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Résumé

La présente étude a porté sur la mise en évidence des aptitudes technologiques de deux souches
lactiques une mésophile (Lactococcus) et ’autre thermophile (Lactobacillus). Les souches ont
été revivifiées et contrdlées par une re-caractérisation phénotypique par la détermination des
caracteristiques morphologiques et physiologiques. Le profil technologique a porté, d une part
sur le suivi de leur pouvoir acidifiant, par la cinétique d’acidification et par le potentiel
d’hydrogéne développé et d’autre part sur I’activité protéolytique, une étude comparative de la
cinétiqgue de coagulation lactique des 02 souches avec une détermination du rendement
fromager en culture seule et en association. La souche de Lactobacillus présumée a
Lactobacillus acidophilus est la plus performante avec un pouvoir acidifiant éleve (acidité de
98 °D et un pH de 3,98) par rapport a la souche de Lactococcus présumée a Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis avec une acidite 56 °D et un pH de 5,38 qui a atteint. Par
leur activité ces souches révélent de bonnes aptitudes technologiques fromageres. Le
Lactobacillus est un bon levain lactique pour la fermentation et la coagulation lactique du lait.
Le Lactococcus avec une cinétique d’acidification faible révele un profil aromatique d’un grand
intérét a adapter soit pour une technologie fromagere de type péate fraiche ou de type pate
affinée. La mise en culture mixte révele un bon rendement fromager avec une association qui

peut étre utilisée pour la fabrication de caillés fromagers soit de type lactique ou de type mixte.

Mots clés : Profil technologique, Cinétique d’acidification, Coagulation lactique, Lactococcus,

Lactobacillus, Rendement fromager.

Abstract

The present study focused on the technological aptitudes of two lactic strains, one mesophilic
(Lactococcus) and the other thermophilic (Lactobacillus). The strains were revived and
phenotypically re-characterized by determining morphological and physiological
characteristics. The technological profile involved monitoring their acidifying power, through
acidification kinetics and the hydrogen potential developed, as well as their proteolytic activity,
a comparative study of the lactic coagulation kinetics of the 02 strains, and a determination of
cheese yield in culture alone and in combination. The Lactobacillus strain presumed to be
Lactobacillus acidophilus performed best, with a high acidifying power (acidity of 98 °D and

a pH of 3.98), compared with the Lactococcus strain presumed to be Lactococcus lactis subsp.
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lactis biovar diacetylactis, with an acidity of 56 °D and a pH of 5.38, which reached the same
level. The activity of these strains reveals good cheese-making technological aptitudes.
Lactobacillus is a good lactic leavening agent for milk fermentation and lactic coagulation.
Lactococcus, with its low acidification kinetics, reveals a highly interesting aromatic profile
that can be adapted to either fresh or ripened cheese technology. The mixed culture reveals a
good cheese yield with a combination that can be used to produce either lactic or mixed cheese

curds.

Key words: Technological profile, Acidification kinetics, Lactic coagulation, Lactococcus,

Lactobacillus, Cheese yield.
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Introduction

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes de catégorie alimentaire qui jouent un réle
essentiel dans la fermentation des matieres premiéres animales et végétales. 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 méne a la synthese d'une large
gamme de composés, tels que les acides organiques, les peptides, les composés antimicrobiens
et aromatiques et les exo polysaccharides. Ces métabolites peuvent contribuer aux
caractéristiques organoleptiques, technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés
(Anjum et al, 2014).

Les ferments lactiques étaient constitués d’un mélange inconnu, non maitrisé et variable, de
plusieurs souches ou espéces de bactéries. Ils provenaient d’une fermentation naturelle dans le
produit considéré. Une partie de ce produit fermenté était conservée, pour ensuite ensemencer
les fermentations ultérieures. Actuellement, la production de ferments lactiques s’est
développée au sein d’usines spécialisées, a partir de souches bactériennes isolées et

sélectionnées (Béal et al., 2008) .

Depuis une dizaine d’années, un intérét considérable s’est développé autour de I’utilisation de
cultures lactiques a effets bénéfiques pour la santé ou « probiotique » (Bifidobacterium,
Lactobacillus) pour des applications alimentaires, pharmaceutiques ou encore en alimentation
animale. Dans la majorité des cas, les produits laitiers tels les yaourts, laits fermentés, fromages,
laits en poudre et cremes glacées ont été choisis comme véhicules privilégiés des cultures

probiotiques (Doleyres et al., 2002).

L’étude de la cinétique de coagulation lactique d’un lait par deux souches lactiques acidifiantes
est d’une grande importance dans le domaine de la transformation des produits laitiers. La
coagulation lactique est un processus complexe qui joue un réle clé dans la formation de
nombreux produits laitiers tels que les fromages et les yaourts. Comprendre la cinétique de ce
processus permet de mieux contréler la qualité et les caractéristiques des produits finis. Dans
cette étude, nous nous concentrerons sur l’effet de deux souches lactiques acidifiantes
spécifiques sur la coagulation lactique du lait. En analysant la vitesse et les mécanismes de
coagulation, nous espérons apporter de nouvelles connaissances dans ce domaine et contribuer

au développement de produits laitiers de haute qualité.
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L’objectif de 1’étude de la cinétique d’acidification des bactéries lactiques est de comprendre
comment ces bactéries produisent de I’acide lactique au fil du temps. Cette information est
essentielle dans de nombreux domaines tels que 1’industrie alimentaire, la fermentation des
produits laitiers et la production de probiotiques. En étudiant la cinétique d’acidification, on
peut mieux comprendre les processus métaboliques des bactéries lactiques et optimiser leur

utilisation dans diverses applications.

Cette étude a pour objectif de faire la revivification et la re-caractérisation phénotypique d’une
bactérie lactique mésophile (Lactococcus ) et d’une autre thermophile (Lactobacillus), d'étudier
leurs aptitudes technologiques (cinétique d’acidification, activité protéolytique, aptitude a la
coagulation et rendement fromager) en utilisant des laits préparées au niveau du Laboratoire
des Sciences et Techniques de Production Animales (LSTPA), de Hassi Mameche, affilié a

I’Université de Mostaganem. L’étude établie a été élaborée comme suit :

-Une premiére partie relative a la synthése bibliographique du sujet étudié et qui met I’accent
sur la présentation des bactéries lactiques, les caracteristiques des genres étudiés, 1’écosystéme

fromager et son aptitude a la transformation des laits fromagers

- Une deuxieme partie reporte la description du protocole expérimental en plusieurs étapes en
exposant les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail : revivification des souches
lactiques et I'étude de quelques aptitudes technologiques (la cinétique d'acidification, pouvoir
acidifiant, le profil protéolytique, la coagulation lactique avec des essais des souches en culture
seule et en culture mixte, la détermination du rendement fromager). L’expérimentation est

suivie d’une interprétation et discussion des résultats obtenus dans cette étude

-Une troisieme partie est réservée a la conclusion générale de notre étude réalisée
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Partie | :
Synthese bibliographique



Chapitre |

Bacteries lactiques



Chapitre | : Bactéries lactiques

I.1. Présentation des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du XXe siécle,
constituent un groupe hétérogene, 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 a un métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes d’acide lactique a
partir des sucres. La fermentation est dite : homolactique si I’acide lactique est pratiquement le
seul produit formé et hétérolactique si d’autres composés sont aussi présents (acide acétique,

¢thanol, CO?2 ...etc.) (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et al., 2005).

Elles sont a Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négatives, oxydase
négatives genéralement nitrate réductase negative, 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).

1.2. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent generalement
associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage,
de la viande, des végétaux ou des aliments ensemences par les végétaux. Elles se développent
avec la levure dans le vin, la biére et le pain. Quelques espéces colonisent le tube digestif de

I’homme et des animaux (Leveau et Bouix, 1993 ; 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
énormeément 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

biochimique classique demeure pratique dans I’identification préliminaire des
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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 I’acétoine et synthétiser certaines enzymes. La composition
en G+C de ’ADN, la composition en acides gras, la mobilité électrophorétique de la lactate
déshydrogénase sont également d'autres critéres qui peuvent étre étudiés pour l'identification
des espéces 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).

Ce groupe de bactéries lactiques, appartient plusieurs genres comme Aerococcus, Atopobium,

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella. (Stiles et Holzapfel,
1997 ; Pot, 2008).

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).

Le genre Bifidobacterium est actuellement considéré par plusieurs auteurs comme genre de
bactéries lactiques, bien qu’il se distingue par un pourcentage en G+C de 55%, largement
supérieur a celui des autres genres et par une voie métabolique de fermentation des sucres

particuliére.

