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Introduction

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, sont largement
impliquées dans la fabrication des produits laitiers fermentés du fait de leurs activités
métaboliques particuliéres. La production d'acide lactique est essentielle & la production des
produits laitiers fermentés et leur confere une saveur typique (Labaoui et al.,2005).

Ces bactéries contribuent par leurs activités enzymatiques variées, a la production de
composés volatils qui participent au développement de I’arome, de la saveur, et de la texture
de plusieurs produits laitiers. Certaines bactéries lactiques produisent des exopolysaccharides
qui jouent un réle important dans le développement de la texture de plusieurs produits laitiers
(Labaoui et al.,2005 ; Dahou et al., 2015).

Actuellement, on définit les ferments lactiques comme étant des cultures pures ou des
mélanges de bactéries lactiques selectionnées et utilisées pour la fabrication de produits

fermentés comme les yaourts, et les fromages.

Depuis une dizaine d’année, un interét 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.

Parmi leur utilisation, les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I'industrie
laitiere. Elles sont parmi les plus importants groupes de micro-organismes utilisés dans la

fermentation alimentaires (Hikmate et al.,2012).

C’est dans ce contexte d’activité que nous nous sommes fixés comme objectif dans cette
¢tude de caractériser 1’activité acidifiante de certaines souches lactiques autochtones issus du
lait de vache, appartenant au genre Lactococcus lactis et Streptococcus thermophilus pour

I’élaboration d’un ferment a haute aptitude fromagere .

La premiéere partie de ce manuscrit, consacrée a I’étude bibliographique est divisée en deux
chapitres, portant sur des généralités sur les bactéries lactiques, I’activité acidifiante et le role
des bactéries lactiques. La partie expérimentale, sera quant a elle, traitée par I’introduction
d’un protocole expérimental dans la partie matériel et méthodes, suivi des résultats et

discussion et enfin d’une conclusion.
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Chapitre | : Bactéries lactiques

I.1. Présentation des bactéries lactiques

Définition des bactéries lactiques :

Les Bactéries lactiques sont de tres anciens microorganismes dont les ancétres ont pu voir le
jour il’ y a trois milliards d’années. A la fin du 19¢ siécle Robert Koch eu des retombées sur
la connaissance, le role et I'utilisation des BL .Donc, le concept des BL comme un groupe
d'organismes mis au point au début des 1900, précédée d'avant-garde scientifique et
développements techniques au cours de la derniére partie du 19éme siecle (Stiles et Holzapfel,
1997).

Les BL sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont Gram
positive non sporulantes, a oxydase négative, catalase négative, et immobiles. 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).

Les BL utilisées dans les fermentations laitieres peuvent étre divisées en deux groupes sur la
base de leur croissance optimale. Les bactéries mesophiles avec une température optimum de
croissance entre 20° C et 30°C et les thermophiles entre 30°C et 45°C. Alors que la majorité
de souches se développent a pH 4,0-4,5, certaines sont en activité a pH 9,6 et d'autres a pH
3,2 (Jozala, 2005).

Les différentes BL utilisées en fromagerie appartiennent principalement a trois genres :
Lactobacillus, Lactococcus et Streptococcus. Ces trois genres microbiens se différencient
particulierement par leur température optimale de croissance et leur propriété acidifiante
(Drider et Préost, 2009).

Elles sont ubiquistes, se trouvent dans différentes niches écologiques (lait, les produits
laitiers, viande, le poisson, les végétaux...), mais d’autres sont aussi membres de la flore
normale de la bouche, les muqueuses humaines et animales, dans le tractus digestif, et le
Partie 11 Synthese bibliographique 4 vagin des mammiferes (Drouault et Corthier, 2001).
(Salminen, 2004);( Carina Audisio et al., 2010).
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Chapitre | : Bactéries lactiques

I. 2. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bacteries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels, des végétaux (plantes
et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales et vaginales, feces et dans le lait).
Mais certaines especes semblent s’adapter a un environnement spécifique et ne sont guere

trouvées ailleurs que dans leurs habitats naturels (de ROISSART, 1986).

Les especes du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les réservoirs
naturels de la plupart de ses espéces. L’espece Lactococcus lactis subsp. lactis est isolée pour
la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue comme agent primaire
de I’acidification du lait caillé (SANDINE, 1988).

Parmi les especes du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait
pasteuriseé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux (JONES, 1978).

Les espéces du genre Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits, des
Iégumes (en particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la choucroute),
des produits de la panification (SUHIGARA, 1985). et des solutions visqueuses de sucre dans
les sucreries (DEVOYOD et POULLAIN, 1988).

Les espéces du genre Pediococcus sont presentes surtout dans les végétaux en décomposition,
parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages (Parmesan et autres
fromages italiens) et les préparations culinaires (Saucisses, anchois salés ou sauce de soja)
(CHAPMAN et SHARPE, 1981; DELLAGLIO et al.,; UCHIDA, 1982.; BACUS et BROWN,
1985B; VILLAR et al., 1985).

Les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents : dans le
lait et les fromages (Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb. brevis), dans
les laits fermentés (Lb. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentum), dans les produits végétaux
fermentés, les marinades, I’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées (Lb. brevis,

Lb. curvatus, Lb. buchneri et Lb. san franscisco) (DESMAZEAUD, 1996).
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Chapitre | : Bactéries lactiques

Taxonomie des bactéries lactiques

L’approche classique de la taxonomie bactérienne est fondée sur les caractéristiques
morphologiques et physiologiques auxquelles s’est ajoutée la composition de la paroi; les
acides gras (Alexandre et al., 2008). La premiére classification des BL a été établie en 1919
par Orla-Jensen sur divers criteres morphologiques et physiologiques (activités catalase et
nitrite réductase, type de fermentation) (Stiles et Holzapfel, 1997).

