volume

VP : Voges Proskauer
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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes de catégorie alimentaire qui jouent un role
essentiel dans la fermentation des matieres premieres animales et végetales. Elles occupent
des niches écologiques extrémement variées. Leur capacité a fermenter les hydrates de
carbone et, a un moindre degré, de dégrader les protéines et les lipides et de mener a la
synthese d'une large gamme de composes, tels que les acides organiques, les peptides, les
composés antimicrobiens et aromatiques et les exopolysaccharides. Les métabolites élaborés
par les bactéries lactiquespeuvent contribuer aux caractéristiques organoleptiques,

technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés (Mozzi et al., 2010).

Elles sont parmi les plus importants groupes de micro-organismes utilisés dans la
fermentation alimentaire (Hikmate et al.,2012), sous forme de ferments lactiques

commerciaux (Axelsson, 2004 ; Streit et al., 2007).

Actuellement, on définit les ferments lactiques comme étant des cultures pures ou des
mélanges de bactéries lactiques sélectionnées et utilisées pour la fabrication de produits
fermentés comme les yaourts, et les fromages (Leroy et De Vuyst.,2004 ; Mayra-Makinen
et Bigret .,2004) .

Depuis une dizaine d’année, un intérét considérable s’est développé autour de
I’utilisation de cultures lactiques a effets bénéfiques pour la santé ou "probiotiques" pour
des applications alimentaires, pharmaceutiques ou encore en alimentation animale (Moller
et al., 2007).

Les recherches scientifiques sur les levains lactiques a conduit a ['utilisation
d'associations complexes de bactéries lactiques. La possibilité de produire des souches
pures permettrait de les associer de facon raisonnée suivant des criteres technologiques
(vitesse d'acidification, qualité aromatique), ou mieux, de les produire en mélange en
controlant leur qualité. Dans ces deux cas, la connaissance des interactions entre ces

souches serait tres appreciable (Julliardet al., 1987).

Cette etude a pour objectif de faire la revivification et la purification de bactéries lactiques
mésophiles (Lactococcus et Pédiococcus), d'étudier leurs aptitudes technologiques et enfin de
les utiliser dans un essai de fabrication d’un fromage a pate molle traditionnelle de type

camembert et de le comparer par une analyse sensorielle a un méme fromage de type stabilisé

-



Introduction

Ce manuscrit est structuré en trois parties, la premiére est consacrée a une synthese
bibliographique articulée autour des généralites et la classification des bactéries lactiques, et

leurs intéréts dans le domaine industriel

La deuxiéme présente 1’application des bactéries lactiques en technologie fromagére (du

camembert)

La troisiéme partie présente le matériel et les méthodes mises en ceuvre dans le cadre de la
réalisation de ce travail, les résultats obtenus et leur discussion sont rassemblés dans la

troisieme partie.




Synthese Bibliographique

Chapitre | : Bacteéries lactiques
I.1. Présentation des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au debut du
XXe siécle, elles constituent un groupe hétérogeéne, qui n’est pas clairement défini du point de

vue taxonomique.

Elles rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se caractérisent par la
production, liée & un métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes
d’acide lactique a partir des sucres. La fermentation est dite : homolactique si 1’acide lactique
est pratiquement le seul produit formé et hétérolactique si d’autres composés sont aussi

présents (acide acétique, éthanol, CO; ...etc.) (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et al., 2005).

Elles sont & Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négatives, oxydase
négatives generalement nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anaérobies
facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et
al., 1994 ; Hogg, 2005).

I. 2. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent généralement
associees a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du
fromage, de la viande, des végétaux ou des aliments ensemencés par les végétaux. Elles se
développent avec la levure dans le vin, la biére et le pain. Quelques especes colonisent le tube
digestif de ’homme et des animaux (Leveau et Bouix, 1991 ; Hassan et Frank, 2001).

1.3. Taxonomie des bactéries lactiques

Depuis la description du Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la taxonomie
des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles especes a
augmenté énormément au cours de ces dix dernieres années. Les réorganisations effectuées
ont contribué a fusionner des espéces en une seule, ou identifier une espéce comme un

nouveau genre (Pot, 2008).

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des critéres phylogénétiques par

I’utilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la caractérisation phénotypique et
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biochimique classique demeure une pratique dans [I’identification préliminaire des
microorganismes. Certaines caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour identifier les
espéces a l'intérieur des genres comme la capacité a : fermenter les hydrates de carbone,
tolérer différentes concentrations en bile, produire des polysaccharides extracellulaires, exiger
des facteurs de croissance, produire de 1’acétoine et synthétiser certaines enzymes. La
composition en G+C de I’ADN, la composition en acides gras, la mobilité électrophorétique
de la lactate déshydrogénase sont également d'autres criteres qui peuvent étre étudiés pour
I'identification des especes lactiques (Vandamme, 1996 ; Stiles et Holzopfel, 1997 ; Ho et
al., 2007).

La morphologie est considérée comme la caractéristique clé pour décrire et classifier les
genres des bactéries lactiques. De ce fait, les bactéries lactiques peuvent étre divisées
arbitrairement en bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et coques (tous les autres
genres). Le genre Weissella, récemment décrit, est le seul genre qui comporte a la fois des
bacilles et des coques (Collins et al., 1993 ; Ho et al., 2007). Des genres nouveaux, par
exemple Alloiococcus, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia,
Globicatella, Helococcus, Ignavigranum et Lactosphaera, ont également été décrits,
comportant des souches qui montrent des liens physiologiques et phylogénétiques avec les

groupe des bactéries lactiques (Broadbent, 2001 ; Axelsson, 2004).
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Oenococcus
Streptococcuy
Lactococcus
Leuconostoc
Enrerococcus,
Melissaococcus, Weissella
Tetragenococcus
Vagococcus
Carnobacterium
Lactosphaera Lacrobacitiuy
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Propionibacterium
Bifidobacterium

Figure 01 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres

associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997)
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(ronre Fomedels  Typede Configuration de  Espéce type
cellule lermentation ~~ Facidle lactique
Aerococcus — Coques Homofermentarre Ac. viridans
Carnobacterium  Bacilles Hétérofermentaire L(+) Ch. divergens
Enterococcus ('n\lm‘\' Homofermentarre 1(+) Ee faecalis
Lactobacilles  Bactlles Homo ou hétéro-  Dfe), L(+)ou  Lb. defbrueckii
fermentatre DL
Lactococcus Coques Homolermentare L(1) Le. lactls
Lewonostoe ~ Coques Heterofermentasre [X-) L. mesenteroides
Oemococcus—— Coques Héterofermentarre Di+) Oh. oeni
Padlococous—— Coques Homolermentare DLoul(+) — Pe. damnosus
Streptococcus— Coques Homofermentaire L(*) Sc. salfvarius
letragenococcus Coques Homofermentaire L(+) I¢. halophilus
Vagococcus — Coques ovoides  Homofermentarre L(+) Ve. luvialis
Weissella Petits bacilles  Héwrofermentasre DLouDX+) — We. viridescens

Tableau 01 : Principaux Genres de bactéries lactiques (Matamoros,
2008).

1.4. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques
I .4.1. Le genre lactococcus
Le genre Lactococcus (streptocogue du groupe N) représente les streptocoques dits

« lactique», car ces bactéries sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne
possédent aucun caractere pathogéne. Les produits végétaux constituent leur réservoir
principal, mais ils sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al.,
2005).

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de

I’acide lactique L(+), seul Lactococcus lactiss Ssp. Lactis biovar. diacetylactis produit le




Synthese Bibliographique

diacétyle. Leur tempeérature optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se

développer & 10°C mais pas a 45°C.

Quelques espéces produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont
capables de se développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser 1’arginine (Tamime,
2002). Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing especes, Lactococcus lactis est
I’espéce la plus connue avec ses trois sous-especes : Lc. Lactis ssp. lactis, Lc. Lactis ssp.

cremoris et Lc. Lactis ssp.hordniae (Pot et al., 1996 ; Pot, 2008).

1.4.2. Le genre pediococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le regroupement
en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose, et leur
développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines especes se
distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels trés élevées, comme
Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus
muriaticus qui tolére jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005).

I.5. Les exigences des bactéries lactiques en nutriments
1.5.1. Les glucides

Pour croitre, les bactéries lactiques ont besoin d'un apport de nutriments comportant au
moins un sucre fermentescible comme source d'énergie. La fermentation des sucres s'effectue

essentiellement en trois étapes.

Premierement, le transport du sucre a travers la barriére hydrophobe de la membrane
cellulaire. Deuxiémement, le catabolisme intracellulaire du sucre et enfin la formation et
I'expulsion extracellulaire des métabolites terminaux généralement acides (Desmazeaud,
1983).

Deux types de métabolismes fermentaires sont rencontrés. Un métabolisme aboutit de
facon quasi-exclusive a la production d’acide lactique (caractére homofermentaire). L autre
peut produire de ’acide lactique, mais également de 1’éthanol et de I’acide acétique suivant

les conditions de cultures (caractére hétérofermentaire) (Ghaly et al.,2005)
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1.5.2. L'azote

Les bactéries lactiques exigent aussi I'apport exogéne d'acides aminés pour leur croissance car
elles sont incapables, pour la plupart, d'en effectuer la synthése a partir d'une source azotée
plus simple (Desmazaud, 1983).