Les études phylogénétiques basées sur I’analyse des séquences des ARN ribosomiques ont
confirmé 1’appartenance de ces différents genres a un méme groupe qui inclut également
Clostridium, Bacillus et Propionibacterium (figure 01) (Stiles et Holzopfel, 1997 ; Pilet et al.,
2005).
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Figure 01 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres
associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).

I.4. Caracteéristiques des principaux genres étudies :
1.4.1. Le genre Lactobacillus :

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. I1 s’agit de bacilles longs
et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative,

se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C.

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés, en
vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ;
Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette classification

est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004) :

Groupe | « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires thermophiles
qui se développent a 45°C mais pas & 15°C. Les espéces les plus frequentes dans I’alimentation

(lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.
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Groupe Il « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et
peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Les espéces les plus

fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

Groupe |1l « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. 11 comporte les
espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

1.4.2. Le genre Lactococcus :

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits
« lactique », car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent
aucun caractére pathogéne. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils

sont largement presents 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 1’acide
lactique L(+), seul Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis produit le diacétyle. Leur
température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C mais

pas a 45°C. Quelgues especes 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 ’espéce la
plus connue avec ses trois sous-especes : Lc. Lactis ssp. lactis, Lc. Lactis ssp. cremoris et Lc.

Lactis ssp. hordniae (Corroler, 1999 ; Passerini, 2013).

La taxonomie de L. lactis basée sur le phénotype comporte quatre sous-especes ( :

e Lactococcus lactis subsp. lactis
o L. I lactis biovar. diacetylactis

e Lactococcus lactis subsp. cremoris, devenu Lactococcus cremoris (Orla-Jensen 1919
et Passerini, 2013)

e Lactococcus lactis subsp. hordniae

e Lactococcus lactis subsp. tructae, devenu Lactococcus cremoris subsp.
tructae (Hylckama Vlieg et al. 2006)
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o Lessous-especes

La sous-espéce lactis peut étre distinguée par sa plus grande résistance au stress : elle est
capable de croitre a 40 °C ou en présence de 4 % de NaCl. Elle est de plus capable de produire
de l'ammoniac a partir d'arginine. Les souches de la biovar diacetylactis sont capables de
métaboliser le citrate et de le convertir en diacétyle, un composé aromatique apprécié en

fromagerie pour son aréme de beurre.

Les deux sous-especes L. lactis subsp. lactiset L. lactis subsp. cremoris sont les plus
intéressantes pour la production fromagere puisqu'elles entrent dans la composition de la
quasi-totalité des levains fromagers. La sous-espéce lactis est mieux adaptée a la fabrication
des fromages a pate fraiche ou molle et la sous-espece cremoris pour ceux a pate pressée. Cette
derniére est en outre réputée faire des fromages de meilleure qualité en raison de sa contribution

spécifique a la saveur.

1981-2004

1878-1977 1974-1982 1985-1994 souches Phénotypes
. . HP
Steptococcus Streptococcus lactis Lactococcus lactis c1 .
cremoris (1919) subsp. cremoris (1982) [~ |  subsp. cremoris (1985) SK11 cremoris
. . . Mg1363
Bacterium lactis (1878) |  Streptococcus lactis | ML3C2
Streptococcus lactis (1909) subsp. lactis (1982) NCDO712
lactis
; Lactococcus lactis
Lactoba;:lgl)lgg)xylosus subsp. lactis (1985) 2?139604
y compris biovar Kf282
diacetilactis
S Streptococcus lactis : .
Streptococcus diacetilactis | subsp. diacetilactis RN 1L1403 diacetylactis
(1936) (1974)
Lactobacillus hordniae ; Lactococcus lactis
(1977) i ggf;%t;zoa%:észf)acﬂs —> subsp. hordniae b hordniae

Figure 02 : Histoire de la taxonomie de Lactococcus lactis originellement nommée Bacterium

lactis par Lister en 1878, d'apres van Hylckama Vlieg et al. 2006
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I .5.Fermentation lactique :

La fermentation est un procédé biologique utilise des sources d’hydrate de carbone et donnée
comme résultat 1’alcool, 1’acide lactique, A acétique, A acétone et co2 pour obtenir des

aliments, des boissons ou des produits susceptibles d’améliorer sa condition.(Kandler, 1983).

C12H22011+ HyO ) 4 (CH3-CHOH-COOH)+ Lactose+ Acide lactique.
Tableau 1 : Caracteres généraux des principales bactéries lactiques utilisées en fabrication de
laits fermentés (Holzapfel W.H. 2001)

Tableau 1 -« Caracteraes géeneraux des principales bactéries
lactiques utilisée=s en fabrication de laits fermentés

Type Forme Température
: da isomére ceplimale
Bactéria matabalisma  de l'acide de croissance
L) lactique =)
Laveconosroc ssp., Han B(-1 18 & 30
Leclracoocus faciis Hom Li+) 27 &8 32
Stroptocsoccus o P
Lhermophiics Hoon Li+) S8 &344
Lactobsaillus S , .
bufgaricus Hom -1 40346
Locrtaobacilus S e
. A’ﬂi\".‘\’ﬁbi"ﬂ.ﬁ "dl-' DL -55340
Laocrtacbacilus casomy Hoomnm Lie) 25 540

411 vide s ndcdroformentsire S Hom s homotermentaite.

1.5.1. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques :

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la régle. Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats
carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent étre
des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccarides (lactose,
saccharose, cellobiose, tréhalose). La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois
étapes (Atlan et al., 2008)

- le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;

- le catabolisme intracellulaire du sucre ;
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- formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou especes, les bactéries lactiques utilisent principalement I'une des deux

voies majeures du métabolisme des sucres (figure 02).

HETEROFERMENTAIRE

Glucose

HOMOFERMENTAIRE SLK =
ADP
Glucose Glucose-5-FP
ATP NAD
GLKlCADp co. <—/K NADH+H
Glucose-6- P S-P-gluconate
NAD
NADH+H
Fructose-6-P Ribulose-S-P
ATP
ADP
Fructose-1,6-diP >y lulose-S-P
~BaA | I xPC B,
Gy céraTdéhy de-3-P < » Diflwdroxy- Acety -2 _A.. Acétate
e, ' NAD acetone-P
¥ NADH=-H
1.3 diP-gly céerate Acetyi-CoA
-AD P NAD
ATP NADH+H
3-P_gly cérate Acetaldéehy de
: NADH+H
NAD
2-P-gly cérate Ethanol
'
P-énclpy ruv ate
= E ADP
- ATP
Py ruv ate
s E ADH+H
- NAD
Lactate

Figure 03 : Voies fermentaires de la dégradation du glucose (Atlan et al., 2008).
[GLK : glucokinase, FBA : fructose-1,6- bisphosphate aldolase, XPC : xylulose-5-phosphate phosphocétolase, PK

pyruvate kinase, LDH : lactate déshydrogénase].

Il s’agit des voies homofermentaire (Embden Meyerhof-Parnas, EMP) et hétérofermentaire

(voie des pentoses-phosphate) (Atlan et al., 2008).

Voies fermentaires de la dégradation du glucose (Atlan et al., 2008). [GLK : glucokinase, FBA
. fructose-1,6- bisphosphate aldolase, XPC : xylulose-5-phosphate phosphocétolase, PK :
pyruvate kinase, LDH : lactate déshydrogénase].

1.5.1.1. Voie homofermentaire ou EMP

Plus de 90% du lactose fermenté est transformé en acide lactique. Les autres produits
apparaissent seulement dans des proportions mineures. Pratiquement toutes les bactéries

lactiques utilisées comme cultures acidifiantes appartiennent a ce type. (Mozzi et al., 2010).

1 glucose + 2Pi+ 2 ADP e ? |actate + 2 ATP (Homofermentation).
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Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espéces de lactocoques,
pediocoqueainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions optimales de
croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule
de glucose consommée. La fructose-1,6-bisphophate aldolase (FBA) est une enzyme clé
indispensable au fonctionnement de la voie EMP (Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

Glucose
< NAL 2 ADP+P,
2 NADH + H* 2 ATP
ﬁ 2 Acide pyruvigue
2 MADH + H*
Lactate déshydrogénase
2 NAD"

2 Acide Lactigque

Figure 04 : Voie métabolique de la fermentation lactique homofermentaire (Tessier,
2007).

1.5.1.2. Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphate

Au moins 50%, mais pas plus de 90% du lactose fermenté est transformé en acide lactique. Les
autres produits issus de cette transformation sont: I’acide acétique, du CO2 et éventuellement
de I’alcool.

Ce type de bactéries lactiques était autrefois employé seulement dans les cultures beurrieres,
¢’est-a-dire pour I’acidification des crémes et employées lors de la fabrication des fromages a
pate molle et mi-dure car elles peuvent favoriser la formation d’ar6me et participer a la création
de 'ouverture. (Goy, 2015).