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des Firmucutes, a la classe des bacilli et a
’ordre des Lactobacillales (De vos et al., 2009).

Cet ordre comporte 33 genres répartis entre six famille qui sont : Lactobacilliaceae,
Aerococcaceae, Carnobacteriaccae, Enterococcaceae, Enterococcaceae, Leuconostococcae
et Streptococcaceae ,classées en se basant sur les analyses phylogenétiques des séquences de
I’ ARNr 16S (Ludwig et al., 2009).

Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques

e Genre Lactobacillus Le genre Lactobacillus a été créé en 1901 par Beijerinck. Les
bactéries de ce genre sont des bacilles ou des coccobacilles regroupées souvent en
chainettes, aérotolérantes et leur pH optimal de croissance est compris entre 5,5 et 6,5
(Pot, 2008) .

Le genre lactobacillus a été subdivisé par ORLA-JENSEN en trois groupes :

Groupe | ( Thermobacterium ) : comprend les lactobacilles homofermentaires thermophiles a

temppérature 45 °C .

Groupe Il : ( Streptobacterium ) : regroupe les lactobacilles homofermentaire mésophile et

peuvent étre hétérofermentaire en fonction du substrat .

Groupe Ill : (Betabacterium ) : ce sont des lactobacille hétérofermentaires .

e (Genre Lactococcus

La premiére description de Streptococcus lactis fut faite par Lister en 1873 lorsqu’il I’isola du

lait et lui donna a cette époque le nom de Bacterium lactis [Sherman 1937]. Ce n’est qu’en
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Chapitre | : Bactéries lactiques

1985 que Schleifer et ses collégues ont reclassé la bactérie S. lactis dans le genre Lactococcus
(Schleifer, et al. 1985).

une bactérie & Gram positif, non mobile, non sporulante, homofermentaire,
son métabolisme est hétérotrophe, anaérobie aérotolérante. Sa température optimale de

croissance se situe aux environs de 30 °C.

e Genre Streptococcus.

Le genre Streptococcus appartient au phylum des Firmicutes et regroupe des bactéries a Gram
positif, dépourvues d’activité catalase, homofermentaires et a bas pourcentage en bases GC

(Farrow et Collins, 1984). Les streptocoques sont divisés en cing groupes :
le groupe Mitis
Anginosus Sanguinis .
Mutans. ( Facklam,2002 )
e Genre Leuconostoc.

Les leuconostoc sont des microorganismes procaryotes, mésophile, saprophytes, asporulés,
habituellement non mobiles, dépourvus d’oxydase et de catalase, a Gram positif. Sont définis

pour la lere fois par Vantieghem (1878 ).

Les cellules de Leuconostoc sont des cocci, souvent allongées, en paires ou en chaines. Elles
sont toutes des hétéro-fermentaires obligatoires produisant de I’acide D(-) lactique de
I’éthanol et du CO2. Elles sont mésophiles avec une température optimale comprise entre 20-
30°C (Guiraud, 2003).
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Chapitre | : Bactéries lactiques

j’ai résumé dans un tableau les différents genres de BL .

Tableau 01 : Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristique( Carina
Audisio et al., 2010) .

Genre Morphologie | Fermentation | Caractéristiques | Habitats

Lactobacillus Bacilles Homofermentaire | Themophiles Homme,
Héterofermentaires | Mésophiles carnés
Produits
laitiers,

végétaux

Streptococcus Coques Homofermentaires | Thermopholes Produit
laitiers

Lactococcus Coques homofermentaires | Mésophiles le lait cru,
les laits
fermentés
ou des
fromages
les
végetaux
et les

animaux.

Leuconostoc Coques Homofermentaires | Mésophiles Produit

végétaux

Les exigences des bactéries lactiques en nutriments

Les BL ont une faible aptitude biosynthétique et sont trés exigeantes au point de vue
nutritionnel. Elles requiérent pour leur croissance non seulement des substrats azotés,
carbonés et phosphatés mais aussi des facteurs de croissance telle que les vitamines et les

oligoéléments (Desmazeaud, 1983).
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Chapitre | : Bactéries lactiques

I-5-1- Exigences en acides amines

Les BL exigent la fourniture exogéne d’acides aminés pour leur croissance, car elles sont
incapables d’en effectuer la synthése a partir d’une source d’azotée simple (Desmazeaud,

1992).

Les exigences nutritionnelles des bactéries lactiques ont été déterminées par leur aptitude a
croitre dans un milieu chimiquement défini (MCD). Ces besoins en acides aminés (Tableau 3)
sont cependant variables d’une souche a une autre. D’une maniére générale Streptococcus
thermophilus est I’espéce la moine exigeante (6 acides aminés au maximum) Synthése
bibliographique 11 alors que les lactobacilles sont auxotrophes pour un tres grand nombre

d’acides aminés (Monnet et al., 2008).

Tableau 02: Besoins en acides aminés des lactobacilles (Monnet et al., 2008)

' Lactobacille Lb. Lb. 5 Lb. Lactobacille
homofermentaire |acidophilus delbrueckii ’ helveticus | hétérof.ermentaire
~ | ; obligatoire

| @ = = > =
2| 8| = |Ex|ER H S|5c|582
Acide aminé 22| 5|38 8|8 |z8(n|a3| 82|88
18|18 IE8|3p (3 |aRIY 8|52k