Elles ne peuvent absorber et utiliser que des acides aminés libres, ou des peptides courts
(peptidases, dipeptidases). Leur nutrition azotée exige donc I'nydrolyse des grandes protéines
du lait, et notamment les caséines, par des enzymes (les protéases) situées dans la paroi

extérieure de la cellule (Desmazaud, 1998).
1.5.3. Les vitamines

Les vitamines jouent dans le metabolisme cellulaire le réle irremplacable de coenzyme. Les
bactéries lactiques sont, a quelques exceptions pres, incapables de synthétiser des vitamines
(Dellaglio et al., 1994), d'ou I'importance d'un apport exogéne de vitamines au milieu de
culture (Holzapfel et al., 2001).

1.5.4. Les minéraux

La nécessité des ions dans le métabolisme s'explique d'abord par leur fonction de cofacteur
pour de nombreuses enzymes (Novel, 1993).

Du point de vue transport, le fer est un élément important puisqu'il a des affinités pour un
grand nombre de molécules chelatrices. Il augmente la croissance et la production d'acide
lactique pour les

lactocoques et une carence en cet élément donne lieu a une diminution de ce méme acide
(Boyaval, 1989).

Le potassium, quant a lui, est un cofacteur pour plusieurs enzymes bactériennes et un niveau
élevé de K+ dans le cytoplasme est requis pour la synthése protéique. De plus, le systeme du

K apparait étre tres important pour contréler le pH cytoplasmique (Desmazaud, 1983).
1.5.5. L'oxygéne

Les bacteéries lactiques sont communément appelées micro aérophiles. Ainsi, elles tolérent de
petites quantités d'oxygene, car de trop grandes teneurs en ce gaz peuvent leur étre néfaste. La
relation des bactéries lactiques avec I'oxygéne a probablement un lien avec le peroxyde
d'hydrogene (H202) produit dans la cellule en présence d'air. Il faut éliminer le H202, car son

accumulation devient toxique (Singleton, 2002).

.
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1.6. Réle des bactéries lactiques
1.6.1. Rdle technologique
1.6.1.1. Production d‘arémes

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés d’ardmes qui
participent aux qualités organoleptiques des fromages. La plupart des composés d’arome est
iIssu du métabolisme du citrate : 1’acétoine et le diacétyle sont les plus importants

(Desmazeaud et al., 1992 ).
1.6.1.2. Production d'exopolysaccharides

Certaines souches de bactéries lactiques ont la capacité de synthétiser et d'excréter, au cours
de leur croissance, des polymeéres de sucre appelés polysaccharides exocellulaires ou EPS, qui

permettent d'améliorer la texture et la viscosité du produit fini (Thompson et al., 1994).

En général, la présence de polysaccharides dans des produits fermentés, tels les yogourts,
permet d'augmenter I'homogénéité du produit et rend sa présentation plus agréable
(Desmazaud, 1983).

1.6.2. Role dans la conservation

Les bactéries lactiques jouent un role essentielle dans la conservation des produits
alimentaires (Bousmaha et al., 2005), elles sont capables de produire une variétés de produits
inhibiteurs dont les effets peuvent se répercuter sur la flore lactique elle-méme mais aussi sur

la flore indésirable ou pathogéne (Piard et Desmazaud, 1991).

1.6.2.1. Production d'acides et diminution de pH

Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de
fermentation et permettent d’inhiber la croissance des levures et d’autres bactéries qui ne
peuvent se développer a pH acide.

L’effet inhibiteur de ces acides organiques est principalement provoqué par les molécules non
dissociées qui diffusent a travers les couches lipidiques des membranes des microorganismes
provoquant ainsi un abaissement du pH dans le cytoplasme qui a pour conséquence la

déstabilisation des cellules (Dortu et al, 2009).

1.6.2.2. Production de peroxyde d'hydrogene

La production et I'accumulation de peroxyde d'hydrogéne crée un environnement toxique

-
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pour les cellules non équipées de systéeme de protection capable de dégrader ce composé. Son
accumulation est inhibitrice vis-a-vis des souches qui génerent de peroxyde mais aussi vis-a-

vis d'autres microorganismes (De Roissart et Luquet, 1994).
1.6.2.3. Production de bactériocines

Les bactériocines sont des substances de nature protéique synthétisées par des bactéries et qui
ont un pouvoir antibactérien dirigé contre des bactéries taxonomiquement proches du micro-
organisme producteur (Ammor et al.,2006). Ces peptides antibactériens ont une action contre
les bactéries a Gram positif associées a I’altération de la qualité hygiénique des aliments et a
certaines pathologies humaines

D'autres agents antimicrobiens sont ainsi produites : dioxyde de carbone (CO2), I’acide

acétique, le Diacétyle et I’acétaldéhyde (Dortu et al.,2009)
1.7 Généralité métaboliques

Les bactéries lactiques sont aéro-anaérobies ou micro aérophiles ,Ce sont aussi des bactéries
exigeantes d’un point de vue nutritionnel car elles sont incapables de synthétiser un certain
nombre d’acides aminés nécessaires a leur croissance et les obligent a trouver ces molécules

dans leur milieu via un processus de nutrition azotée.

Les cultures ou les associations de souches de différentes bactéries lactiques ayant des
exigences différentes permettent de favoriser les symbioses comme dans le yaourt. Leur
culture demande des milieux riches en sucres, en acides amines, en acides gras sels et, en
vitamines et des milieux pauvres en oxygene. Elles sont généralement cultivées dans la gélose
MRS .Elles sons aptes a survivre dans des milieux trés acides (pH de 4 a5) Ecole Nationale

des Industries Laitieres " N°345 du mois de Décembre 2016
1.8. Les ferments lactiques
1.8.1. Définition

Un ferment est une préparation microbienne d’un grand nombre de cellules, d’un seul
microorganisme ou plusieurs, ajoutée a une matiére premiere pour produire un aliment
fermenté en accélérant et en orientant son procédé de fermentation. (Leroy et De Vuyst.,
2004 ; Mayra-Makinen et Bigre.,2004) .

-
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Le groupe des bactéries lactiques occupe un réle important dans ces processus et une longue
histoire d’application. Actuellement, on définit les levains ou ferments lactiques comme étant
des cultures pures ou des mélanges de bactéries lactiques sélectionnées et utilisées pour la
fabrication de produits fermentés comme les yaourts, et les fromages (Leroy et De
Vuyst.,2004 ; Mayra-Makinen et Bigret.,2004) .

| .8.2. Types de ferments lactiques

Les ferments lactiques sont classés selon leur fonction, leur température de croissance, et/ou

leur composition (Carminati et al., 2010).
1.8.2.1. Classification Selon la composition

Selon la fédération internationale de laiterie 1997 les ferments lactiques peuvent étre classés

en trois catégories (Wouters et al., 2002 ; Monnet et al., 2008) :

1.8.2.1.1. Les ferments purs

Constitués d'une souche d'une seule espéce bien caractérisée, c'est-adire une culture
provenant en principe d’une seule cellule bactérienne. (Wouters et al., 2002 ; Monnet et al.,
2008)

1.8.2.1.2. Les ferments mixtes

IIs sont formés d'un mélange de souches avec un nombre et proportions indéfinis, ce type de
ferments ont en général, une bonne activité acidifiante. (Wouters et al., 2002 ; Monnet et al.,
2008) .

1.8.2.1.3. Les ferments mixtes sélectionnés

Contiennent plusieurs souches bien définies, issues d'une ou de plusieurs especes et les
proportions entre les souches sont connues et définies selon le cahier des charges de
I'utilisateur. (Wouters et al., 2002 ; Monnet et al., 2008) .

1.8.2.2. Classification Selon la température de croissance

Les ferments lactiques sont classés en ferments mésophiles et ferments thermophiles :
(Chamba.,2008 ; Carminati et al., 2010)

1.8.2.2.1. Ferments mésophiles

Les bactéries lactiques qui constituent ces ferments ont une température optimale de
croissance qui varie selon les souches entre 25°C et 30°C et peuvent atteindre une tempeérature
maximale de fermentation de 38°C a 40°C. (Chamba.,2008 ; Carminati et al.,2010).
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IIs sont constitués essentiellement des especes acidifiantes (Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc.
lactisssp. cremoris) et des especes aromatisantes (Lc. Lactis ssp. lactisbiovar. diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris). (Chamba.,2008 ; Carminati et al.,2010).

Les ferments mésophiles sont habituellement utiliseés dans la fabrication de plusieurs variétes
de fromages, en particulier les fromages frais, de certains laits fermentés et du beurre
(Chamba.,2008 ; Carminati et al.,2010).

1.8.2.2.2 Ferments thermophiles

IIs comprennent les lactobacilles, les bifidobactéries et 1’espéce Streptococcus thermophilus.
Leur température optimale de croissance se situe entre 40°C et 50°C. Les ferments
thermophiles sont souvent utilisés pour la fabrication des yaourts, certains laits fermentés et
quelques fromages a pate cuite tels que ’Emmental et le Gruyére (Mayra Makinen et
Bigret., 2004 ; Carminati et al.,2010).