Les groupes principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoc et
certains lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA et le systéme de
transport PTS (Thompson et Gentry-Weeks, 1994; Hadef, 2012).

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de 1’acide lactique, de

I’acétate, de 1’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires. Les groupes principaux de
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bactéries présentant ce type de métabolisme sont les leuconostoc et certains lactobacilles. Ces

microorganismes sont dépourvus d’une FBA et le systéeme de transport PTS (Thompson et

GentryWeeks, 1994)

Glucose
2 NADP* 2 ATP
2 NADPH + H* S AP Fy P
coy [|>

Xylulose — 5 — Phosphate |

— P

7 NADH + H* Acétyl Phosphate
v ADP+ P
Glycéraldéhyde —3 — Phosphate 2 NAD%’P P
P [ | ATP
2 NAD* 2 ADP+ P,

Acétaldéhyde

Acide acétique
Acide pyruvigque 3 NAD
2 NADH + H*

NS

Acide Lactique

Figure 05 : Voie métabolique de la fermentation lactique hétérofermentaire(Tessier,2007).

1.6. Métabolisme azoté des bacteéries lactiques :

De fait de leurs nombreuses auxotrophies pour les acides aminés, la croissance des bactéries
lactiques repose sur leur systéeme protéolytique. Ces systéemes comportent des protéases
intracellulaires, des systemes de transport spécifiques pour les peptides et une multitude de
peptidases intracellulaires. Les systemes protéiques des lactocoques et des lactobacilles sont
remarquablement similaires, en ce qui concerne leurs composants et leurs modes d’action (Law

et Haandrikman, 1997 ; Savijoki et al., 2006).

Les études du systeme protéolytique ont été menées essentiellement pour le genre Lactococcus

et ont permis 1’établissement d’un modele de la protéolyse en trois étapes.

Sur la figure 03, la premiere étape fait intervenir une protéase ancrée a la surface bactérienne,

appelée protéase de paroi (ou PrtP).
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Les peptides sont pris en charge par deux systéemes de transport des oligopeptides (Opp et Opt)
pour traverser I’enveloppe bactérienne. Des di et tripeptides peuvent aussi étre transportés par
deux autres systemes (DtpT et Opt).

Les acides aminés sont transportés par des systemes de transport spécifiques. Enfin, dans le
cytoplasme bactérien un éventail de peptidases concourent a achever I’hydrolyse des peptides
en acides aminés (Savijoki et al., 2006 ; Atlan et al., 2008 ; Picon et al., 2010).

Le catabolisme des acides aminés est une voie majeure de formation de molécules aromatiques
(alcool, aldéhydes, acides organiques, ...), comme il peut étre une source d’énergie pour

certaines bactéries lactiques en cas de limitation en nutriments (Williams et al., 2001) .

Cell membrane

Acqo(\‘n D ~ " — _ Endopeplidases
e 5 .p;‘r_‘:, PupD2 ™ N NH L D00
@ [ Peprz  PepO '.' ______Aminopeptidases |
N e \ PepE2 PepOa e P RS XA
\ X Peph Pepl )
LW (5 2 b
—. N PepC =~ Di.tn-peptidases
v \ po e /S PopV PepD Y N LXixCOo
J’ \ M ,~~]‘ = L % : 'epl ML XX X SO0
N Sege® L “ | Amino
L\ " =t N
Peptides — [oPP) =0 p"“t'd"'", | Acids

- L e T e SO -
o~ % " pd ~ Pop PepA ) “popaPesn  ® O
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N\ [ Specific Pt e )

“ DT Aminopeptidases FProline-Specific
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Figure 06 : Schéma du systeme protéolytique de Lactococcus lactis (Atlan et al., 2008).
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Chapitre Il : Ecosystéeme fromager et son aptitude a la transformation

fromagere des laits

I.1. Ecosystéme fromager : Les ferments lactiques :
1.1.1. Définition des ferments lactiques :

Un ferment est une préparation microbienne d’un grand nombre de cellules, d’un seul
microorganisme ou plus, ajoutée a une matiére premiere pour produire un aliment fermenté en
accélérant et en orientant son procédé de fermentation. Le groupe des bactéries lactiques occupe
un réle important dans ces processus et une longue histoire d’application. Actuellement, on
deéfinit les levains ou ferments lactiques comme étant des cultures pures ou des mélanges de
bactéries lactiques Synthese Bibliographique Bactéries lactiques 10 sélectionnées et utilisées
pour la fabrication de produits fermentés comme les yaourts, le kéfir et les fromages (Leroy et
De Vuyst, 2004 ; Mayré-Makinen et Bigret, 2004) .

1.1.2. Types de ferments lactiques

Les ferments lactiques peuvent étre classés en se basant sur leur fonction, leur température de

croissance, ou leur composition (Carminati et al., 2010).

1.1.2.1. 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):

- Les ferments purs : constitués d'une souche d'une seule espéce bien caractérisée, c'est-a-dire

une culture provenant en principe d’une seule cellule bactérienne.

- Les ferments mixtes : ils sont formés d'un mélange de souches en nombre et en proportions
indéfinis, ces souches appartiennent aux différents types lysotypiques et ont donc, en général,

une bonne activité acidifiante.

- 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.

1.1.2.2. Selon la température de croissance Les ferments lactiques sont, selon les productions

industrielles a réaliser, des ferments mésophiles et des ferments thermophiles :
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- 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
température maximale de fermentation de 38°C a 40°C.

IIs sont constitués essentiellement des espéces acidifiantes (Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc.
Lactis ssp. cremoris) et des espéces aromatisantes (Lc. Lactis ssp. Lactis biovar. diacetylactis,

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris).

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

- Ferments thermophiles Ils comprennent les lactobacilles, les bifidobactéries et 1’espece
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-Mékinen

et Bigret, 2004 ; Carminati et al., 2010).
I.1.3. Les cultures mixtes des bactéries lactiques

Dans la pratique industrielle, les bactéries lactiques sont tres souvent associées, soit entre elles,
soit avec d'autres microorganismes (bactéries non lactiques, levures ou moisissures) formant
des cultures mixtes ou différents types d’interactions peuvent se produire. L'ensemble de ces

interactions gouverne la structure des communautés microbiennes et leurs activites.

On les classe en deux catégories : les interactions positives qui se caractérisent par la
stimulation d’un ou de plusieurs micro-organismes et les interactions négatives qui
correspondent a une inhibition de la croissance et de I’activité métabolique (Cholet, 2006 ;
Monnet et al., 2008).

1.1.3.1. Les interactions positives

Quand on parle d’interactions positives, on différencie le commensalisme ou I'un des
partenaires est stimulé par la production d’une substance essentielle ou par la destruction d’un
facteur inhibiteur, du mutualisme ou, dans ce cas, ’interaction est bénéfique aux deux

partenaires (Cholet, 2006).
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1.1.3.2. Les interactions négatives

Il existe divers mécanismes d’inhibition des micro-organismes entre eux. Si I’inhibition
intervient par la production de substances inhibitrices et si un seul des deux micro-organismes

est inhibé par I’autre, il convient de parler d’amensalisme.

En revanche, si les mécanismes d’inhibition sont réciproques, il s’agit alors d’un phénoméne
de compétition. Cette compétition peut s’exercer vis-avis de I’espace disponible (inhibition de

contact) et/ou de la disponibilité en substrats.

L’antagonisme désigne une lutte réciproque des deux populations par la production de

molécules inhibitrices, généralement spécifiques (Cholet, 2006 ; Monnet et al., 2008).
I.2. Aptitude technologique de la flore lactique :
a. 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 Mékinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par
(Beal et al., 2008) :

- Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés ; - Abaissement
progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ; - Limitation des risques

de développement des flores pathogene et d’altération dans les produits finaux ;
- Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la synérese.
b . Aptitude protéolytique

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

Les propriétés lipolytiques sont généralement 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
fromageéres (Béal et al., 2008).