* BlE| 8 |aF|28|2|2E| 2 |SC|28|s8

{ =7 < = o
Z | < |z |80|2Z2|0|0C<|0O l SZ|SE g
| L-Acidcaspartique | ND| + |[ND| - | S | - | - ND| ND | ND | -

| L-Acide glutamique o+ | o+ - S + | + |INDI + + +

| DL/L-Alanine R ‘ - + o] 5 |ND} o= =

i_L-."\rginine S 4 — - TS s + ND + S +

L-Asparagine S - + 3 S/+ 5 = ND = SR

| L-Cystéine = | I & - | £ |-T18 [RB| - T 4{

|_L-Glutamine | = ! - | - = | B =9 = [WD[] = | = [ =

| Glycine i - S * ] = g 1= S IND| - . |

|_L-Histidine 2 r |+ | + + |+ | + [ND| S - S

| L-Isoleucine | S + o | + - = L+ | & S | =+
L-Lecucine + + - - + + + P + + |
L-Lysine - S - | - - = + |ND o . | = —‘
L-Méthionine - i - + - + 3= lizk il S - +

_ L-Phénylalanine o l - | + - 4 - + } + ' 3
L-Proline - - - | 4 - - ¢ S T o |

L-Sérine = + e o b v |+ | S |ND| - = i

_ L-Thréonine — 1 = F =] = 5 S/H+ | + t =il = o F ol
L-Tryptophane S + - B + + |ND + < +

~ L-Tyrosine S + | + + < + + |{ND + 3 = |
L-Valine + | + | + [+ [+ * [+ [+ |+ [+]
Auxotrophic totale 3 [ 15| [ 3] 16 [13]1314*] 8 | 5 9 |

+ : essentiel ; - : non essentiel ; ND : non déterminé ; S : effet stimulant ;

* :détermination incomplete .
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Bactéries lactiques

I-5-2- Exigences en vitamines :

Elles sont incapables de synthétiser certaines vitamines indispensables a leur croissance.

Celles-ci doivent étre fournies par le milieu de culture. Les exigences sont tres variables, y

Synthese bibliographique 12 compris au sein d’une méme espéce. On distingue les vitamines

dont le besoins est absolu, celles qui stimulent la croissance et celles ayant peu d’effet sur la

croissance. Généralement, les exigences des BL portent souvent sur des vitamines du groupe

B tel que la niacine, la riboflavine et ’acide panthothénique.

Le tableau 03 indique les coenzymes correspondants aux vitamines ainsi que leur réle dans

le métabolisme des bactéries.

Tableau 03 : Correspondance entre certaines vitamines, coenzymes, et réactions

métaboliques chez les bactéries lactiques (Monnet et al., 2008)

Vitamine

Coenzyme

Réaction faisant

intervenir le coenzyme

Thiamine (vitamine B, )

Thiamine pyrophosphate (TPP)

Décarboxylation, transfert de

groupements carbonés

Riboflavine {vitamine Ba)

Flavine mononucléotide (FMN)
el flavine adénine dinucléotide

(FAD)

Oxydoréductions

Niacmne (vitamine B; ou PP)

Nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD) et
nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate
(NADP)

Oxydoréductions

Acide  pantothénique

(vitamine Bs)

Coenzyme A (CoA)

Transfert de  groupements

carbondés

Pyridoxine (vitamine Bg)

Pyridoxal phosphate (PLP)

Transamination, désamination

et décarboxylation d’acides

amineés

Biotine (vitamine By ou H)

Biotine

Carboxylations

Acide folique (vitamine Bg)

Acide tétrahydrofolique ( THF)

Transfert  de  groupements

monocarbonés

Cobalamine (vitamine B;)

Coenzyme B,

Réactions de réarrangements

moléculaires
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Chapitre | : Bactéries lactiques

I-5-3- Exigence en bases azotés :

Les bases azotées peuvent étre stimulantes pour la croissance des BL. De telles exigences
proviennent de I’absence d’enzymes impliquées dans le métabolisme des pyrimidines et des
Synthese bibliographique 13 purines (Monnet et al., 2008). Les streptocoques thermophiles
présentent une exigence absolue pour les bases : adénine, guanine, uracile et xanthine tandis
que les lactobacilles exigent la présence d’adénine, de cytidine, de désoxyguanosine, de
guanine, de thymidine et d’uracile. En général, chez les lactobacilles, les exigences en bases
azotées sont tres variables selon les souches ; ’addition de ces composés peut méme, chez
certaines souches, entrainer des phénoménes d’inhibition de la croissance (Desmazeaud,

1992).
I1-5-4- Influence des cations :

Les BL ont un besoin en ion remarquable. En effet, les éléments minéraux jouent un réle
essentiel dans la croissance des BL et précisément dans les activités enzymatiques
bactériennes. Certaines espéeces telles que Leuconostoc mesenteroides ne peuvent pas croitre
en absence d'ions minéraux, ce qui indique I'exigence absolue pour ces éléments (Foucaud et
al., 1997).

Le magnésium est le principal cation divalent des cellules vivantes. C’est un activateur des
différentes réactions métaboliques : division cellulaire, stabilisation des acides nucléiques ou
hydrolyse peptidique. Cet ion est indispensable pour la croissance de Lb helveticus
(Desmazeaud, 1992).

Le manganeése est essentiel pour la croissance de quelques souches lactiques. En plus de son
réle de cofacteur de réactions enzymatiques, il permet chez certaines espéces de mieux tolérer
I’oxygene par 1’élimination de 1’ion superoxyde. Le potassium est un cofacteur de nombreuses
enzymes. Une concentration élevé de potassium est nécessaire pour la synthése des protéines
et la régulation du pH intracellulaire (Monnet et al., 2008). Les exigences en ions minéraux
peuvent varier d’une espéce a autre. Mg2+ , Mn2+, Na+ , K+ et Clont été des composants

essentiels dans le milieu de culture de L plantarum .

Tandis que Zn2+, Fe2+ et Mg2+ avait un effet significatif sur la croissance de Lactococcus
lactis (Zhang et al., 2009).
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Chapitre | : Bactéries lactiques

Aptitudes technologiques des bactéries lactiques .