1.8.2.3.Criteres de sélection des ferments lactiques

La sélection des ferments lactiques s’appuie sur de nombreux critéres afin de répondre a la
fois aux spécifications demandées par I’utilisateur et aux contraintes imposees par le
producteur. Ces critéres relevent éventuellement des fonctionnalités technologiques des
souches, de leurs performances et de leurs sécurités. lls different selon le type de produit
désiré, les caractéristiques des matieres premieres a transformer et la technologie appliquée
(Béal et al.,2008).
La sélection d’un ferment lactique doit prendre en compte des criteéres de performance, Les
bactéries devront répondre a certaines des spécificités suivantes (Béal et al., 2008):
» Résistance aux bactériophages et aux traitements mécaniques.
* Tolérance aux inhibiteurs de croissance (antibiotiques, chlorure de sodium, L’acidité,
I'éthanol et la température élevée).
» Aptitude a la congélation ou a la lyophilisation et a la conservation ;
* Comportement en présence d'oxygene et Croissance a des températures non optimales ;

» Compatibilité avec d'autres souches ; facilité d'emploi.
1.8.3. Rdle des ferments lactiques

Les ferments lactiques intererviennes dans la sécurité, la texture, le gout et la qualité
organoléptiques de nombreux produits alimentaires. Les bactéries qui constituent ces ferments

sont généralement des espéces connues qui sont sélectionnées pour leur activité globale
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technologique : I’acidification, la protiolyse, la production des bactériocines...ect
(DeRoissart et Luquet.,1994).

Plusieurs lactobacilles sont utilisés en tant que ferments lactiques (Lb.sakei, Lb.plauntarum et
Lb pentosus) protécteures dans les produits carnés . ils assurent un réle inhibiteur de la
croissance de bactéries indésirables, responsable de I’altération des aliments ou
potentiellement pathogénes, ce role inhibiteur est attribuer aux acides organiques et
bactériocines produits par ces microorganismes (De Roissart et Luquet.,1985).

1.9. Les aptitudes technologiques des bactéries lactiques
1.9.1. Aptitude acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de
I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance
bactérienne (Mayra- Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008). Les conséquences,

d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent représentée par:
-L’accumulation de I’acide lactique participant a la saveur des aliments fermenteés ;
-L’abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

- La limitation des risques de développement des flores pathogénes et d’altération dans les

produits finaux ;

- la déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la
synérese. Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification ¢levée et/ou
d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des spécifications
du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches (Béal et al.,2008 ;Monnet et
al.,2008).
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1.9.2. Aptitude protéolytique

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques d’assurer les
fonctions de fermentation repose sur un systéme protéolytique capable de satisfaire tous les
besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les bactéries lactiques démontrent des
potentialités différentes, lices a leur équipement enzymatique, pour 1’utilisation de la fraction
azotée. Les lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcee
que les lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009).
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Figure 02 : Systéme protéolytique des bactéries lactiques (Kunji et al., 1996)
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1.9.3. Aptitude lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont genéralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les
lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications
fromageres (Béal et al.,2008). D’une maniére générale on distingue les estérases qui
hydrolysent de facon préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-
C8) et les lipases qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras a
chaine longue (>C8), ces enzymes sont impliquées dans I'nydrolyse de mono, di, et
triglycérides (Béal et al., 2008 ; Serhan et al., 2009).
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Figure 03 : Principales voies de la lipolyse (Siegumfeldt et al.,2000).
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1.9.4. Aptitude aromatisant

Les bacteéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques (tels
que : l'a-acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol, 1’éthanol,

’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés

et des matiéres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de

1’¢laboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont 1’arome principal

est lié a cette activité microbiologique. (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ;

Cholet, 2006).
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1.10. Applications industrielles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques trés diversifiées et une capacité
d’adaptation a différents environnements. Cette diversité leur donne un grand intérét
industriel d'ou leur large spectre d'application dans de nombreux domaines alimentaires,

pharmaceutiques, agricultures, vétérinaires ...etc. (Streit et al., 2007).

L’utilisation des bactéries lactiques en industrie alimentaire est déterminée par leurs
propriétés technologiques. Celles-ci recouvrent les propriétés suivantes : activités acidifiantes,
et enzymatiques (activité protéolytique, peptidasique et lipolytique), production de
métabolites d’intérét telle que la peroxyde d’hydrogene, les acides organiques et les

bactériocines (Belyagoub.,2014).

De plus, ces bactéries contribuent a la texture ( production des EPS), la saveur des aliments et
a la production de composés aromatiques qui participent aux qualités organoleptiques des

fromages par exemple (Ennadir et al.,2014).

D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont associées
aux produits alimentaires comme 1’augmentation des valeurs nutritionnels des aliments, la
réduction de la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique. (Ennadir et
al.,2014). Dans I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’une
grande variété de matiéres premiéres, conduisant ainsi a de nombreux produits : les laits
fermentés, les fromages, les olives fermentés et certains vins. (Axelsson.,2004 ; Streit et
al.,2007).

L’industrie laitiére reste toujours , le plus grand utilisateur de bactéries lactiques sous forme
de ferments lactiques commerciaux (Axelsson.,2004 ; Streit et al.,2007). Par exemple, en
fromagerie, les lactobacilles sont généralement utilisés pour la préparation de pates dures ou

semi-dures typiques des fromages suisses et italiens (Alice et Sanchez- Rivas.,1997)

Aussi ils sont également utilisées dans 1’industrie chimique (production d’acide lactique),
dans le domaine médical (notamment pour le traitement de dysfonctionnements intestinaux) et
dans I’industrie des additifs alimentaires (production d’exopolysaccharides). Elles sont aussi
utilisées pour la production de bactériocines et des protéines thérapeutiques (Rodriguez et
al.,2003).
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Espéce Utilisation Industrielle
Lactococcus lactis  La plupart des fromages,
Lactococcus cremoris  crémes, beurres...
Lactococcus Fromages (gouda, bleu,
diacetylactis camembert), crémes, beurres...
Yaourts, fromages
Streptococcus
| themnophilus (parmesan, emmental,
P gruyere...), cremes...
tL)actob'acdlus Yaourts, laits fermentés...
ulgaricus
Lactobacillus “o—
helveticus s
Lactobacillus casei  Fromages...
Lactobacillus .
‘ acidophils Laits fermentés...
Leuconostoc lactis
. Fromages, crémes...
Leuconostoc cremoris

(Prioilt.,2003).

Figure05 : Utilisation commerciale et effets bénéfiques de quelques
souches de lactobacilles utilisées comme ferments alimentaires
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Chapitre 11 : Application des bactéries lactiques en technologie fromagere

I1.1. Généralités sur les fromages

Les fromages sont des formes de conservation et de report ancestrales de la matiére utile du
lait (protéines, matiére grasse ainsi qu’une partie du calcium et phosphore), dont les qualités
nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par ’homme dans tout le globe. La
définition « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenu a partir
des matieres d’origines exclusivement laitieres (lait partiellement ou totalement écrémé,
babeurre) utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage
(Bourgeois et Larpent, 1996 ; Jeantet et al., 2007).
La diversité des procédés fromagers (types de lait, de coagulation, d’égouttage, cuisson, flore
et type d’affinage) permet d’obtenir des produits présentant des caractéristiques texturales et
gustatives tres différentes.

Il existe huit grandes familles de fromages : pate fraiche, pate molle, pate persillée, pate

pressée, pate dure, pate filée, les fromages de lactosérum et, enfin, les fromages salés
conserveés en saumure (St-Gelais et al., 2002).
Dans cet écosysteme, les bactéries lactiques jouent un réle primordial, non seulement parce
qu’elles interviennent des les premicres étapes de fabrication des fromages, mais aussi parce
que leur action est déterminante sur les autres microorganismes et le fonctionnement du
bioréacteur fromage (Chamba, 2008).

11.2. Les différentes bactéries lactiques utilisées en fromagerie

Elles appartiennent principalement a trois genres : Lactobacillus, Lactococcus et
Streptococcus qui se différencient, entre autre, par leur activité acidifiante. Les lactobacilles
utilisés pour leur activité acidifiante sont thermophiles et appartiennent au groupe I :

Lb. Delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. Delbruecki issp. lactis et Lb. helveticus. Se développant
assez difficilement au pH initial du lait, les lactobacilles thermophiles ne sont jamais utilisés

seuls en fromagerie (Hassan et Frank, 2001 ; Chamba, 2008).

Lactococcus lactis est la seule lactocoque utilisée industriellement en fromagerie. Les deux
sous especes Lc. Lactis ssp. lactis et Lc. Lactis ssp. cremoris se distinguent essentiellement
par leur capacité acidifiante et leur sensibilité a la tempeérature. Le biovar. Lc. Lactis ssp.
Lactis biovar. diacetylactis utilise le citrate, produit du diacétyle, de I’acétoine et du CO,. Les
lactocoques sont utilisés dans la majorité des technologies fromagéres ou ils peuvent
constituer le seul ensemencement en bactéries lactiques. Streptococcus thermophilus est le

seul streptocoque habituellement utilisé en fromagerie mais, toujours en association avec

-



Synthese Bibliographique

d’autres espéces. Il y’a quelques années, une nouvelle espéce St. macedonicus a été mise en
évidence (Chamba, 2008).

D’emploi moins fréquent, les leuconostocs sont essentiellement utilisés pour leur production
de composés aromatiques et de CO, utile pour assurer I’ouverture de certains fromages. Les
lactobacilles hétérofermentaires facultatifs (groupe 1) commencent a étre utilisees comme
ferment de fromagerie dont les principales especes utilisables sont Lb. casei, Lb. plantarum,
Lb. paracasei et Lb. rhamnosus. Par ailleurs, certaines souches parmi ces espéces sont
utilisées pour leurs propriétés probiotiques (Gardinier et al., 1998 ; Chamba, 2008).