D’une maniere générale on distingue les estérases qui hydrolysent de fagon 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'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et al., 2008 ; Serhan et al., 2009).

d. Aptitude aromatisante

Les bacteéries lactiques sont capables de produire de nombreux composes aromatiques (tels que
. I'a-acétolactate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol, I’éthanol, I’acétate,
le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des
matieres grasses. Cette fonctionnalité est particuliérement importante lors de 1’¢laboration des
laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont I’ardme principal est li¢ a cette

activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006).

e. Aptitude texturante

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un rdle
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb. Delbrueckiissp.
Bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés dans la fabrication
des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synéreése et augmenter la viscosité des
produits finis. L’utilisation des EPS produits par les souches Lc. Lactisssp. Cremoris est tres
prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Leroy et De Vuyst,
2004 ; Ho et al., 2007).

f.  Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont utilisés dans

la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005).
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Les acides organiques, comme [’acide lactique, 1’acide acétique ou 1’acide propionique,
élaboreés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et
des bactéries. Le peroxyde d’hydrogéne produit par les bactéries lactiques s’accumule dans
I’environnement et Synthése Bibliographique Bactéries lactiques 13 peut inhiber certains
microorganismes. Les bactéries lactiques hétérofermentaires synthétisent du dioxyde de
carbone comme métabolite secondaire. Son accumulation dans le milieu extérieur crée une
anaérobiose qui s’aveére toxique pour certains microorganismes aérobies présents dans
I’aliment. Le diacétyle peut inhiber la croissance des bactéries a Gram négatif, des levures et
moisissures (Alakomi et al., 2000 ; Ammor et al., 2006).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des substances antimicrobiennes de
poids moléculaire variable. Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries proches

de la souche productrice et leur spectre d’action est généralement étroit.

Les plus connues sont : la nisine, la diplococcine, I’acidophiline et la bulgaricane (Ogunbanwo
et al., 2003 ; Dortu et Thonart, 2009). La plupart des bactériocines produites par les bactéries
lactiques partagent le méme mode d’action, basé sur la formation de pores dans la membrane

de la bactérie cible (De Vuyst et Leroy, 2007 ; Kumari et al., 2009).
g. Performance et propriétés :

La sélection d’un ferment lactique doit prendre en compte des critéres de performance des
bactéries. Les bactéries devront répondre a certaines des speécificités suivantes (Béal et al.,
2008) :

- Résistance aux bactériophages et aux traitements mécaniques ;

-Tolérance aux inhibiteurs de croissance (antibiotiques, chlorure de sodium, saccharose,

I'acidité, I'éthanol et la température élevee) ;

- Aptitude a la congélation ou a la lyophilisation et a la conservation ;
- Comportement en présence d'oxygene ;

- Croissance a des températures non optimales ;

- Compatibilité avec d'autres souches ;

- Facilité d'emploi.
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1.3- Impact de la qualité physicochimique des laits sur la transformation fromagere

et sur le rendement :

La qualité de lait représente une notion complexe parce qu'elle posséde plusieurs dimensions
telles que la qualité physicochimique et microbiologique ainsi I'aptitude fromagére. La valeur
d'un lait peut étre jugée par son efficacité a la transformation en fromage. L'aptitude a la
coagulation dépend de son pH, sa teneur colloidale et en caséine, qui jouent un réle primordial
dans la mise en place du gel. Le rendement fromager est fortement corrélé a la teneur en protéine

ou caséine et en matiére grasse du lait (Laurent et al., 2002).
1.3.1 Aptitude a la coagulation du lait

La coagulation du lait par la présure et/ou par acidification est la premiére étape de la fabrication
d'un fromage qui peut étre considéré comme le résultat d'un processus dans lequel la caséine et
les matieres grasses sont concentrées apres élimination du lactosérum. Pour le fromager, le
comportement du lait lors de la coagulation joue un role important sur le bon déroulement des

étapes ultérieures de la fabrication fromagere (Martin et coulon, 1995).
1.3.2 Effet du pH

Le pH initial du lait a un effet déterminant sur la coagulation bien que pour le temps de
raffermissement. La maitrise de la préparation de lait permet de régler le pH qui conditionne la
fermenté des gels au moment de moulage (Starry, 1982). En fromagerie, L'abaissement du pH
favorise le processus de coagulation (diminution du temps de floculation et formation d'un gel

se raffermissant plus rapidement) par deux actions :

- L'activité de la présure sur la caséine k est maximale a pH = 5,5 et est rapidement inactivée

lorsque le pH est supérieur a 7,0.

- La stabilité des micelles décroit avec le pH par neutralisation des charges négatives et par

libération d'ions calcium, ce qui favorise la réaction d'agrégation (Linden, 1987).
L'acidification du lait entraine des modifications des propriétés du lait puis de gel.

Elle permet de raccourcir le temps de prise et d'augmenter la vitesse de raffermissement. Elle
permet également d'obtenir une fermenté de gel accrue de part une solubilisation du calcium et

du phosphore qui deviennent alors disponibles pour créer des liaisons entre les micelles lors de
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la phase enzymatique de la coagulation. Si l'intensité de l'acidification est mal gérée, les

conséquences sont toujours négatives au niveau de la technologie.

Une acidification excessive entraine une déminéralisation trés forte qui rend le caillé friable.

Une acidification insuffisante entraine une déminéralisation trop faible rend le caille fragile.

Il est donc nécessaire en premier lieu, l'ajustement du PH et le contrdle des paramétres
d'acidification (Delphine, 2005).

1.3.3 Teneur en calcium colloidal :

Un lait pauvre en calcium coagule difficilement et conduit & un gel mou qui se tient mal et,
aussi il est difficile d'agir directement sur ces teneurs dans le lait car, les animaux sont capables
de mobiliser leurs réserves corporelles ce qui a pour résultat de maintenir un taux stable de
calcium dans le lait. Il peut étre ajouté du chlorure de calcium avant emprésurage pour permettre
d'obtenir un caillé plus structuré et réduire le temps de floculation. Il est indispensable de
rappeler que l'utilisation de chlorure de calcium est interdite pour certaines fabrications sous
signe de qualité¢ (Alves D’Oliveira, 2007). D'autre part, I'ajout en exceés peut entrainer
l'apparition de défaut d'amertume et un goGt métallique. L'influence du taux de calcium se
manifeste sur le temps de floculation et la fermeté du gel. Le calcium est indispensable a la
floculation des micelles. L'aptitude a la coagulation dépend egalement de la teneur en phosphate
de calcium colloidal. Plus la teneur en phosphate de calcium micellaire sera élevée, plus le gel

sera ferme et se prétera a I'égouttage (Delphine, 2005).
1.3.4 Teneur en caséines :

Le lait contient deux fractions de protéines, la caséine et la protéine du sérum ou protéine
sérique. La caséine se compose de 4 composants autonomes: asl, as2, p et K. La protéine

sérique regroupe les «albumines» et les «globulines.

Les caseines ne présentent pas la méme sensibilité vis-a-vis du calcium. Les caséines as1, as2
et B s'agrégent en présence de calcium jusqu’a une valeur limite de concentration au-dela de

laquelle elles précipitent.

Seule la caséine K ne précipite pas en présence de calcium. Le calcium se lie aux caséines par
I'intermédiaire des acides aminés phosphoryles, ainsi deux charges négatives sur les molécules

de caséine sont neutralisées par chaque ion calcium lié, ce qui entraine une diminution des
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répulsions électrostatiques entre les caséines (chargées négativement a pH(6,6) et les conduits

a s'agréger (Dalgleish, 1982).

La présence a la fois d'interactions électrostatiques et hydrophobes permet aux caséines de
former des agrégats colloidaux (Schmidt, 1982) qui retiennent le calcium et le phosphate.
L'augmentation de la teneur en caséine K s'accompagne de la baisse de la taille des micelles et
suggere une localisation de cette caséine a la surface des micelles (Goy., Hani et al., 2005).

1.3.5 Taux d'urée

Un excés d'urée dans le lait souvent di a un exces d'azote dans la ration, engendre des cahiers
plus mous et plus humides du fait de la diminution en proportion des caséines romageables
(Enil, 2011).

1.3.6 Teneur en lactose

Au cours de traitement de lait a transformer, a température élevée, le lactose participe avec les
proteines a des réactions de brunissement non enzymatiques pouvant altérer la couleur et le

godt (godt de cuit) des laits pasteurisés et stérilisés et des fromages.
En fromagerie, Le lactose est un sucre fermentescible.

Il est dégradé en acide lactique ce qui provoque un abaissement du pH du lait pouvant entrainer
sa coagulation (Enil, 2011, Amiot et al., 2002).

1.4. Coagulation lactique :

a coagulation par voie aci st provoquée par 1’acide lactique d’origine bactérienne, qui
L lation ie acide est ée par I’acide lacti d’origine bactérienne,

transforme le lactose en acide lactique.

Le pH du lait de fromagerie diminue avec la production d’acide. Ce qui provoque une
solubilisation du phosphate et du calcium colloidal, un élément important dans la stabilité des

micelles de caséine.

Ces dernieres vont se lier entre elles et former un gel cassant tres friable et peu élastique
(Mietton, 1995).

Si I’acidification est rapide par addition d’un acide minéral ou organique, il y a floculation des
caséines a pH 4,6 sous la forme d’un précipité plus ou moins granulé¢ dispersé¢ dans le

lactosérum. Par contre, une acidification progressive, obtenue soit par fermentation lactique,
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soit par hydrolyse de la gluconolactone, conduit a la formation d’un gel lisse homogene qui

occupe entierement le volume initial du lait (Mietton et al., 1994).