Activité acidifiante :

L’acide lactique est le principal métabolite produit au cours de la croissance des bactéries
lactiques thermophiles et mésophiles. Il s’agit d’un acide faible dont le pKa est égal a 3,9.

Dans le lait et dans certains de ses derivés, tel que le lactosérum et la creme, la production

d’acide lactique s’effectue essentiellement a partir du lactose.

La majorité des bactéries lactiques utilisées dans les produits laitiers ont un métabolisme
homofermentaire, ¢’est-a-dire qu’elles produisent presque exclusivement de ’acide lactique a
partir des sucres. Le bilan de la réaction est alors de quatre moles d’acide lactique produit par
un mole de lactose consommé. Cependant, les bactéries lactiques thermophiles sont souvent
incapables de métaboliser le galactose issu de la scission du lactose, qui s’accumule alors dans
le milieu de culture. Dans ce cas seules deux moles d’acide lactique sont produites a partir du

lactose (Georges et Francois, 2008 et Dahou et al., 2017).

Les especes hétérofermentaires produisent des quantités équimolaires d’acide lactique, de

dioxyde de carbone et d’éthanol (ou d’acide acétique) (Dellaglio, 1989) ; De vuyst, 2000).
Activité protéolytique :

Les bactéries lactiques ont des capacités limitées pour la synthese des acides aminés, elles
possedent un systeme protéolytique complexe capable d’hydrolyser les protéines alimentaires
en peptides et acides aminés contribuant a la texture, le godt et I'ardme des produits
fermentés. Le systéme protéolytique comprend des protéases associé a I’enveloppe cellulaire
qui dégradent les protéines en oligopeptides et des peptidases intracellulaires hydrolysant les
peptides en acides aminés Savijoki et al., 2006). ,Elles peuvent étre classées selon trois

critéres différents :

A) La nature de leur site catalytique,
B) la spécificité du clivage .

C) leur besoin en ATP (Lopez, 2008).

Comparativement aux especes du genre Bacillus et Pseudomonas, les bactéries lactiques sont

faiblement protéolytiques (Antoine, 2011).

Activité texturant :
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La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exo polysaccharide (ESP ) joue un réle
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés (WELMAN et
MADDOX.;RUAS- MADIEDO et al .,2002) .

Ces composés polymeres sont généralement considérés comme des agents épaississants

naturels en industrie alimentaire.

Les Lb. delbrueckii ssp . bulgarius et Streptococcus thermopilus produisant des EPS sont
utilisés en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer
la texture, éviter la synérése et augmenter la viscosité des produits finis (DURLU-OZKAYA
etal., 2007 ). ; AMATAYAKUL et al., 2006 ).L’utilisation des EPS produits par les souches
Lactococcus lactis ssp. Cremoris est tres prometteuse pour la structure et la viscosité des
produits laitiers erlenté (RUAS-MADIEDO et al.,2005).
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Chapitre Il : Réle des bactéries lactiques

Roéle technologique

La fermentation des aliments par les BL est la conversion des hydrates de carbone en acides
organiques (acide lactiqgue notamment) et dioxyde de carbone dans des conditions
d’anaérobiose en utilisant des intermédiaires organiques comme donneurs d'électrons et

accepteurs d'électrons (Von Wright et Axelsson, 2011).

Dans la fabrication des aliments, ces bactéries sont utilisées comme agents aromatisants et
texturants. Elles produisent plusieurs composants tels que les exopolysaccharides, I'acétate,
I'éthanol, le diacétyle et acétaldéhyde qui peuvent améliorer la texture, I'aréme et la saveur des
produits alimentaires fermentés (Badel et al., 2011).

Elles acidifient I’aliment, ce qui entraine un gotit d'acide lactique acidulé, elles exercent
souvent des activités protéolytiques et lipolytiques, et produisent des composants aromatiques
a partir des acides aminés (van Kranenburg et al., 2002).

En outre, les polysaccharides augmentent la viscosité et la fermete, améliorent la texture et

réduisent la sensibilité a la synérese (Leroy et De Vuyst, 2004).

Role métabolique

Les bactéries lactiques sont des microorganismes capables de fermenter les sucres
(principalement le glucose) en acide. Le principal produit de la réaction est I’acide lactique.
Elles sont a Gram positif, ne forment pas de spores, se présentent sous forme de coques, de
bacilles ou de bacilles arrondis et possedent dans leur ADN une faible proportion de bases
guanine — cytosine (GC % < 50). Les bactéries lactiques sont généralement catalase négative,
mais certaines possédent une pseudo-catalase. Elles sont anaérobies mais aérotolérantes. Elles
requicrent la présence d’acides aminés, d’acides gras, de vitamines et de minéraux pour leur
croissance. Elles fermentent différents types de substrats : lait, fruits, légumes, céréales,
poisson, viandes etc. Elles peuvent étre retrouvées dans I’estomac et les intestins d’animaux et
des étres humains ou dans I’environnement. Leur capacité d’adaptation et de survie a une
grande variété d’environnement est sans doute a I’origine de leur grande 23 diversité de
métabolismes. Elles sont classées en deux catégories selon leur voie de métabolisation des

glucides : homo-fermentaire (ou homolactique) ou hétéro-fermentaire (ou hétéro-lactique).
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La voie homo-fermentaire