11.3. Roles et propriétés attendues des bactéries lactiques en fromagerie

En fromagerie, I’objectif principal est d’atteindre les valeurs cibles en termes d’extrait sec,
la gestion de I’égouttage est étroitement liée a I’acidification du produit au cours de sa
fabrication. L’impact fermentaire sur la qualité des produits est donc tres important. Les
fournisseurs de ferments industriels proposent aujourd’hui des associations de ferments tres
spécifiques de fagon a avoir la cinétique d’acidification souhaitée (Branger et al., 2007).
Les principales fonctions des bactéries lactiques en fromagerie sont résumées dans le tableau
02.

-
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Tableau 02 : Réle des ferments lactiques en fromagerie (Branger et al., 2007).

Propriétés des ferments lactiques

Effets sur le produit

Transformer les sucres en acide lactique

Abaissement du pH

- conservation des produits

- limitation du développement de
bactéries nuisibles

- modification de la micelle de caséine
Solubilisation des minéraux liés a la
caséine

- action sur I’égouttage des caillés
(teneur en eau)

- action sur la texture des fromages
Diminution de la concentration en lactose
- production de lactate (action sur la

flaveur des fromages)

Transformer les sucres en CO2

Libération de CO2
- ouverture utile en pates molles et pates
persillées

- ouverture nuisible en pates pressées

Transformer les citrates

Formation de diacétyle
- recherché en fromages a pate fraiche et

molles

Transformer la caséine

Protéolyse pendant la maturation

- activation de la croissance (peptides,
acides aminés) Protéolyse pendant
I’affinage

- modification de la texture, couleur,

flaveur

Produire des polysaccharides

Epaississement du milieu pour les pates
fraiches

- augmentation de la viscosité par
libération de polysaccharide pendant la

fermentation lactique

-
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11.4 . Technologie fromageére
11.4.1. Principes généraux de la technologie fromagere

Le fromage correspond a une véritable conserve alimentaire, obtenue grace a 1’élimination
plus ou moins poussée de I’eau du lait et de la récupération des maticres séches. Selon Brulé

et al., (1997), la transformation du lait en fromage comporte trois étapes principales :

_ La coagulation du lait qui est obtenu suite a des modifications physicochimiques des
micelles de caséines sous I’action d’enzymes protéolytiques et (ou) de 1’acide lactique,

entrainant la formation d’un réseau protéique tridimensionnel appelé coagulum ou gel,

_ L’égouttage du caillé qui assure une déshydratation partielle du coagulum obtenu par

séparation d’une partie du lactosérum,

_ L’affinage qui se caractérise par des transformations biochimiques des constituants du

caillé, essentiellement sous I’action d’enzymes microbienne.

Dans la plupart des fabrications, entre 1’égouttage et 1’affinage, se situe 1’opération de salage
qui représente a la fois un complément d’égouttage et un facteur important de la maitrise de

I’affinage par action sur ’activité de I’eau.

Selon les paramétres mis en ceuvre au niveau des différentes étapes de transformation du lait

en fromage, Lenoir et al.(1985) ..

11.4.2 Les fromages a pate molle

Les fromages identifient par une définition 1égale donné par 1’article 9 du décret du 26 octobre
1953 de la reglement francaise (Cogitore. 1987) précisant que les fromages a pate mole sont
des fromages ayant subi indépendamment de la fermentation lactique, d’autres fermentations,
affinés, dont la pate n’est ni cuite, ni press€ et qui dans le cas échéant, peuvent comporter des
moisissures internes.

11.4.2.1 Le Camembert :

Le Camembert fait partie des fromages a pate molle et a croGte fleurie (décret n° 60- 172 du
19 feévrier 1960).

Ainsi, la dénomination Camembert est réservée a un fromage a pate molle, a égouttage
spontané, a caillé non déversé, en forme du cylindre plat, d’un diamétre de 10-11 a 15 cm,
fabrique avec du lait empresure, a pate legérement salée, a moisissures superficielles

renfermant au moins 40 gramme de matiére grasse par 100 gramme aprés compléte
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dessiccation et dont le poids total de la matiere séche ne doit pas étre inférieur a 110 grammes
(Cogitore. 1987)

11.4.2.2. Composition physico-chimique de Camembert

Le fromage de type Camembert est riche en protéines, lipides, minéraux et vitamines,

Le tableau n°3 suivant présente la composition moyenne du fromage a pate molle de type
Camembert.
Tableau 3: Composition moyenne de fromage a pate molle et & croute fleurie de type
Camembert (Guégen. 1979)

Eau 50(g)
Energie 310(mg)
Glucides 4(g)
Lipides 24(g)
Protéines 20(g)
Calcium 400(mg)
Phosphore 250(mg)
Magnésium 20(mg)
Potassium 150(mg)
Sodium 700(mg)
Zinc 5(mg)
Vitamine A 1010(U.1)
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Figure 6 : La diversité des fabrications fromageres Lenoir et
al.(1985)
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1-Lieu et objectif de I’étude

/////

niveau de la ferme expérimentale de Hassi-Mameéche affiliée a I’Université Abdelhamid lbn
Badis de Mostaganem

L'objectif défini pour cette étude est de déterminer:

-Quelques aptitudes technologiques de deux bactéries lactiques a savoir, issues d’un Fromage
traditionnel (camembert du Tessala) préparé dans le cadre du Doctorat de Mr DAHOU.A

- d’essayer de valoriser ces bactéries testées dans la fabrication au laboratoire d’un fromage a

pate molle de type traditionnel
2- Origine des souches lactiques utilisées

Pour realiser cette étude ; 04 souches de bactéries lactiques ont été fournies par mon
encadreur de mémoire Mr DAHOU.A. Ces souches lactiques ont été préalablement identifiées

par les galeries APICHL dans le cadre du doctorat.
3- Matériel et milieu
Pour la réalisation des difféerentes parties expérimentales, on s’est servi du matériel suivant:

e Lait Silhouette a 0% M.G pour la revivification des souches
e lait de la vache de la ferme expérimentale
e Lait reconstitué pour un amendement protéique

e Eau physiologique : utilisée pour les dilutions.
Milieux de culture : les milieux de culture listés utilisée:

e Gélose aux triglycérides : pour I'étude du pouvoir lipolytique.

e Milieu PCA (Plate Count Agar) additionné de lait écrémé : pour I’étude du pouvoir
protéolytique des différentes especes testées

e Gélose hypersaccharosée pour I'étude du pouvoir texturant

e Gélose Gibson Abdelmalek pour 1’étude du pouvoir fermentaire

-



Matériel et Méthodes

6. Méthodes
6.1 Revivification des souches lactiques

Les souches lactiques identifiées auparavant et conservées sur milieu M17 glycérolé sont

revivifiées d’une part sur bouillon M 17 et d’une autre part sur du lait demi écrémé stérile.

La technique consiste a prendre un volume de 100 ul de la souche conservée et de
I’ensemencer dans un tube a essai stérile contenant Sml de bouillon M17 déja préparé, apres

une incubation a 30°C (température optimale de croissance des espéces Lactococcus lactis et

pediococcus) pendant 24 a 48 heures. La croissance est appréciée par I’apparition d’un trouble

sur le milieu. M17 et une coagulation du lait demi-écrémé
6.2.-Etude de caractéres morphologique
6.2.1 Observation macroscopique

En se basant sur I'observation des colonies de Lactococcus et de Pediococcus permet de
déterminer I'aspect, la taille, la forme, et la couleur des colonies des cultures bactériennes

obtenues sur gélose M17
6.2.2 Observation microscopique:

L'examen microscopique a été effectué par coloration de Gram, sur des frottis bactériens de
cette coloration, elle permet de décrire la forme (bacilles ou coques) des cellules, I’aspect

(lisse, opaque, transparent) et leur mode d’association (amas ou isolé en chaines).
. Test de production de catalase:

La catalase est une enzyme respiratoire produite par les bactéries aérobies strictes ou
facultatives. Cette enzyme dégrade le peroxyde d'hydrogéne (H.0,) en eau (H,O) et en

oxygene (O,)

2 H,0, - 0, + 2 H,0.

Pour mettre en évidence la production de cette enzyme, on préléve une colonie bien isolée,

qu'on étale avec I'anse de platine sur une lame et on ajoute une goutte d'eau oxygénée a 10%.

.
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La présence de catalase se manifeste par une effervescence qui indique une formation de

bulles d'air, dues a la dégradation de I'eau oxygénée (Guiraud, 1998 ; Prescott, 2003).
6.4. Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques:
6.4.1. Le pouvoir acidifiant

Ce test est réalisé pour mettre en évidence la capacité d’une culture inoculée sur milieu

standard (lait stérilisé), a produire une grande quantité d’acide lactique (Larpent, 1997).

Il consiste en la préparation du milieu lait écrémé a 10% dans un flacon de capacité 250 ml.
Apreés stérilisation et refroidissement a la température de 30°C, le flacon est ensemencé par la

culture lactique revivifiée.

Apres incubation & 30°C, a un intervalle du temps Oh, 2h, 4h, 6h .8h et 24h un volume 10ml
du lait est prélevé puis titré par la soude Dornic en présence de 3 gouttes de phénolphtaléine,

jusqu’au virage de la couleur au rose pale persistant au moins 10 secondes (Larpent , 1990).

L’acidité est déterminée par la formule :

Acidité (°D) = V NaOH x 10 Ou : V NaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide

lactique contenu dans les 10ml de lait.