La teneur en protéines agit sur la coagulation acide. Un lait riche en protéines formera un caillé

lactique plus ferme (Vignola carole , 2002).

La coagulation du lait correspond a une déstabilisation de I’état micellaire originel des caséines

du lait.
Cette déstabilisation peut étre réalisée de deux maniéres :

Voie fermentaire a 1’aide de bactéries lactiques contenues dans la flore indigéne du laitw et/ou

apportées sous forme de ferments :
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 température maximale
de fermentation de 38°C a 40°C. (Chamba.,2008 ; Carminati et al.,2010).

Ils sont constitués essentiellement des espéces acidifiantes (Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc.
lactis ssp. cremoris) et des espéeces aromatisantes (Lc. Lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis,

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris). (Chamba.,2008 ; Carminati et al.,2010).

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

Ferments thermophiles :

IIs comprennent les lactobacilles, les bifidobactéries et ’espece 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 Gruyere (Mayra Makinen et Bigret., 2004 ;
Carminati et al.,2010).

Voie enzymatique a I’aide d’enzymes coagulantes, en particulier la présure. Lesw mécanismes
d’action impliqués lors de la coagulation par voie fermentaire ou enzymatique sont trés

différents au niveau de la micelle de caséine
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Figure 07 : Coagulation acide et enzymatique du lait (Eck et Gillis, 2006)
1.5 Rendement fromager

Les rendements fromagers correspondent a la quantité de fromage que L'on peut obtenir avec

une quantité fixée de lait.

Ils varient principalement en fonction de la quantité d'eau retenue dans le fromage, définie par
les parametres technologiques et de la teneur du lait en protéines et en matiéres grasses (Goy,
Héni et al., 2005).

Toute augmentation du taux protéiques est favorable aux rendements plus précisement, la
teneur en caséine. En pratique, la mesure du taux protéique du lait chez des animaux indemnes
de mammites, reste un bon indicateur du taux de caséine, donc la surveillance de rendement
commence par la maitrise de taux protéique. Le rendement augmente aussi avec la teneur en

matiére grasse mais de fagcon beaucoup moins importante que la teneur en protéine.

En effet, la caséine quand elle coagule forme un réseau protéique qui emprisonne les autres

constituants et en particulier la matiere grasse présente sous forme de globules gras.

Par contre, une trop forte teneur en matiére grasse peut entrainer des problemes d'égouttage et
de coagulation (Bank et al., 1984).
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Un caillé insuffisamment acidifié ou emprésuré trop tot, risque d'avoir des micelles trés
minéralisées il contient moins d'eau car le calcium et le phosphore occupent les sites de fixation
de I'eau. 11y a donc plus de lactosérum égoutté (Delphine, 2005).

Le rendement en fromage (RF) est la quantité de fromage obtenue a partir de 100 kg de lait.

Dans l'industrie laitiere, il est important de prévoir le (RF) des productions pour prévoir les
matériaux, la main-d’ceuvre et 'équipement qui seront utilisés dans I'¢laboration ; il permet

également le calcul de la rentabilité du processus de fabrication (Veisseyre ,1980).

Il est important d'avoir une formule qui vous permet de calculer un rendement théorique du
fromage aussi proche que possible pour corriger les écarts par rapport au processus et

sélectionner le lait qui assure de bons rendements.

Le rendement du fromage a été étudié pendant plus d'un siécle par plusieurs chercheurs (Jakob
et Hanni 2004 ; Pouliot, et al., 2002).

Plusieurs auteurs ont decrit différentes formules pour prédire le QR en tenant compte de la

composition du lait.

Il existe différents types d'equations qui utilisent la composition du lait (réactif principal) en

utilisant un ou plusieurs parametres:
Les teneurs sont exprimeées en % :

Teneur en protéines (PT) ou de la caseine (C), de matiéres grasses (MG), les matiéres
solides(TS) et de solides non gras (SNG); ainsi que la teneur en humidité (H), le sel et la graisse
du fromage (FIL 2018).

I n'y a pas de facon unique de prédire la performance du fromage en fonction de la composition
du lait et de la composition du fromage et des modeles théoriques et empiriques et de leurs
formules correspondantes ont été développés. Le modele théorique utilisé (Goudédranche et al.,
2008) bien qu'il existe d'autres formules plus complexes (Jakobet Hanni 2004 ; Lucey Lee,2010
; St-Gelais, Tirard-Collet ,2002).

Certaines des formules sont d'application générale, tandis que d'autres ont été développées pour

des fromages spécifiques.
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1.6 Fromageabilité

1.6.1 Critéres d’aptitude fromageére :

Les criteres de la fromageabilité sont comme suit :

- comportement a la coagulation

- temps de raffermissement et fermeté du caillé

- influence sur la texture du fromage.

Ces critéres sont influencés par :

- Le taux butyreux pour un produit final a 45% de MG :
il en faut un minimum pour legodt, la flaveur (odeur + texture).
L’affinage fait surtout travailler ces molécules.

- Le taux de caséines dans le TP :

Il est & noter quand la concentration en caseines du lait augmente, le rendement fromager
augmente. Cette augmentation de rendement s’explique par un caillage plus rapide et la
formation d’un gel plus ferme qui retient ainsi plus de particules (matiére grasse et sels

minéraux). En général, le taux de caséines est proportionnel au TP (Jakob, et Hanni, 2004).

Ce taux de caséines est trés influencé par le taux cellulaire : une réaction mammaire a une
infection entraine une protéolyse (destruction des chaines de caséines) qui fait chuter tres

fortement 1’aptitude du lait a coaguler.

- Type de caséines : ilyena3

1. AlphaS1-caséine : non favorable a la fermeté du gel mais ramollit la pate lors del’affinage.
2. Beta-caséine : favorable a la fermeté du gel

3. Kappa-caseine : favorable a la coagulation et au gel

L’extrait sec

L'extrait sec ou la matiere seche du lait caillé désigne tous ses constituants autres que l'eau.
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Il doit étre au moins égal a I'extrait sec d'un lait normal. La teneur en matiére seche du lait caillé
est augmentée par les opérations de poudrage, de sucrage ou de concentration du lait par
évaporation (Jakob et Hanni ,2004 ; Ouali ,2002).

pH

Le pH du lait frais normal est de I’ordre de 6,7. Cette valeur est due en grande partie au
groupement basique ionisable et acide dissociables des protéines, aux groupements esters

phosphoriques des caséines et aux acides phosphoriques citriques (Mathieu, 1998).
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PARTIE Il : METHODOLOGIE
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Chapitre | : Matériel et Méthodes

1. Lieu et cadre de I’étude
1.1. Cadre de I’étude

Cette étude a pour objectif d'étudier les profils technologiques de deux souches lactiques sur les

aspects suivants :

- Cinétique d’acidification,

- Cinétique du potentiel hydrogéne
- Profil de I’activité protéolytique

- Adaptation technologique pour une utilisation en transformation fromagere sur un lait

fromager préparé par :
- La caractérisation de leur activité metabolique : de la fermentation a la coagulation lactique,

- Le calcul du rendement fromager en culture simple et en culture mixte.
1.2 Lieu et période de I'étude :

Réalisation de I'é¢tude au Laboratoire de Recherche en Sciences et Techniques de Production
Animale, Ferme Expérimentale, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem, durant la période allant de 24 février 2024 au 10 mai
2024.

2. Matiére animale :

La matiere animale est essentiellement du lait en poudre écrémé reconstitué de qualité
fromageable (voir fiche technique en annexe), avec une teneur en matiére seche de 12% et une
teneur en protéines de 3,2%. Ce lait préparé n'a montré aucune viabilité cellulaire apres une
double pasteurisation, I'une en LTLT (Low Temperature Long Time) et l'autre en HTST (High

Temperature Short Time), et un stockage réfrigéré a 4°C.
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L'utilité de la double pasteurisation est d'éviter la viabilité de toute cellule microbienne, ainsi
que toute activité enzymatique et donc toute interaction avec les BL testées. Le premier
traitement modéré (a 75°C avec un traitement thermique de 20 secondes) a permis de détruire
tous les microorganismes pathogénes et de réduire la flore totale, avec la présence d'une flore
fongique thermorésistante. Le deuxieme traitement complémentaire (flash a 95°C avec un
chambrage de 5 secondes) a permis d'éliminer complétement la flore fongique persistante dans

le lait expérimental.
3. Matériel biologique :

L'origine des deux bactéries lactiques, Lactobacillus acidophilus et Lactococcus lactis subsp
diacetylactis, est un isolement précédemment etabli a partir d'un fromage frais local "J'ben"
provenant des regions steppiques de l'ouest de I'Algérie. Pour confirmer leur pureté, les 02
souches ont éte identifiées phénotypiquement a l'aide des galeries APl de bioMérieux a Marcy-
I'Etoile, France, en utilisant la reférence API 50 CHL version 5.2. Outre 70% de lait ecrémé, le
milieu de conservation des souches contenait des ingredients microbiologiques provenant de
I'Institut Pasteur d'Alger, Algérie, composés de 0,05% d'extrait de levure, 0,05% de glucose et

30% de glycérol.