Dans la voie homo-fermentaire, le principal produit final est le lactate. La voie
homofermentaire empreinte la voie de la glycolyse ou voie de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP). Lors de cette étape, le glucose est converti en deux molécules de pyruvate, avec
phosphorylation de deux molécules d’ADP en ATP. Le pyruvate est ensuite converti en
lactate par la lactate déshydrogénase, ce qui permet la réoxydation des cofacteurs. La réaction

bilan est la suivante :
Glucose + 2 ADP+ 2 Pi &> 2 lactate + 2 ATP

Les genres Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus et Pediococcus
constituent quelques genres de bactéries lactique homo-fermentaires [46,47]. Selon I’espéce,
les Lactobacillus peuvent étre soit homo-fermentaires soit hétéro-fermentaires. Par exemple,
Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus et Lb. helveticus sont quelques especes Lactobacillus

homofermentaires.
La voie hétéro-fermentaire

Dans la voie hétéro-fermentaire, en plus de I’acide lactique, du dioxyde de carbone (CO2), de
1’éthanol ou de I’acétate peuvent étre également produits. La voie hétéro-fermentaire
empreinte la voie des pentoses phosphate pour convertir le glucose. Le bilan de la réaction est

le suivant :
Glucose + ADP + Pi = éthanol + lactate + CO2 + ATP + Acétate

Parmi les bactéries hétéro-fermentaires, on retrouve les genres Leuconostoc, Weissella,
Oenococcus et certaines espéces de Lactobacillus. Lb. brevis, Lb. hilgardii sont parmi les
especes Lactobacillus hétéro-fermentaires. Lb. plantarum, Lb. paraplantarum et Lb. pentosus
sont hétéro-fermentaires facultatives. L’éthanol est le compose le plus important pour
I’obtention de boissons alcoolisées, telles que le vin ou la biére. La production de dioxyde de
carbone apporte des caractéristiques sensorielles particuliéres au produit, comme un effet
pétillant ou rafraichissant. Le CO2 participe également a la levée de la pate a pain pendant la
fermentation et permet d’obtenir une texture aérée. Certaines bactéries lactiques sont capables

de produire une part d’acide acétique également.( Amandine FESSARD.2017).
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Les bactéries mésophiles

Un organisme meésophile est une forme de vie qui prospére au mieux dans des conditions
de température modeérée. Classiquement, on parle de bactéries mésophiles lorsqu'elles vivent a
des températures comprises entre 20 et 40 °C .

Une flore mésophile nombreuse indique que le processus d'altération des aliments est
fortement engagé. En effet, la plupart des bactéries responsables des intoxications
alimentaires : salmonelles, staphylocoques, etc. ont une croissance optimale entre 18 et 40 °C.
Leur présence en grand nombre en cuisine ou sur des aliments traduit une

mauvaise conservation des aliments (rupture de la chaine du froid) et est annonciatrice

d'une intoxication alimentaire, si les aliments sont consommés. En ce sens, une flore
mésophile abondante lors des prélevements bactériologiques de contrdle, traduit un processus
actif d'altération lié a une contamination, et généralement a une rupture de la chaine du froid. (
Willey, et al.2008)

Les bactéries thermophiles

Les starters lactiques thermophiles sont composes de streptocoques et de lactobacilles ayant
une température optimale de croissance autour de 45 C° , ils sont utilisés soit pour la

préparation de yaourts et soit pour la fabrication de divers types de fromages.

les levains streptococcus thermophilus sont également utilisés ou certains types de fromages
a pate molle a la place ou en complément des levains mésophiles en raison des propriétés
acidifiantes et protéolytiques de cet organisme , ce qui confere aux produits des

caractéristiques particulieres.

les ferments lactiques thermophiles contiennent généralement un ou plusieurs lactobacilles
(Lactobacillus bulgaricus, L.lactis et L. helveticus) et un Streptococcus, Strptococcus, Str.
thermophile. (J. P. Accolasetal, 1983).
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1-Lieu et objectif de I’étude

Cette étude a été réalisee au niveau du laboratoire des sciences et techniques de production
animales (LSTPA), au niveau de I'exploitation agricole de Hassi Mameche, affilié a
I’Université de Mostaganem.

L’objectif de 1’étude est d’étudier la cinétique de croissance et I’activité acidifiante de deux

souches de bactéries lactiques autochtones;
Streptococcus thermophilus -->souche thermophile.

Lactococcus lactis = souche mésophile.

2- Origine des souches lactiques utilisées

Les souches ont été récupérées du souchier du Dr DAHOU.A du laboratoire LSTPA de

I’université Mostaganem .

- Streptococcus thermophilus .

- Lactococcus lactis .

3- Matériel et milieu de culture

- Le milieu MRS en bouillon et solide a été utilisé pour la revivification, la conservation
et la préparation des différentes souches isolees

- Le Ilait utilisé est reconstitué a partir d’une poudre de lait 26% MG de marque LOYA.
(Annexe 01)

4. Méthodes

Revivification des souches lactiques

Les souches lactiques récupérées du souchier du laboratoire auparavant conservées sur milieu
MRS glycérolé sont revivifiées d’une part sur bouillon MRS 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 & essai stérile contenant 5 ml de bouillon MRS déja préparé, aprés
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une incubation a 30°C, température optimale de croissance de ’espece Lactococcus lactis et a
42°C pour I’espéce Streptococcus thermophilus pendant 24 a 48 heures la croissance est
appréciée par I’apparition d’un trouble sur le milieu. MRS et une coagulation du lait demi-

écrémé.
4 .2 Réalisation de la dilution pour le dénombrement et le contréle de la

viabilité des bactéries lactiques

o Le lait ecrémé coagulé est homogénéisé (ferment mésophile et ferment thermophile) pour
prélever une suspension bactérienne homogeéne.

e Onouvre le flacon aprés avoir flamber l'ouverture.

e On preléve 1mL de suspension a l'aide d’une pipette plastique stérile

e On flamber et on referme le flacon.

e Pour les dilutions on ouvre le tube de 9 mL contenant le diluant, I’eau physiologique, apres
avoir flambé l'ouverture et on y introduit le volume prelevé. On re-flambe et on referme le
tube. Ainsi on obtient la dilution 107.