.
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Ensemencement de } (o) 00
la souche sur la boite

o
O O
O
Incubation & 30°C/ 24h prélévement de 2 4 3 colonies
Ensemencement des colonies

dans 9ml de lait H

Incubation & 30°C/24h
Prélévement de Iml du Lait
cnsemence
Iml du lait ensemencé

+ 99ml du lait

Acidité (°D) =V NaOH x 10

soit 1D°=0,1g d’acide lactique

Figure N ° 07:Le protocole a pour la réalisation du pouvoir
acidifiant.

6.4.2 Le pouvoir protéolytique

Pour déterminer I’activité protéolytique des bactéries lactiques, le milieu proteolytique (PCA
au lait ecrémé) a été coulé, solidifiée et sechée. Ensuite les souches lactiques issues des pré-
cultures de 24 heures, y sont ensemenceées par la technique des multipoints a I'aide d’une
micro-pipette sur des disques de papier wattman stériles déposés séparément sur la gélose du

milieu protéolytique(chaque disque recevra un volume de 20ul de la culture jeune) .Les boites
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sont incubées a 30°c pendant 24-48h. La protéolyse est révélée par I’apparition des zones

claires autour des disques (Veuillemard, 1986).
6.4.3 Le pouvoir lipolytique

La lipolyse est mise en évidence sur gélose aux triglycérides. Cette derniére a été coulée et
solidifiee. Des disques de papier Wattman stériles ont été déposés en surface de cette gélose,
puis chaque disque recoit 10ul d'une culture jeune. Aprés une incubation a 30°C pendant deux

jours, la lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement autour des disques (Guiraud,

2003).
6.4.4 Le pouvoir texturant

Ce test permet la détection des colonies larges et gluantes sur gélose hypersaccharosée. Les
souches a tester sont ensemenceées en stries sur gélose hypersaccharosée déja coulée et
solidifiée. Aprés incubation a 30°C pendant 24 a 48h, la production des exopolysaccharides se

manifeste par ’apparition de colonies larges et gluantes.
6.4.5 Le pouvoir aromatisant par la Production d’acétoine

Pour réaliser ce test, du lait écrémé stérile (a 9%) a été réparti en tubes. Chaque tube recoit
une culture a tester. Apres une incubation a 30°C pendant 24 h et vérification de la
coagulation, 5 gouttes des deux réactifs VPI et VPII ont été ajoutés a chaque tube positif,
suivi d’une agitation intense. Apres un délai de 10 minutes, une coloration rose traduit la
formation d’acétylméthylcarbinol. Cette substance se transforme en acétoine sous 1’action de

la soude (VPII) et se combine avec 1’a-naphtol (VPI) en donnant un complexe rouge.
6.4.6 Recherche du type fermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires. Il consiste a mettre en évidence la production de gaz (COz2). Pour se faire,
le milieu Gibson-Abdelmalek préalablement fondu, refroidi et solidifié a été ensemencé par
les cultures bactériennes par piqtre centrale, puis un bouchon d’une gélose blanche stérile a

été coulé en surface.

L’incubation est faite a 30°C pendant 7 jours. Le développement d’une bactérie

homofermentaire ne provoque pas de discontinuité entre le milieu et le bouchon de la gélose
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blanche. Le gaz produit par un métabolisme hétérofermentaire pousse, au contraire, le

bouchon de la gélose vers le haut du tube.

6.5 Essai technologique des souches lactiques mésophiles dans lafabrication d’un
fromage a pate molle traditionnel type camembert

Un essai technologique a été réalisé au laboratoire par la fabrication d’un fromage a pate
molle de type camembert traditionnel .Le diagramme de fabrication d’un camembert est
expliquée sur la figure pour réaliser notre essai ; notre encadreur a adapté un protocole suivant

le matériel disponible pour réaliser notre essai avec notre flore mésophile testée prealablement

| Réception du lait et stockage a £C |
¥
Pastenrisation du lait 4 95°C/3s

!

Refroidissement

.

Maturation du lait : ajout de chlomre de calcium + les ferments lactiques
mesophiles acidifiants

'

Emprésurage

.

Egouttage accentué par tranchage en morceaux de caillé de taille 4 I'entour de Iem

'

Repos du caillé sur sérum

'

1" et 2™ brassage (suivi de 10 mn de repos chacun)

'

Délactosage : soutiré du la lactosérum et ajouter de [ean tigde

'

Moulage dans des moules cyvlindrigues

'

Sammurage (aprés démoulage) dans une saumure+polvérisation des spores de . Camemberiie

¥
Affinage pendant 12-15j dans le Hiloir 4 10-12°C, H = 85-95%

:

Emballage

Figure N °08 : Diagramme expérimental de fabrication du Camembert
(Laboratoire des Sciences et Techniques)
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6.5.1. Etapes de fabrication suivant notre protocole expérimental établi

1-Pasteurisation :

Le lait est chauffé dans un ustensile pour une pasteurisation a 75°C pendant 15 secondes
2-Refroidissement :

Par ajout du lait reconstitue refroidi préalablement préparé

Le lait reconstitué a été ajouté pour compenser et amender la matiére protéique du lait de

vache de la ferme expérimentale
3- Ensemencement — maturation du lait a 37°C :

4-Coagulation du lait a37°C :
Coagulation apres emprésurage avec 19 a 25 ml d’extrait de présure animalepour 100 litres de
lait :
Temps de prise : 12min
Temps de coagulation : (temps de prise x4 )=12x4=48 min
Temps de raffermissement : (temps de coagulation + temps de prise) =48+12=60 min
5-Découpage du caillé - exsudation du lactosérum et brassage du caillé:
Apres le raffermissement, un découpage du caillé est effectué a 1’aide d’un tranche caillé en
acier inoxydable dont la taille des mailles est uniforme (2cm de cote) .Le découpage permet
I’exsudation du lactosérum du coagulum. La mise en ceuvre de deux brassages séparés avec
un intervalle de 30 min pour chacun puis, le lactosérum est soutiré a I’aide d’une louche
6- Moulage et égouttage :
A la fin de I’exsudation, le caillé est versé dans des moules en PET cylindriques (annexe 1) a
I’aide d’une louche de la méme matiére. De ces moules drainent du lactosérum a travers une
store d’égouttage (en plastique) dans des plateaux en inox superposés sur une paillasse.
L’égouttage commence au début du moulage et se termine le lendemain matin au démoulage,
cette étape est accélérée par une série de retournements. L’égouttage s’établi comme suit :
Une fois les moules sont remplis par le caillé fromager ; un premier retournement est effectué,
30 minutes apres le moulage, les moules sont retournés une deuxiéme fois apres trois heures
du moulage puis six heures apres.

e 1 erretournement : 30 minutes apres moulage

e 2eme retournement : 03 heures aprés moulage

-
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e 3eme retournement : 06 heures aprés moulage

7-Démoulage et salage :
Le lendemain, un démoulage est réalisé. : Les caillés de fromage se font sortir de leurs moules
manuellement par retournement. . On obtient le caillé qui a la forme du moule (rond)
Le salage a un triple role il

e Reléve la saveur du fromage.

e Complete I’égouttage du caillé.

e Permet la sélection des micro-organismes nécessaires a 1’affinage du camembert.
8-Affinage
Aprés salage, les fromages sont entreposés sur des claies dans une étuve de laboratoire concue
pour I’affinage (a une température de 12 a 15°C) pendant une douzaine de jours. Au bout du
troisieme jour, il est procédé au premier retournement puis tous les deux jours s’effectue un
retournement afin d’assurer une croissance homogéne des ferments fongiques sur toute la

surface du fromage et assurer une bonne activité enzymatique de la flore lactique et d’affinage
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| Préparation et controle des souches lactiques
1.1. Revivification et purification des souches lactiques

Suite aux revivification des 04 souches lactiques sur bouillon M17et sur lait UHT écrémé a
30°C pendant 24 heuresa 48 heures, il apparait un trouble sur les tubes M17et une coagulation
du lait UHT. La purification de ces souches sur le méme milieu gélosé M17 écrémé est
confirmée par une observation microscopique et appréeciée par le test de catalase et une

coloration de Gram

Figure 09 : Aspect des colonies
de croissance

1.2. Examen macroscopique

L’observation a I’ceil nu des cultures sur gélose M17a révélé des colonies visibles, de forme
ronde a lenticulaire avec une couleur blanchatre pour les lactocoques et de petite taille lisse

arrondie grisatre pour les pediocoques (Figure 10)

47
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Figure 11 : Aspect macroscopiques de Pediococcus 1 et 2

1.3- Examen microscopique

L’observation microscopique basée sur la coloration de Gram donné une colorationGram
positif. Les bactéries sont de forme cocci , diplocoques et en chainettes pour les
lactocoques et de forme coccis en tétrade pour les pediocoques (figures12).