4. Milieu de culture

Le milieu de culture utilisé dans cette étude pour la croissance des souches lactiques est le
milieu MRS (De Man Rogosa et al.,1960) (\Voir annexe )

Tableau 02 : Milieu utilisé et conditions d’incubation pour I’isolement des souches

Micro-organismes Milieux Température Durée Incubation
d’isolement °C
Lactocoques MRS 30 et 37 72 heures Aérobiose
pH =6,5
Lactobacilles MRS 37 et 45 72 heures Anaérobiose
pH=5,5

5. Revivification des souches lactiques

Technique
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Les cultures bactériennes récupérées de la congélation ont été decongelées a température

ambiante. 1l a été établi ce qui suit pour les utiliser.

-Agitation pendant 10 secondes des flacons décongelés contenant les souches
-Prélevement de 1 ml des souches étudiées a l'aide d'une pipette graduée stérile.
-Introduction aseptique du volume prélevé dans un tube contenant 9 ml de bouillon MRS.

Une incubation a été établie a 30 et a 37°C pendant 72 heures et une viabilité cellulaire des
bactéries lactiques a été estimée par un spectrophotometre UV avec une DO mesurée conforme
a 620 nm.

6. Vérification de la viabilité des souches

Les souches lactiques revivifiées ont été vérifiées par ensemencement sur gélose MRS
et incubées a 30°C pendant 48 a 72 heures pour la souche mesophile et a 37°C pendant
48 heures pour la souche thermophile. Cette operation a permis de confirmer la viabilité des

souches lactiques.
7. Etude de caractéres morphologiques
7.1. Observation macroscopique

En se basant sur l'observation a I'eeil nu des colonies de Lactococcus et de Lactobacillus afin
de déterminer l'aspect, la taille, la forme des colonies des cultures bactériennes obtenues sur
gélose MRS.

7.2. Observation microscopique

L'examen microscopique a été effectué apres coloration de Gram établie sur une culture, Elle
permet de décrire la forme des cellules, leur mode d’association, apres réalisation des frottis

colorés.
7.3. Test de production de catalase

La catalase est une enzyme respiratoire capable de dégrader 1’eau oxygénée (H202) en eau

et Oz selon la réaction suivante : 2 H2O; Test de la catalase 2 H20 + O-

)

Sur une lame et a ’aide d’une pipette pasteur, on dépose une colonie bactérienne a laquelle on

ajoute de ’eau oxygénée H20> (a 10 volumes).
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La présence d’une catalase est révélée par l’apparition immédiate de bulle de gaz qui

correspondent a ’oxygene dégageé (Badis et al., 2005).
8. Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques
8.1. La cinétique d’acidification des bactéries lactiques

L'acidification du lait est essentiellement due a la production d'acide lactique qui est plus ou
moins importante selon la souche lactique. Ce caractére est trés recherché en industrie laitiere ;
il dépend de I'aptitude de la souche & fermenter le lactose et a résister, a l'acidité du milieu
(Dahou et al., 2015).

Méthode

Les souches étudiées indépendamment sont les suivantes : Une souche lactique mesophile

« Lactococcus » et une autre thermophile « Lactobacillus ».

Chague souche lactique pour le contréle de sa viabilité a eté ensemencée dabord sur MRS

liquide et incubée a température de croissance optimale.
1- Pour la souche Lactococcus a 30°C pendant 48 heures.

2- Pour la souche Lactobacillus a 37°C pendant 72 heures. Apres 48 heures un trouble de
croissance a été observé sur les milieux MRS des 02 cultures. 1ml de la culture mésophile et de
la culture thermophile a été ajouté séparément dans un tube contenant 10 ml de lait préparé. Le
tube contenant la culture mésophile a été incubé a 30°C, celui contenant la thermophile a été
incubé a 37°C pendant 24h. Apres fermentation 3 ml de chaque levain obtenu mésophile et
thermophile a été additionné dans 02 flacons séparés contenant 100 ml de lait préparé. Une
incubation a été établie a 30°C pour la préparation mésophile pendant 24h et une autre a 37°C
pour la préparation thermophile. Ces préparations ont été faites dans le but de déceler d’une

part la croissance bactérienne et d’autre part la cinétique d'acidification (acidité et pH).
8.1.1. Pouvoir acidifiant des bactéries lactiques

Dans le lait et les produits laitiers, I'acide lactique provient de la dégradation du lactose par les
bactéries. Plus un lait est frais, moins il contient d'acide lactique. La concentration en acide
lactique dans un lait s'exprime en degré Dornie (°D) : 1 °D correspond a 0.1 g d'acide lactique

par litre de lait.
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Un lait frais contient de 15 a 18°D, il caille a 60-70°D (IDF, 2018 ; Ketrouci et al., 2021 ; Leroy,
et De Vuyst, 2004).

La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part I’évolution du pH des différentes
cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément I’acidité totale par la soude.
On commence par la répartition du lait écrémé dans des flacons stériles ensemencé a raison de
(\V/ 100V). Apres incubation a 30 et a 37°C, et a un intervalle de temps de 2h, 4h, 6h, 8h et 24h
; 10ml du lait sont prélevés stérilement puis titrer par la soude Dornic (N/9) en ajoutant
préalablement 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine a 1% (alcool), jusqu’au virage de la couleur au

rose pale persistante au moins 10 secondes.

L’acidité est déterminée par la formule : Acidité (°D) = VNaOH x 10

Ou:

VNaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.

La mesure de pH est faite directement par le pH-metre, en plongeant 1’¢électrode dans le volume

du lait. Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procede au dosage de ’acide lactique.

Burette graduée Introduire la soude jusqu’a

-1’obtention d’une coloration

rose pale persistante

La soude Dornic (N/9y——¥

Nous avons ajoutés 2 gouttes

de phénolphtaléine au lait

10 ml du lait Eprouvette graduée

Figure 08 : Burette de titrage pour la mesure de I’activité acidifiante
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8.2. Profil protéolytique

Pour déterminer [Dactivité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose MRS
additionnée de lait écrémeé a 10% sera coulée, solidifiée et séchée puis des disques de papier
Wattman stérile seront déposes en surface de la gélose. Chaque disque recevra un volume de 1,
2,5 et 5 ul d'une culture jeune. Aprés une incubation a 37°c pendant 24h, la protéolyse se

révélera par des zones claires autour des disques (Veuillemard, 1986).

9. Coagulation lactique et pH isoélectrique

Préparation de lait reconstitué fromageable a I’aide d’une poudre de lait low-heat partiellement

écrémeé

Pour la préparation du lait reconstitué, il a été établi ce qui suit : On chauffe I’eau a 40°C et on
laisse rehydrater la poudre de lait mélangée cela va permettre une meilleure disso lution et une

meilleure homogeénéisation.
Le dosage utilisé est comme suit :

- 120 g du lait en poudre dans 880ml d’eau traitée.

- Une double pasteurisation, I'une en LTLT a 75°C (Low Temperature Long Time) et l'autre en
HTST a 95°C (High Temperature Short Time), et un stockage réfrigéré a 4°C.

Une réfrigeration et une conservation pendant 10 heures pour une bonne hydratation des

micelles de caséines.
9.1. Analyses physico-chimiques du lait fromageable par lactoscan SP Ultrasonic

Le lactoscan est un analyseur moderne qui fonctionne grace a la technologie a ultrasons qu’il

utilise, C’est un analyseur automatiquement calibré.
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Figure 09 : Le Lactoscan

Le lactoscan permet de réaliser les analyses physico-chimiques nécessaires a notre étude :
F : Matiere grasse

M : Matiere minérale

S : Matiére séche

P : Protéines

pH : Potentiel hydrogene

L : Lactose

Méthode d’utilisation

Pour faire une analyse physico-chimique : la sonde du lactoscan préléve 10 ml d’une prise

d’échantillon du lait a analyser.
Expression des résultats
Les résultats de ’analyse sont affichés dans les 60 secondes sur I’écran, mais peuvent étre

imprimés sur papier a ’aide d’une imprimante intégrée.
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9.2. Coagulation lactique du lait

Le principe de la coagulation lactique est le changement d'état du lait de liquide a demi solide
qui est appelé gel ou coagulum. Le produit se sépare alors en deux phases : le lactosérum et le
coagulum. Le lait posséde des caséines (protéines insolubles) responsables de la coagulation

lactique.