La dilution suivante s'effectue comme la dilution décrite ci-dessus mais en partant du tube de

la dilution 101, On termine I’opération jusqu'a 10

*La méme démarche est établie pour la souche thermophile.

Purification des souches lactiques

Cette étape se fait apres la revivification et consiste a réaliser un ensemencement par stries a
partir du bouillon d’enrichissement sur gélose MRS ; L’incubation est réalisée a 37°C pour les

BL mésophiles et a 42° C pour les BL thermophiles pendant 72 heures.
4.3.-Etude des caractéres morphologiques

Caractérisation macroscopique

L’examen macroscopique permet d’observer visuellement sur gélose MRS : la forme, la taille,

’aspect ainsi que la couleur des colonies de bactéries lactiques.
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Caractérisation microscopique:

Apres coloration de Gram (Annexe 02 ), les colonies sont observées au microscope au

grossissement X100 avec immersion.

Test de production de catalase:

Ce test met en évidence la présence de ’enzyme catalase qui élimine le H2O> toxique pour les
bactéries et le transforme en H>O tout en dégageant de I’oxygéene. Une souche est dite catalase

positive lorsqu’on remarque un dégagement des bulles en présence d’eau oxygéné.
Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques:

La cinétique d’acidification des bactéries lactiques

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques est 1'un des caractéres les plus importants en
industrie laitiére. Le pouvoir acidifiant des deux souches de BL est étudié par le suivi du pH
et la mesure de I’acidité Dornic dans le lait entier ( lait LOYA).(Annexe01).

- Méthode de mesure du pH :

La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part 1’évolution du pH des
différentes cultures pures en fonction du temps (Oh, 2h, 4h, 6h, 8h,...24h) et d’autre part a
doser simultanément I’acidité Dornic. Le pH du lait est mesuré a intervalle de 2 heures par le

pH-meétre.

Figure(01) : le PH métre .
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- Méthode de mesure de P’acidité Dornic :

Pour une prise de 10 ml de I’échantillon a analyser, on ajoute une a deux gouttes de
phénophtaléine a 1%. L’acidité est titrée a 1’aide de soude N/9 contenue dans une burette de
Mohr a robinet et versée goutte a goutte en agitant constamment jusqu’au virage vers une

couleur rose pale persistante au moins pendant 10 secondes. (Annexe 03).

Figure (02) : la mesuration de I’acidité Dornic.
Les résultats sont exprimés selon la relation : Acidité (°D) = VNaOH x 10
- VNaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.
- Acidité (°D) : L’acidité est exprimée en degré Dornic ou 1°D = 0,1g/l d’acide lactique.
Le pouvoir aromatisant par la production d’acétoine

Une prise de 5 ml de lait préparé ( Annexe01 ), aprés incubation a 37°C pour le tube de la
culture mésophile et a 45 C° pour la culture thermophile pendant 24h, une a deux gouttes des
réactif VP1 et VP2 sont ajoutées. Aprés 10min I’apparition d’anneau rose en surface signifie

que la bactérie est productrice d’acétoine.

Coagulation lactique

La coagulation lactique est déterminée aprés une incubation de 24 h ; du lait préparé (

Annexe01 ) ensemencé avec la culture mésophile et la culture thermophile.

A pH iso-électrique on détermine la coagulation lactique totale.
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La coagulation lactique ou acide se fait grdce a un élément chargé
positivement et contenant des ions H+, les charges négatives des caséines sont
neutralisées. L’acide va déshydrater la micelle, ces micelles vont donc se
rapprocher. Elles se soudent entre elles avec des liaisons fortes et irréversibles.
Ces liaisons sont le résultat d’interactions hydrophobes contenant dans ce réseau
des globules gras, des micro-organismes, des vitamines, du calcium, etc...On

obtient un gel gréce a ces interactions.

On note également que le sel diminue les répulsions électrostatiques. Les
particules peuvent donc entrer en contact, ce qui donne lieu a la floculation, et au
mieux a la coagulation. La floculation est un rassemblement sous forme de petits
flocons des particules d’une suspension colloidale. Ce sont donc dans notre cas

le rassemblement des micelles de caséine.

Caractéristiques de coagulation

La coagulation lactique du lait se caractérise par trois parametres essentiels :

- Le temps de floculation : phase primaire en coagulation lactique se fait a pH 5,30 a
5,40

- Le temps de prise : temps de floculation x 2 (en coagulation lactique se fait a pH
4,8a5,0)

- Le temps de coagulation totale (ou vitesse de raffermissement) :

Phase secondaire= temps de prise x 4 (en coagulation lactique se fait a pH iso-€électrique
4,5 a4,6).
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Chapitre 11 : RESULTATS ET DISCUSSION

1-Resultats d’étude des caractéres morphologiques :

1.1- Caractérisation macroscopique :

Apreés une revivification des deux souches. L’étape de purification qui a été suivie et réalisée
a permis de décrire les colonies des souches visibles obtenues sur milieu solide MRS .On a
observé sur milieu solide des colonies de tailles variables (environ 1,5 a 6 um) de diamétre, en
coques avec differentes tailles et avec une couleur blanchatre et une surface lisse. (Tableau
04).

Caractérisation microscopique:

coloration en violet donc , elles sont les deux a Gram positives (tableau 04 )

Tableau 04: Caractére des souches de Lc. lactis et St. thermophilus .

Caractéres/ | Aspect des colonies sur gélose Observation microscopique Gr

Souches

Streptococcus
thermophilus
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Lactococcus
lactis

Test de production de catalase:

Le test de catalase a donne un résultat négatif confirmant 1’appartenance de ces souches
aux bacteries lactiques cela concorde avec les resultats de (Badis et al. , 2005.)

2. Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques:

La cinetique d’acidification des bactéries lactiques
Dans cette étude, les conditions de fermentation étaient les mémes pour toutes les souches,
Par conséquent, 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) ; Dahou et al.,2021.