Figure 12 : Aspect microscopique de Lactococcus 1 et 2
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Figure 13 : Aspect microscopique des Pediococcus let 2

II Résultats de I’étude des aptitudes technologiques :
2.1- Activité proteolytique

Les valeurs exprimées sur le tableau O4et les figures 14 et 15 représentent les résultats de
laprotéolyse des souches lactiques étudiées

L’activité protéolytique chez les bactéries lactiques est essentielle pour leur croissance dans
lelait, elle est ainsi impliquée dans le développement des propriétés organoleptiques
desdifférents produits laitiers (Yvon, 2006)

D’aprés la mesure des diamétres de lyse , il en résulte que pour toutes les souches étudiées ,
lediamétre de lyse augmente en fonction du temps , nous remarquons qu’apres 48 heures ,
lessouches Lc1 et Lc2 du genre Lactococcussont fortement protéolytiques avec une
protéolysede 13 a 15 mm de diameétre respectivement , les souches Ped1 et Ped2 ont présenté
des diameétres de protéolyse se situant entre 15 et 16 mm de diameétre .La valeur normative
maximale deprotéolyse est de 15 mm , au-dela de cette norme , celle-ci est considérée comme
uneprotéolyse excessive pouvant provoquer la production incontrdlée de peptides
amersresponsables d’amertume sur les productions fromageres de type frais , semi-affinés

ouaffinés comme bien décrit par (Buffa et al., 2005).
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Tableau N°4. Moyenne des diamétres de lyse en millimétre chez les souches étudiees apreés

48 heures d’incubation

Tableau 4: Diamétre des zones de ’activité protéolytique de souches testées

Bactérie | Lactl | Lactl | Lact2 | Lact2 | Pedl | Pedl | Ped2 Ped2
testée
Diameétre | 15 13 14 12 15 15 16 15
de lyse
(en mm)

Les figures N° 14 et 15montrent I’activité protéolytique des souches lactiques étudiées apres
48 heuresd’incubation

Figure 14 : Activite Figure 15: Activité
protéolytique de pediocoque protéolytique delactocoque

2.2- Activité lipolytique

D’apres les résultats obtenus, figurant dans le tableau N° 05 et illustrés par les figures 16et 17
onconstate que nos deux souches lactiques de pediocoques ne présentent aucune
activitélipolytique puisqu’elles ne présentent aucune zone de lyse caractéristique autour des
disques.Meyers et al. (1996) avaient déja rapportés la faible activité lipolytique des
pediocoques.Les lactocoques ont présente une activité lipolytique avec des diamétres de lyse
entre 13 et 14mm.Cette activité lypolitiqueinduite par la libération de lipases qui dégradent les
triglycérides en acidesgras a caractére aromatigque et donnant une texture moelleuse aux

fromages
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Tableau NO5 Résultats du test de lipolyse des souches lactiques étudiées apres 48

heuresd’incubation

Tableau 05 : Diamétre des zones de lipolyse de I’activité lipolytique des soucheslactiques

Souches | Lacl | Lacl |Lac2 |Lac2 |Pedl |Pedl |Ped2 |Ped2
testé
Diameétr | 13 14 13 13 / / / /
e encm

Figure 16 et 17 Résultats du test de lipolyse des quatre souches lactiques Lcl — Lc2 et Ped1-
Ped2

Figure 16 : Activité lipolitique Figurel7 : Activité lipolitique
de lactocoque de pediocoque

3- Pouvoir acidifiant

Les bactéries lactiques sont reconnues par leurs pouvoirs acidifiant .Dans le présent travail,
nous avons testé les 04 souches lactiques étudiées appartenant au genre Lactococcus et
Pediococcus, en suivant I’évolution du pH et de I’acidité Dornic en fonction du temps .Les
résultats obtenus sont résumés dans les tableaux 06 et représentés surles figures 18 et 19.
D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que toutes les souches étudiées ont un
pouvoir acidifiant appréciable en produisant de 1’acide lactique progressivement en

fonctiondu temps .Cette acidité produite accompagnée d’un abaissement du pH du lait
provoque unecoagulation lactique.
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- Témoin

Figure 18 : Gel lactique produit par le Figure 19 : Gel lactique produit par

pouvoir acidifiant lactocoque le pouvoir acidifiant pediocoque

Tableau N°06 : Evolution du pH —Acidité Dornic en fonction du temps

Acidité initiale du lait : 16°D

PH initial : 6,68
Souche | 02H 06H 12H 24H
Acidité | PH Acidité | PH Acidité | PH Acidité | PH
°D °D °D °D
Lacl 20 6,48 23 6,38 41 5,42 110 4,71
Lac2 20 6,46 24 6,32 44 5,43 118 4,65
Ped1 17 6,64 19,5 6,53 32 6,25 72 5,28
Ped?2 17 6,63 19 6,55 35 6,18 68 5,37

Les résultats obtenus sont en fonction du temps d’incubation de nos échantillons de
laitsreconstitués, stérilisés et additionnésavec nos souches lactiques testées. Nous avons
constaté une nette diminutiondu pH accompagné d’une évolution progressive de ’acidité
Dornic .Un phénoméne dd a laproduction de I’acide lactique suite a la fermentation du lactose
par les bactéries lactiquesmises en culture.Selon Bourgeois etLarpent, 1996, I’acidité titrable
est une expression de I’acidité développéedans le lait par la fermentation du lactose en acide

lactique.
Apres 24 heures d’incubation, la souche Lc2 est la plus performante avec une acidité de

118°D suivie de la souche Lcl avec une acidité de 110°D et dePed1 —Ped2 respectivement
avecdes acidités Dornic de 68 et de 72 °D
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Cela confirme ’activité protéolytiqueainsi que lactique des pédiocoques qui jouent un
roleimportant dans 1’affinage des fromages et I’amélioration de la consistance-godt et

odeurcaractéristique des fromages lactiques affinés
Dans cette étude, les conditions de fermentation étaient les mémes pour toutes les souches ,
Parconséquent, la différence des propriétés acidifiantes dépend de la spécificité de chaque

souche comme il a été rapporté dans les études de Badis et al.(2005)

Evolution du potentiel hydrogene ""pH"* des souches
testées
8
7
6
1
u 5
2 4
T 3
2
1
0
Lacl Lac2 Pedl Ped2
M PH initial 6,68 6,68 6,68 6,68
B PH apres 2H 6,48 6,46 6,64 6,63
™ PH apres 6H 6,38 6,32 6,53 6,55
B PH apres 12H 5,42 5,43 6,25 6,18
m PH aprés 24H 4,71 4,65 5,28 5,37

Figure 20 : Evolution du pH des souches testées

2.4- Recherche de type fermentaire

Ce test a révélé que nos bactéries lactiques étudiées sont homofermentaires. Cela a été mis
enévidence par la non production de gaz (CO,). (Figure 20profil fermentaire de nos souches
étudiée) .Le développement d’une bactérie homofermentaire ne provoque pas de discontinuité
entre lemilieu et le bouchon de la gélose blanche. Le gaz produit par un
métabolismehétérofermentaire pousse, au contraire, lebouchon de gélose vers le haut du tube
(Ghazi etal., 2009)
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Figure 21 : Profil fermentaire de nos souches étudiées

2.5- Pouvoir aromatisant

La production de composés d’ardmes par les souches étudiées est unefonctionnalité

technologique importante lors de 1’élaboration des produits laitiers fermentés.

Nos especes étudiées n’arrivent pas a produire des aromes(acétoine) par la non formation de

I’anneau rouge caractéristique.

Certaines études établies par Leroy et DeVuyst, (2004) et Raynaud et al., (2016) ont montré
quel’a-acétolactate est un composé instable (responsable de I’anneau rouge caractéristique),
ilpeut se transformer spontanément en diacétyle c’est ce qui a été obtenu dans notre étude
oulespédiocoques qualifiés de bactéries lactiques aromatiques non pas développées d’anneau
deprésence d’acétoine par la transformation de 1’ a-acétolactate en diacétyle . Cette derniére
estl’une des molécules aromatiques du catabolisme des acides aminés (acide aspartique),
ellepeut avoir comme origine la dégradation totale ou partielle de I’acide citrique pendant

lafermentation lactique.

Les bactéries lactiques qui métabolisent le citrate jouent un rdle important dans de
nombreuxprocédés laitiers car, chez ces bactéries, le métabolisme du citrate et du lactose
entraine laproduction de diacétyle, d’acétoine et de CO,, participant aux qualités aromatiques

ettexturales des fromages (Raynaud et al., 2016)
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Figure 22:Absence de production d’acétoine par les Lactococcus et les Pediococcus

2.6- Pouvoir texturant

La production des exopolysaccharides EPS produits ; parles souches lactiques étudiées a
donné des résultatsnégatifs sur la gélose hypersaccharosée. Ce test a montré que les souches
étudiées deLactococcus et de Pediococcus n’ont pas développé des colonies texturants et
gluantes. Il esta noter que tout développement sur un milieu hypersaccharosé de colonies a
aspect large etgluant t¢émoigne une production d’un agent épaississant, les
exopolysaccharides.La production des EPS par les bactéries lactiques est un phénomeéne
favorable a de nombreuxprocessus industriels alimentaires (Walling et al., 2001). Le
principal intérét de I'utilisation debactéries lactiques productrices d’EPS dans les ferments
lactiques lors de la productionfromagere est I’amélioration de la texture et la diminution de la

synérése. Les spécialistesfromagers ont démontré que 1’utilisation de souches productrices

d’EPS, dans la fabricationde fromage prévient la réduction de sa rigidité durant sa maturation.

Figure23 : Aspect des colonies de lact 1et 2 sur milieu hypersaccharosé
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Figure 24 : Aspect des colonies de pedlet 2 sur milieu hypersaccharosée

111 Essai de valorisation des souches lactiques dans la fabrication au laboratoired’un
fromage a pate molle type camembert :
En industrie fromagere, la qualité des fromages est largement déterminée par la
qualitéphysico-chimique (pH du fromage, G/S, taux de sel), sa qualité microbiologique
(déterminéepar sa flore lactique ) et la perception sensorielle qui est un processus
complexe. Elle estinfluencée par plusieurs facteurs tels que le contenu en composés

aromatiques, la texture et I’apparence (Edima, 2007).