Coagulation acide ou lactique se fait grace a un élément chargé positivement, contenant des
ions H+, ainsi 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 grace 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 du lait se caractérise par sa coagulation totale
qui est déterminée par le fromager aprées un temps de raffermissement en obtenant une coupe

franche du caillé au tranchage manuel.
9.2.1. Préparation du coagulum « caillé lactique »

Pour la préparation du coagulum, on a établi la démarche suivante : Dans un flacon contenant
100 ml de lait préparé on a ajouté 2.5 ml de la culture mésophile. La méme démarche a été
établie pour la culture thermophile. L’incubation a été a 30°C pour la préparation mésophile et

a 37°C pour la préparation thermophile pendant 24 heures.
9.2.2. Détermination du pH isoélectrique

L’incubation établie pour la préparation du coagulum nous a permis aussi de déterminer les pH
a différents temps technologiques allant de la fermentation a la coagulation lactique et en
déterminant le pH isoélectrique nécessaire au raffermissement du lait soit a sa coagulation

totale. Ce suivi du pH et de I’acidité a été établi chaque 02 heures.
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9.2.3. Analyses physico-chimiques du caillé fromager

Le potentiel d’hydrogene

Le pH est une mesure de l'activité chimique des ions hydrogene. Le mesure de pH est réalisé a
I’aide d’un pH métre avec sonde a fromage de type HANNA® HI2210.

Teneur en matiére grasse

La teneur de la matiére grasse a été déterminée par la méthode acido-butyrométrique de Gerber
(Afnor, 1993). Cette méthode consiste a attaquer I’échantillon du caillé fromager a tester, dans
un butyrométre a fromage GERBER, par I’acide sulfurique puis récupérer la matiere grasse

obtenu par centrifugation en présence d’alcool iso amylique (Afnor, 2001).

Teneur en azote total (matiére protéique)

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl. Celle-ci consiste en la
minéralisation de I'échantillon du caillé fromager par chauffage en présence d'un mélange
d'acide sulfurique concentré, de sulfate de potassium et de sulfate de cuivre, pour convertir
I'azote organique de I'échantillon en sulfate d'ammonium. De la soude est ensuite ajoutée au
produit de la réaction pour libérer de I'ammoniac, qui est titré avec une solution d'acide

chlorhydrique en présence d'acide borique.

Teneur en eau et en matiere seche
La teneur en eau et en matiere seche (extrait sec total) est déterminée comme suit :
premiérement par évaporation au bain marie a 70°C puis par dessiccation de I'échantillon (10 g

de caillé fromager) pendant 3 heures dans une étuve a 103 £+ 2°C (Afnor, 1980).

Teneur en lactose

Le lactose est déterminé par spectrophotométrie. 1 g de caillé fromager est dissout, apres
broyage, dans 1 ml d’eau phénolée et 5 ml d’acide sulfurique et le tout est homogénéisé
mécaniquement sur vortex (Cadillac) puis porté a ébullition pendant cing petites minutes.
L’absorbance est lue a 490 nm par rapport a un témoin préparé avec de 1’eau distillée. Une

courbe standard est réalisée a partir d’une solution meére contenant 1 g/l de lactose (Afnor,
1993).

10. Rendement fromager

Le rendement est généralement exprimé en kg de fromage obtenu a partir de 100 litres de lait.
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Détermination du Rendement en extrait sec total (EST)

Cette méthode consiste a une évaporation de I’eau de la prise d’essai dans une étuve (Memmert)

a une température de 103°C et la pesée du résidu, selon la méthode (F.1.L, 2018).

Dans une capsule métallique préalablement séchée, on prend 10g du caillé lactique issu de la
culture mésophile et de on le desseche dans une étuve pendant 3 heures a 103°C. La méme
démarche est établie pour le caillé lactique issu de la culture thermophile. Apres dessiccation,

une pesée est effectuée pour pouvoir déterminer I’EST du caillé issu de chaque culture.
L’extrait sec total est déterminé en utilisant la formule suivante :

CO : poids de la capsule (g).

C1 : poids de la prise d’essai avant dessiccation (g).

C2 : poids de la prise d’essai apres dessiccation (g).

C2-Co

EST%= —————— x100

C1-Co
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

1. Contrdle des souches lactiques

Apres revivification des 02 souches lactiques et leur culture sur de la gélose MRS, une

observation macroscopique et microscopique a été établie avec une confirmation de leur

appartenance aux bactéries lactiques par le test de catalase et de coloration de Gram.

2. Examen macroscopique

L’observation a I’ceil nu des cultures sur gélose MRS a révélé des colonies visibles, de tailles

similaires pour chaque genre (environ 0,5 mm de diameétre pour Lactobacillus et 1,5 mm de

diametre pour Lactococcus) de petites tailles lenticulaires transparentes pour les lactobacilles

et blanches et rondes pour les lactocoques. Le test de catalase néegatif confirme que nos 02

souches sont des bactéries lactiques.

Tableau 03 : Critéeres morphologiques d’identification des 02 genres des souches lactiques

étudiées
Macro-morphologie | Micro-morphologie Température °C Groupes
Colonies blanches Coccis diplocoques 25a37 Lactocoques
rondes et en chainettes
Petites colonies Petits batonnets 37a45 Lactobacilles

blanches rondes ou
lenticulaires

Et en chainettes

3. Examen microscopique

La caractérisation microscopique apres une coloration de Gram a donné une coloration de Gram

positif, des bactéries de forme cocci ovoide pour les lactocoques et de forme en petits batonnets

séparés et en chainettes pour les lactobacilles (voir figure et figure ). Cette description

confirme les résultats donnés par Dahou et al., 2017 .
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Figure 10: Observation microscopique de la souche Lactobacillus
acidophilus aprés coloration de Gram ( G x 100).

Figure 11 : Observation microscopique de la souche Lactococcus lactis

subsp diacetylactis aprés coloration de Gram ( G x 100).
4. Test catalase

Les 02 souches examinées ont présenté une catalase négative (absence de bulles gazeuses).

5. Aptitude technologiques des souches étudiées :

5.1. Qualité physico-chimique du lait fromageable :
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Tableau 04 : Résultat de la qualité physico-chimique du lait fromageable préparé

Désignation R1 R2 R3 R4 R5 Moyenne
PH 6,72 6,74 6,71 6,73 6,71 6,72
Matiere protéique 3,19 3,21 3,19 3,20 3,20 3,20

%

Matiére grasse % 0,30 0,28 0,28 0,28 0,29 0,29
Lactose % 4,77 477 4,78 477 4,78 4,77
Extrait sec total % | 11,98 11,97 11,98 11,97 11,98 11,98
Matiére minérale % | 1,88 1,90 1,90 1,89 1,90 1,89
Teneur en eau % 91,20 91,18 91,19 91,20 91,18 91,19

La moyenne des résultats de la qualité physico-chimique du lait préparé démontre sa qualité selon les
critéres définis par la fédération internationale du lait (FIL, 2018). Les premiers critéres retenus
sont sa richesse en matiere protéique (3,1 a 3,4%), en lactose (4,4 a 5,1%) et en extrait sec total
(11,5 & 12,5%). Nos résultats ont donnée un taux de 3,2% en MP, un taux de 4,77% en lactose

et un extrait sec total de 11,98%.

5.2. Résultats de la cinétique de croissance des bacteries lactiques :

En suivant I'évolution du nombre de bactéries et du pH en fonction du temps, les résultats

obtenus sont présentés dans les figures 12 et 13.

La notion de norme de croissance bactérienne recouvre deux aspects : la croissance des cellules
bactériennes (taille, masse, volume) et le phénoméne de division cellulaire (population). De
plus, cette croissance induit une série de réactions métaboliques conduisant a la production de
biomasse cellulaire. La durée de croissance est normative (visible sur les figures et en UFC/
ml), <a 19 h pour la souche thermophile avec un pic de multiplication des cellules bactériennes
a18 h et <a 15 h pour la souche mésophile. Cette cinetique conduit a la production d'un caillé
lactique, visiblement défini par l'augmentation de la biomasse lactique dans le coagulum

lactique produit et la synérese contrélée du lactosérum.
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Figure 12 : Evolution de la numération bactérienne de Lactobacillus acidophilus
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Figure 13 : Evolution de la numération bactérienne de Lactococcus lactis subsp diacetylactis

5.3. Mesure du pH :

La figure montre I'évolution de la concentration en ions hydrogene pH des souches lactiques
Lactobacillus acidophilus et Lactococcus lactis subsp diacetylactis étudiées en fonction du

temps (h) lors des mesures de la cinétique de croissance.
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Figure 14 : Evolution du pH de Lactococcus lactis subsp diacetylactis et de Lactobacillus

acidophilus

Kholif et al. (2011) ont obtenu des résultats similaires avec des lactobacilles. L'acide lactique,
issu de la décomposition du lactose par les bactéries lactiques, porte des charges positives (ions
hydrogéne) qui neutralisent les charges négatives des colloides (caséines). A un pH de 4,6 a
4,8, connu comme le point isoélectrique de la caséine, ils deviennent neutres. L'acide déshydrate
donc les micelles de caséine en les rapprochant les unes des autres. Plus la déminéralisation
(acidification du lait par des bactéries lactiques ou coagulation acide) est importante, plus le

caillé est lactique.