Les bactéries lactiques sont connues par leurs pouvoir acidifiant , les résultats obtenus sont
présentés dans les tableaux (05)/(06), et I’évolution du PH et I’acidité sont résumé sur les
figures (03)/(04).
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Tableau 05 : Cinétique de I'évolution du pH des souches de Streptococcus thermophilus et

Lc lactis.

Temps(h)

Souches

Oh

2h

4h

6h

24h

St.thermophilus

7,16

6,50

5,60

5,30

4,62

Lc.lactis

7,16

6,38

5,50

5,05

4,46

=== St,thermophilus

3 = |c,lactis

Oh 2h 4h 6h 24h
Temps

Eigure(03): Evolution du pH en fonction du temps des souches de Lc. Lactis et
St.thermophilus .

Aprés 2 heures d’incubation, les valeurs du pH des souches de Lc lactis et St thermophilus
sont de I’ordre 6,50 a 6,38 respectivement ; aprés 6 heures d’incubation les valeurs sont
nettement différentes, elles diminuent jusqu’a 5,30- 5,05 respectivement. Au bout de 24heures

d’incubation, ces valeurs du pH diminuent jusqu’a 4,62 et 4,46 respectivement.

On note que le pH du lait ensemenceé avec St thermophilus diminue plus vite que celui de Lc

lactis.

41




Chapitre 11 :

RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau (06) : Cinétique de I'évolution de I’acidité Dornic (°D) des souches de Lc lactis et
St themophilus.

Temps(h) Oh 2h 4h 6h 24h
souches
Str .thermophilus 19°D 20°D 49°D 68°D 95
Lc lactis 19°D 20°D 35°D 70°D 105
120
100 //
g 80 /
[
S
S 60
§ / === St,thermophilus
< 40 = | C,lactis
) /
0 T T
OH 2H 4H 6H 24h
Temps

Eigure (04): Evolution de I’acidité Dornic en fonction du temps des souches de Lc.lactis et St

thermophilus.

Les valeurs portées sur le tableau(06) représentent la quantité de ’acide lactique produit par

les souches; La souches Lc lactis produit la quantité la plus élevée d’acide lactique en 24

heures .

On note que Lc lactis produit une quantité d’acide lactique la plus élevée par rapport a St.

thermophilus .
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- Au cours de cette étude et d’aprés les résultats obtenus, nous remarquons une diminution
progressive du pH en fonction du temps, accompagnée d’une augmentation plus élevée de

I’acidité Dornic. Cette activité acidifiante est variable d’une souche a I’autre.

Généralement, les souches étudiées ont montré un pouvoir acidifiant remarquable, mais on
note que Lc lactis est une souche trés acidifiante , cette acidité produite stimule la
coagulation du lait et méme, elle joue un rdle important dans la conservation des nombreux

aliments.

Pouvoir aromatisant par la production d’acétoine

La production de composés d’aromes par les souches étudiées est une fonctionnalité

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

Nos espéces etudiées n’arrivent pas a produire des arémes (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), il
peut se transformer spontanément en diacétyle. Dans notre étude les 02 souches testées n’ont
pas développé d’anneau de présence d’acétoine par la transformation de 1’ a-acétolactate en
diacétyle . Cette dernicre est I'une des molécules aromatiques du catabolisme des acides
amineés (acide aspartique), elle peut avoir comme origine la dégradation totale ou partielle de

I’acide citrique pendant la fermentation lactique.

Les bactéries lactiques qui métabolisent le citrate jouent un réle important dans de nombreux
procédes laitiers car, chez ces bactéries, le métabolisme du citrate et du lactose entraine la
production de diacétyle, d’acétoine et de COz, participant aux qualités aromatiques et

texturales des laits fermentés et des fromages (Raynaud et al., 2016).
Coagulation lactique :

Les résultats de ce test qui sont résumés dans la figure (04) ont montrés que la souche
Lc. lactis donne le grand volume de lactosérum et présente un aspect coagulant et une
odeur appréciable, et le flacon de St thermophilus présente une faible production de

lactosérum.

Lc lactis présente une bonne coagulation du lait avec un aspect ferme et non friable, cette

souche est appropriée pour servir comme un ferment lactique en technologie fromagere et des
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produits fermentés (production de fromage, yaourt...etc.), comme il est rapporté par Martely

(1983). qui a constaté que la sélection et Iutilisation des ferments lactiques sont basées sur

leurs propriétés acidifiantes.

La fonction principale de ces bactéries est de dégrader le lactose pour produire de I’acide
lactique. Ce dernier est libéré lors de la croissance des microorganismes et neutralise
progressivement les charges électronégatives des caséines k (Kappa). La répulsion
électrostatique entreles micelles de caséine diminue au fur et a mesure de ’enrichissement du
milieu en ions H*, puis disparait provoquant ainsi un rapprochement et une agrégation des

micelles de caséine (Walstra, 1990).
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CONCLUSION GENERALE

Les bactéries lactiques sont parmi les bactéries a Gram-positif les plus étudiées, en particulier
a cause de leur importance dans I’industrie agro-alimentaire, elles colonisent de nombreux

produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux, céréales...etc.

L’étude des aptitudes technologiques a montré que le les deux souches possédent un pouvoir
acidifiant important avec un degré d’acidité qui se varie de 95°D a 102°D apres 24 h

d’incubation.

Les deux souches ont une bonne activité acidifiante dont les valeurs du pH varient entre 4,62
et 4,46.

La diminution du pH est due a la production d’acide lactique résultant de la fermentation du

lactose.

Les souches ayant un profil d'acidification rapide se révelent comme étant de bonnes
candidates pour | ’industrie des aliments fermentes, et pourront étre utilisées comme cultures

starters.