Les fromages ont été fabriqués au laboratoire des Sciences et Techniques de Production
animales. Les souches mésophiles revivifiées que nous avons contrdlé ont été utilisées
dansla transformation d’un lait épuré, lait de vache épuré par bactofugation au niveau de la
laiterieErrawda et amendé avec un apport protéique avec un lait reconstitué avec de la
poudre de laitfromagére « lowheat », innovation technologique de traitement initial de la
matierepremicre, nécessaire a la maitrise des populations microbiennes et 1’obtention d’un

fromagecontrdlébactériologiquement.

E




Résultats et Discussion

3.1 Suivi del’évolution physico-chimique et microbiologique des fromages en affinage

Tableau 07 : Resultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques des fromages au

démoulage

Type d’analyse

Fromage au démoulage

Analyses physico-chimiques des fromages en
affinage Témoin mésophile Mésophile avec
flore d'affinage
1/ ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES
DES FROMAGES
PH 4,8 4,8
Acidité Dornic 90 90
EST% 41 41
MG% 16 16
MP% 23,5 23,5
Humidité% 54 54
Taux de sel% 0,25 0,25
G/S % 39,02 39,02
Température °C 18 18
2/ ANALYSES MICROBIOLOGIQUES
DES FROMAGES
Flore totale UFC/g 1750000 1800000
Flore lactique mésophiles a 30°C UFC/g
(cellules viables) 1280000 1215000
Flore bactérienne d'affinage a 15 °C UFC/g
(cellules viables) Absence 950

F
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Tableau 08 : Resultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques des fromages

apres salage

Type d’analyse

Fromage apres salage

Analyses physico-chimiques des fromages en
affinage

Témoin mésophile

Mésophile avec
flore d'affinage

1/ ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES DES

FROMAGES

PH 4,7 4,7
Acidité Dornic 95 95
EST% 41,5 41,5
MG% 15,8 15,8
MP% 23 23
Humidité% 54 50
Taux de sel% 1,85 1,9
G/S % 38,07 38,05
Température °C 15 15
2/ ANALYSES MICROBIOLOGIQUES DES
FROMAGES
1250000 1350000
Flore totale UFC/g
Flore lactiqgue mésophiles a 30°C UFC/g 1215000 1100000
(cellules viables)
Flore bactérienne d'affinage a 15 °C UFC/g
(cellules viables) Absence 785

F
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Tableau 09 : Resultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques des fromages aj+3

Type d’analyse

Fromage a j+3

Analyses physico-chimiques des fromages en
affinage
Mésophile avec flore
Témoin mésophile d’affinage
1/ ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES
DES FROMAGES
4,7 4,7
PH
95 95
Acidité Dornic
41 41
EST%
15,6 15,6
MG%
22,7 22,7
MP%
52 52
Humidité%
1,9 1,9
Taux de sel%
38,05 38,05
G/S %
12,7 12,8
Température °C
2/ ANALYSES MICROBIOLOGIQUES
DES FROMAGES
1200000 1275
Flore totale UFC/g
Flore lactiqgue mésophiles a 30°C UFC/g 1185000 97500
(cellules viables)
Flore bactérienne d'affinage a 15 °C UFC/g Absence 1250
(cellules viables)
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Tableau 10 : Resultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques des fromages a

+7

Type d’analyse

Fromage a j+7

Analyses physico-chimiques des fromages en
affinage

Temoin mésophile

Mésophile avec flore d’affinage

1/ ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES
DES FROMAGES

5 52
PH
70 75
Acidité Dornic
40,7 40,5
EST%
15,5 15,2
MG%
22,5 22,1
MP%
51,7 51,8
Humidité%
1,87 1,85
Taux de sel%
38,08 37,53
G/S %
12,5 12,4
Température °C
2/ ANALYSES MICROBIOLOGIQUES
DES FROMAGES
975000 925000
Flore totale UFC/g
Flore lactique mésophiles a 30°C UFC/g 75000 65000
(cellules viables)
Flore bactérienne d'affinage a 15 °C UFC/g Absence 5200
(cellules viables)
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Tableau 11 : Resultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques des fromages a

j+10

Type d’analyse

Fromage a j+10

Analyses physico-chimiques des

Témoin mésophile

Mésophile avec flore

UFC/g (cellules viables)

fromages en affinage d’affinage
1/ ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES
DES FROMAGES
53 5,6
PH
71 62
Acidité Dornic
40,2 40,2
EST%
15,4 15
MG%
21,8 21,3
MP%
51,4 51,6
Humidité%
1,82 1,8
Taux de sel%
38,31 37,31
G/S%
13,4 13,5
température °C
2/ ANALYSES MICROBIOLOGIQUES
DES FROMAGES
750000 715000
Flore totale UFC /g
Flore lactique mésophiles a 30°C UFC/g 13500 27500
(cellules viables)
Flore bactérienne d'affinage a 15 °C Absence 98000

.
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Tableau 12 : Normes de suivi « F.I.L » Référence ISO 707/ F.1.L octobre 2018

Normes de suivi des fromages

de la Fédération Internationale du Lait

1/ ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES

DES FROMAGES

PH 58a6,5
Aciditée Dornic 55a60
EST% 345a375
MG% 15,10 a 15,5
MP% 20a21
Humidité%o 52 a 56
Taux de sel% 1,5a41,65
GIS % 40 a 45
Température °C 12415
2/ ANALYSES MICROBIOLOGIQUES
DES FROMAGES
Flore totale UFC /g 750000 a 1000000

@



Résultats et Discussion

L’essai du fromage fabriqué avec les souches lactiques a donné les résultats escomptés
comparativement a la norme de la Fédération internationale du lait « F.1.L » Référence ISO
707/ F.1.L octobre 2018 definie pour les analyses microbiologiques et chimiques des produits
laitiers dont le fromage a pate molle type camembert traditionnel fabriqué avec une flore

mésophile

Notre essai de fromage a atteint les qualités physico-chimiques , microbiologiques et
sensorielles souhaitées apres seulement 16 jours d’affinage car conformément un camembert
traditionnel & base de flore mésophile développe ses qualités organoleptiques entre 12 et 20
jours d’affinage .La flore lactique a permis d’optimiser le temps d’affinage avec 1’obtention

des caractéristiques :

1- Physico-chimiques
De G/S de 42,19%
Un pH d’une pate molle stabilisée de 5,7

2- Microbiologiques
Une viabilité de nos cellules bactériennes
Notre approche scientifique avec ceux de Desmasures., 1995 et Leclercg-Perlatet al.
2004concordenteneffet;ilestnécessaire  de  modéliser  la  technologie  de
transformationavec les souches lactiques mixtesutiliséesaux propriétés biochimiques
spécifiques trés ciblées afin d’obtenir un équilibre contrdlé et un camembert aux

propriétés intrinséques recherchées.

3.2 Appréciationsensorielle de nos essais de fromage
Les résultats des tests de dégustation du fromage fabriqué par rapport au témoin fabriqué avec
une flore thermophile revivifiée par 1I’étudiante en master « Melle BOUBEKER » sont

résumésdans le tableauN°13.
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Tableau 13 : Résultats du test de dégustation a J+16 pour notre fromage a base de souches

mésophiles par rapport au témoin avec des souches thermophiles a J+10.

Examen Fromage Fromage
Test Avec Avec
de dégustation Souche Souche
Mésophile Thermophile

1/ Examen visuel

Aspect de la surface 7,5 7
Aspect du fromage 7,25 7
2/ Examen olfactif
Aréme 7,85 7,15
Intensité 8,1 7

3/ Examen gustatif

Saveur 8,25 7
Sensation 7,85 7
Appréciation générale Note /10 7,80 7,03
Classement des fromages
Finale 2 4
Durée d'affinage en jour 16 10
PH Final 6,08 6,12

La qualité organoleptique du fromage fabriqué, testée par le jury de dégustation sur
L’ensemble des caractéres est cotée bonne. Les résultats indiquent une différence significative
par rapport au témoin. Des notes de 7,80 sont données au fromage fabriqué avec notre flore
mésophile contre 7,03 au témoin.

Cela est dd a ce qui suit :
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Notre fromage fabriqué avec des souches mesophiles a atteint son affinage a J+16 lui
permettant de développer les qualités intrinseques souhaitées induisant une différence de la
qualité sensorielle constatée de point de vue olfactive et gustative

Cela indique que nos souchessélectionnees possedent des bonnes aptitudes technologiques qui

peuvent étre exploitées.

3.3 Controle de la viabilité des cellules lactiques

La détermination de la concentration moyenne en cellules bactériennes viables de nos
mélanges de culture mésophile a été effectuée au fur et a mesure de ’avancement de
I’affinage. On constate que les proportions de dominance sont différentes tout au long de
I’affinage a cause des réactions biochimiques et des interactions bactériennes qui s’operent et
qui sont a I’origine de la croissance sequentielle avec une diminution de la flore lactique en
fin d’affinage. Parmi les principaux facteurs d’induction de déclin de croissance de nos
bactéries, il convient de signaler la présence de la flore acidifiante dont les lactocoques et la
prolifération exponentielle d’autres telles que la flore halotolérante représentée par la flore
fongique le Péniciliumcamemberti ou candidum. On remarquera également 1’influence de
certains facteurs physico-chimiques dont la température, le pH du substrat fromager sans
oublier le choc osmotique induit par le salage, ce qui provoque la destruction de certaines
cellules bactériennes et la libération de leur contenu intracellulaire composé d’enzymes ayant
un réle important dans le développement de la flaveur et de la texture au fromage, ainsi que
des acides nucléiques, des vitamines et des minéraux pouvant directement ou indirectement,
stimuler la croissance d’autres microorganismes responsables de 1’affinage (Lortal et

Chapot-Chartier, 2005) .
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Conclusion et Perspectives :

Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement depuis des siecles dans la fabrication
de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers. Elles ont un intérét industriel
tout particulier, ou elles sont utilisées pour améliorer les caractéres organoleptiques de
différents produits alimentaires (le godt, la saveur, la texture, I'ardbme de produits comme par

exemple le lait fermenté, le yaourt, le fromage, le pain et les produits carnées...etc.)