La souche de Lactococcus lactis est la plus performante en production d'acide lactique ; cette
acidité produite stimule la coagulation du lait et en méme temps la bioconservation du produit
laitier fabriqué, ce lactocoque présente aussi un pouvoir protéolytique trés important, une
hydrolyse des caséines (par des protéases) ; ce qui contribue a I'aromatisation des produits

laitiers et des fromages.

La souche de Streptococcus thermophilus est moins performante en production d’acide
lactique et en activité protéolytique coagulante, cette derniére doit étre utilisée en symbiose

pour pouvoir obtenir les aptitudes technologiques escomptées en transformation laitiére.
Les résultats obtenus dans cette étude, nos permettent de proposer ces principales
perspectives :

» Etude des profils biotechnologiques, tels que I’activité acidifiante, aromatisante, et
coagulante.
» Etude des cinétiques de croissance de strp themophilus , Lc lactis qui peuvent étre

utilisés en industrie laitiéere.
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Annexe 01 : Préparation du lait (LOYA)

Lait en poudre ............... 120 g
L’eau distilé .................. 870 ml
Chauffer I’eau a 35 C° sur une plaque chauffante

Ajouter 120 g de lait en poudre dans I’eau avec une agitation jusqu'a une température de 95

C°, aprés en laisse le lait refroidi .
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Annexe 02 : Coloration de GRAM
Mode opératoire

A partir des boites de pétri: Vous recevez 2boites de pétri contenant 2 souches de bactéries
différentes Lb lactis et Strp thermophilus, Observer l'aspect, la couleur et la forme des
colonies.

- Déposer une goutte d'H20 sur la lame.

- Toucher une colonie a l'aide d'une pipette de pasteur stérile pour prélever des
bactéries.

- Frotter la pointe dans la goutte d'eau.

- Laisser sécher a l'air.

- Passer 3 fois la lame dans la petite flamme du bec Bunsen pour fixer I'échantillon a la
chaleur.

Coloration

Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane sur le frottis fixe.
e Laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries.
e Jeter I'exces de colorant dans un bécher.

e Rincer tres brievement en faisant couler de I'H20 sur la lame au-dessus du frottis (pase

directement sur le frottis).

Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est un mordant qui

permet de fixer le violet dans les bactéries. Laisser agir 1 minute.
e Jeter la solution de Lugol dans un bécher .

Apres quelque seconde ajouter I’alcool apres une minute ,

e Rinceral'H20.
o Ajouter le fushine , pendant une minute rincer a I’cau et laisser sécher a l'air.
e o Observer au microscope (grossissement 400x ou, avec une goutte d'huile a

immersion, au grossissement 1000x) .
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Annexe 03: Détermination de I’acidité Dornic
1. Matériels :
e Burette graduée
e Beécher de 50ml
e Pipettes de 10ml
2. Produits :
e Lait
e Solution d’Hydroxyde de Sodium N/9
e Pheénolphtaléine a 1%
3. Mode opératoire :

e Prendre 10 ml du lait dans un bécher de 50ml en présence 4 gouttes de phénophtaléine

Le titrage est effectué par la solution NaOH a N/9 jusqu’a virage de la couleur rose

pale.

Effectuer des répétitions sur le méme échantillon prépare.

La valeur de I’acidité du lait est obtenue par la formule suivante :
A=10v/v’) (g)
A : Quantité d’acide lactique
V : Volume de la solution de NaOH utilisé
V’ : Volume de I’échantillon
e Lavaleur en acidité titrable exprimée en degré dornic (D°), est donnée par
I’expression suivante :

1D°=0,1ml de NaOH a N/9
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Résumé :

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét en industrie laitiére et alimentaire. Elles
sont d’une grande importance dans la fermentation laitiere. En industrie laitiere, les bactéries
lactiques sont a l'origine des processus de transformation conditionnant la conservation du lait
et la production de produits dérivés. Notre étude s’inscrit dans le cadre de la détermination
des aptitudes technologiques des bactéries lactiques autochtones isolées des produits du terroir
algérien et récupérées du souchier du laboratoire. L’expérimentation réalisée a été dans un
but déterminé ; la revivification et la détermination de I’activité acidifiante de deux souches
autochtones de bactéries lactiques qui sont Lactcoccus lactis et Streptococcus thermophilus.
Les résultats obtenus indiquent que la souche Lactococcus lactis est la plus performante en
production d'acide lactique ; cette acidité produite stimule la coagulation lactique du lait et en
méme temps la bioconservation du produit laitier fabrique « le caillé fromager » de plus celle-
ci révele des bonnes aptitudes technologiques assurant des performances a la transformation

pour I’industrie laitiere et celle des aliments fermentes.

Mots clés : Bactéries lactiques, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, activité

acidifiante, coagulation lactique.
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Abstract :

Lactic acid bacteria are of great interest in the dairy and food industry. They are of great
importance in dairy fermentation. In the dairy industry, lactic acid bacteria are at the origin of
the transformation processes conditioning the conservation of milk and the production of
derived products. Our study is part of the determination of technological capabilities of
indigenous lactic bacteria isolated from products of the Algerian soil and recovered from the
laboratory strain. The experimentation carried out was in a determined goal; the revival and
the determination of the acidifying activity of two autochthonous strains of lactic bacteria
which are Lactcoccus lactis and Streptococcus thermophilus. The results obtained indicate
that the strain Lactococcus lactis is the most efficient in the production of lactic acid; this
acidity produced stimulates the lactic coagulation of milk and at the same time the
bioconservation of the manufactured dairy product "cheese curd™”. Moreover, this strain
reveals good technological aptitudes assuring performances in the transformation for the dairy
industry and that of the fermented foods.

Key words: Lactic bacteria, Lactcoccus lactis, Streptococcus thermophilus,

acidifying activity, lactic coagulation.
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