Au cours de cette étude, quatre souches lactiques mésophiles appartenant au genre
Lactococcus et Pediococcus ont fait préalablement I'objet d'une évaluation in vitro de leurs
aptitudes technologiques a savoir: Le suivi du pouvoir acidifiant, de la production d'acide
lactique, des activités protéolytiques et lipolytiques, du pouvoir de production de molécules
aromatiques, de la croissance sur milieu hyper-saccharosé (pour la production d'EPS) et de
leur profil fermentaire .Enfin toute cette évaluation pour une application de ces souches

lactiques dans un essai de fabrication d’un fromage a pate molle type camembert traditionnel.

Les souches (Lcl et Lc2) étaient les plus performantes en production d'acide lactique ;
cette acidité produite stimule la coagulation du lait et en méme temps la bioconservation du
produit laitier fabriqué, ces lactocoques présentent aussi un pouvoir protéolytique tres
important, une hydrolyse les lipides (par des lipases) ; ce qui contribue a I'aromatisation des

produits laitiers.

Les souches Pediococcus 1 et 2 sont moins performantes par la production d’acide lactique
et par I’activité protéolytique et aromatisants, mais ne sont pas lipolytiques (aromatisation non
caractérisée sur test d’acétoine). En effet, ces bactéries, ont montré une bonne production du
diacétyle améliorant la qualité organoleptique de I’essai de fromage trés apprécié par le jury
de dégustation par rapport a un témoin de type stabilisé plus fade en saveur aromatique d’un

camembert traditionnel.

Les souches étudiées ont donné satisfaction a I’essai de fabrication d’un fromage a pate

molle type camembert traditionnel

Par leurs activités surtout acidifiantes et protéolytiques, on a pu obtenir un coagulum
ferme sans pertes de protéines sériques lors de la synérése du lactosérum avec un bon
rendement fromager sans oublier par leur capacité de dégrader la caséine du caillé lactique ;

nos souches sont capables de contribuer a I’hydrolyse des protéines en affinage en acides

.
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aminés indispensable a la maturation du caillé fromager et a I’obtention de la qualité

sensorielle sollicité

En perspectives, il serait intéressant de continuer 1’étude en réalisant les points suivants :

Plusieurs répétitions ;

Augmenter le nombre de combinaisons des bactéries lactiques a intérét du
souchier disponible au laboratoire de recherche LSTPA ;

Identifier génétiquement les souches ;

Etudier 1’activité protéolytique pour les cultures mixtes ;
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ANNEXES A
1-Les milieux de culture

Gélose MSE (pH 6.8)

o  EXIrait de VIANGE.......coccveiecie e 10g

o EXUrait de JEVUIE .....oviiiieee e 39

®  PEPLONE ..o 2.59

@ SACCNAIOSE ..o s 150g

0 K2HPOA ... 29
NBCL .. e 19

@ MQSO4, TH20.. ..ot 0.2g9

@ AN i 159

o  EQU diStIlIER GSP ..voreeiiiieieeee e 1000 ml

e Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Gélose aux triglycérides (pH 6.5)

®  PEPLONE ..o s 59

o EXUrait de JEVUIE .....ocviiiiiiee e 39
®  THIGIYCAIIURS ... 10ml
® AN e 159
e Stérilisation a 110°C pendant 5min.

Milieu Gibson-Abdelmalek (pH 6.5)

o  EXrait de IEVUIE ....ocviieeeee e 2.5¢

©  GIUCOSE ..ttt ettt 509

@ JUS B TOMALE.....cuiiiieiecee et 100ml

LS - | SRS 800ml

o Gélose NULritive OrdiNAITE ........cccoveiieiicie e, 200ml
e Stérilisation par tyndallisation, 3fois pendant 30min a 100°C.

Le milieu PCA au lait écrémé
e On autilisé de la PCA avec du milieu lait écrémé sans levures a 10%
Milieu Plat count agar PCA(pH7)

TIYPIONE. .. 69

EXIrait de IBVUIE.......ovvieiieie e 2,59
GIUCOSE. ...t 19

L0 L= (o T | SRR 159
Stérilisation par autoclavage a 121°C pendant 15 min.

Gélose nutritive ordinaire (milieu GNO)
e Extraitdeviande...............coiiiiiiiiiiiiii S5¢g
o Peptone.......oooiiiiiii 10g




e Chlorure de sodium...........c.cooviiiiiiiiiiniennnn, 5¢g
e PH=7,2. Autoclaver 20 min a 120°C.

Le milieu lait écrémé:

®  COMPOSITION.....cuiieriicte ettt et v et e st e v s e sae v e besaeseneebesnannnes g/l

L I | OO PO PP PP PP PO 100g

®  EXLrait de IEVUIE .o 5g

®  EQU AISLIllE oo 1000 ml

-



Annexes B

2 La solution NaOH pour le titrage:

COMPOSITION....cveieieiietie ettt ettt sttt st s s e et e ses et e e seans s ens g/l

[N =1 L IS PTPTPPPPPPN 40g
Phénol phaline (indicateur de couleur : FOS€) ......cccoemereereeveceeeeecee e 0,05ml
Lo =1 ol Yo | USSR 30ml

LT LU I 1y o1 =TS UEPURRN 500ml

3 Coloration de Gram :

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :
- Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne ;

- Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une
minute ;

- Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;
- Décolorer avec de 1’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

- Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a
30 secondes ; - Laver a I’eau ;

- Aprés séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a
I'objectif (x100). Les bactéries & Gram positif apparaissent en violet et
les bactéries a Gram négatif en rose.







4. Produits chimiques et réactifs

¢ Violet de gentiane

e Fuschine

o Cristal violet

e Bleu de méthylene

e Pheénolphtaléine

e Réactif de VogesProskaeur (VPI et VPII)
e Ethanol

e Lugol

e Eau oxygénée
5. Appareillage :

e Plague chauffante avec agitateur
e Autoclave

e Bain marie

e Balance

e Ftuves

e Microscope optique

e pH métre

e Réfrigérateur de conservation

e \Vortex électrique
Petits matériels :

e Anse de platine
e bec bunsen
e Doites pétri,
e éppendorfs

e micropipette et de la verrerie.

.



4 Fiche de dégustation : Analyse sensorielle des fromages

Fiche d’analyse sensorielle comparative des fromages (F.I.LL 2018) Date :
Nom du dégustatateur : Fonction : Lieu :
type du fromage :
Examen Nom du | Points a | Vocabulaire
produit examiner
1/ Visuel Etat de la | Surface :lisse, seche, humide
surface Couleur :blanche,créme,jaune
Pate Elasticité :Souple,ferme,cassante
Homogénéité :homogeéne,crevasse
2/ Olfactif Ardmes Lactique : lait frais, naturel,
Autres :diacétyl,fermenté,synthétique
Intensité Forte,fade,typée,piquante
3/ Gustatif Saveurs Description de la saveur : Sucrée,acide,salée,amer
Descriptiondes
sensations :Douceur,piquant,crémeux,fondant,onctueux
Description de la finale bouche :Agréable, trés
typique,riche en ardbme, intense et persistante,plutot
courte

Observation aux dégustateurs : Mettre une croix sur I'appréciation (vocabulaire) accordée

au produit dégusté

Note d’appréciation sur 10 points : a noter sur la base des résultats formulés par les

dégustateurs

A/Etat de la Surface :

Surface /lisse : 1,5 , séche : 0, humide : 0,25
Couleur /blanche: 1 , créme: 0,5, jaune : 0

B/ Pate :

Elasticité/ Souple : 1 , ferme : 0,25, cassante : 0
Homogénéité/ homogene : 1, crevasse : 0

C/ Ardmes :

Lactique / lait frais : 1, naturel : 0,5

Autres/ diacétyl : 1, fermenté : 0,5, synthétique :0
Intensité/ forte : 0,25, fade : 0, typée : 1 ,piquante : 0
D/ Saveurs :

Description de la Saveur /Sucrée : 0, acide : 0,5, salée :0 , amer :0

Description des sensations / Douceur : 1, crémeux : 0,5, piquant : 0, fondant : 0,15 ,onctueux : 0,25

Description de la finale a la bouche / Agréable : 1, trés typique : 0,5 ,riche en aréme : 0,25 , intense et
persistance : 0,15, plut6t courte : 0

.



5 Etape de fabrication de camembert :

1_ Lait de mélange pasteurisé

2_Lait de mélange refroidi a la température
d’ensemencement

3_ Ensemencement - maturation

5-Découpage du caillé et exsudation du
lactosérum

7-démoulage et salage

E



Fromage « camembert traditionnel » avec la flore mésophile testée (affinage a J+16)

E