D'aprés nos résultats et la figure , a 0 h, le pH initial du lait de fromagerie inoculé avec deux
cultures de souches Lactobacillus acidophilus et Lactococcus lactis diacetylactis est proche de
la neutralité, avec une moyenne de 6,67. Le pH isoélectrique (autour de 4,6 - 4,8) de la souche
Lactobacillus acidophilus a été atteint apres plus de 17 a 18 heures d'inoculation du lait de
fromage, tandis que pour Lactococcus lactis diacetylactis, le pH isoélectrique a été atteint apres
plus de 29 a 30 heures d'incubation. Pour les deux souches étudiées, le lait de fromage a subi
une post-acidification contr6lée méme apres 24 h d'incubation a un pH inférieur a 4 pour les 02
BL.
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En effet, I'abaissement du pH joue un role essentiel, d'une part dans la coagulation lactique du
lait en déstabilisant les micelles de caséine qui conduisent a la formation d'un gel lactique
homogene, et d'autre part, en conférant une bio-protection et un godt distinctif au dérivé laitier
qui contribue a sa saveur et a son arome (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Mechai et al., 2014 et
Saidane et al., 2021).

5.4. Profil protéolytique :

Les systemes protéolytiques des BL sont importants dans les processus d'affinage du caillé des
fromages fabriqués, ce qui confére aux fromages leurs propriétés rhéologiques et leurs
caracteéristiques organoleptiques (Kholif et al., 2011 et Roudj et al., 2009). D'autre part, l'activité
protéolytique des BL est essentielle pour leur croissance dans le lait et ses dériveés, ainsi que
pour le développement de métabolites organiques essentiels a la bioprotection des produits
dérivés du lait. Le résultat du test de protéolyse est un halo de lyse autour de la colonie
bactérienne, dont le diamétre est mesuré pour évaluer l'intensité de l'activité protéolytique
(Salminen et al., 2004). Les résultats ont montré que Lactobacillus acidophilus était hautement
proteolytique par rapport a Lactococcus lactis diacetylactis, les mémes résultats obtenus par
Saidane et al. (2021), qui ont montré que dans des milieux similaires, l'activité protéolytique
est induite a la fois par les lactocoques mésophiles et les lactobacilles thermophiles.

Tableau 05 : Diamétre protéolytique moyen en millimeétres pour les souches étudiées apres
24 h d'incubation

L1 L2
Répétitions D1 D2 D3 D1 D2 D3
1 15 16 14 - - -
2 13 15 14 - - -
3 12 14 15 - - -
4 10 16 16 - - -
Moyenne en mm * * * - - -
12,5 15,25 14,75

L1 : Lactobacillus acidophilus ; L2 : Lactococcus lactis subsp diacetylactis ; D1 : 1 pl de la culture ; D2 : 2,5 pl
de la culture ; D3 : 5 pl de la culture ; - : Test négatif.

*L'activité protéolytique moyenne, a différentes doses de lait écrémé, des 02 cultures BL a montré une différence
significative P>0.05

D'apres le tableau, I'activité protéolytique est variable d'une dose a l'autre, la meilleure

zone de protéolyse étant obtenue a la dose de 2,5 pl de Lactobacillus acidophilus, avec un haut
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niveau de proteolyse reflété par un diametre moyen de lyse de 15,25 mm, et a la dose de 5ul, la
souche a montré une protéolyse moyenne avec un diamétre de 14,75 mm. A la dose de 1pl, la
souche était moyennement protéolytique, avec une zone moyenne de lyse de 12,5 mm de
diamétre. En revanche, Lactococcus lactis diacetylactis a aucune activité protéolytique, comme
le démontre les résultats du tableau 05.

Selon Anjum et al. (2014) et Sadi et al. (2017), une souche lactique peut étre confirmée comme
protéolytique si elle développe une zone de lyse caractérisée par un halo autour de la colonie
bactérienne d'un diamétre compris entre 5 et 15 mm. Si l'on compare ces données avec nos
résultats, on peut dire que Lactobacillus acidophilus a un profil protéolytique nécessaire pour

une activité coagulante en transformation et en maturation des caillés lactiques en affinage.

Dans ce contexte et selon les travaux de recherche établis par Dahou et al. (2015) ; Kholif et al.
(2011) ; Saidane et al. (2021), la sous-espece de Lactococcus lactis subsp diacetylactis peut étre
distinguée par sa plus grande résistance au stress : elle est capable de croitre de 37 °C. Elle est
de plus capable de produire de I'ammoniac a partir d'arginine. Cette souche est capable de
métaboliser le citrate et de le convertir en diacétyle, un composé aromatique appréecié en
fromagerie pour son aréme de beurre. Cette sous-espece est la plus intéressante pour la
production fromagere puisqu'elles entrent dans la composition de la quasi-totalité des levains
fromagers destinés a I’affinage. La sous-espece lactis est mieux adaptée a la fabrication des
fromages a péte fraiche ou molle. Cette derniére est en outre réputée faire des fromages de

meilleure qualité en raison de sa contribution spécifique a la saveur.

Selon Dahou et al. (2015), I'intérét pratique des lactobacilles est considérable pour plusieurs
raisons :

e La production d'acide lactique en fermentation lactique des laits et dérivés est une des
principales fonctions des lactobacilles, car la quantité produite par ces derniers est supérieure a
celles formée par les autres genres utilisés industriellement.

e [’activité protéolytique des lactobacilles participent a l'accélération de l'affinage des
fromages avec un moindre risque de développement d'amertume, et d'étre a l'origine d'une
flaveur plus intense.

e Certaines especes du genre Lactobacillus comme Lb. acidophilus possédent une aptitude a
produire un polysaccharide, qui conféere I'épaississement du milieu dans le cas des laits

fermentés.
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5.4. Pouvoir coagulant : Coagulation lactique déterminée apres une période d'incubation de
24 heures ; lait préparé et inoculé avec une culture mixte des deux lactobacilles, I'un mésophile

et l'autre thermophile.

La coagulation lactique totale a été déclenchée a un pH isoélectrique de 4,8, ou les charges
négatives des caséines kappa sont neutralisées par les ions H+ de la fermentation lactique.
L'acide a déshydraté les micelles de caséine, conduisant a leur assemblage par des liaisons fortes

et irréversibles.

Selon (Leroy et De Vuyst, 2004 et Vignola et Amiot, 2002), la concentration en ions hydrogéne
est déterminante pour une bonne coagulation lactique, au pH isoélectrique du lait (pH entre 4,6
et 4,8) : les caseines (protéines insolubles du lait) perdent leur charge négative, et se lient entre
elles par des liaisons faibles. Elles créent un maillage qui solidifie le lait et lui donne une
consistance "épaisse”. C'est ainsi que I'on obtient le caillé lactique a partir de la coagulation

lactique.

Roudj et al, 2009, reconnait que cette méthode de coagulation dépend de la dose de culture
bactérienne et du type de BL utilisé, de la qualité du lait et de sa température d'incubation lors
de l'acidification. Plusieurs heures a plusieurs dizaines d'heures sont nécessaires pour obtenir
un caillage satisfaisant. Vignola et Amiot, 2002 recommandent 04 a 06 heures pour les ferments

lactiques thermophiles et 12 a 18 heures pour les ferments mésophiles.

Nos resultats sont également en accord avec les normes de la FIL pour la transformation
fromagere. Par leurs activités métaboliques, les souches étudiées ont induit une concentration
en ions hydrogéne avec les activités de coagulation recherchées dans les applications
fromageres, adaptables aux fromages de type caillé lactique ou mixte. Le coagulum obtenu pour
la souche Lactobacillus en a éteé percu a I'ceil nu comme ferme, non friable, avec un gel brillant
et non dégradé. La post-acidification non abondante a entrainé une faible exsudation du
lactosérum avec une teneur < a 20 % pour une norme d'exsudation du lactosérum définie par la
FIL de 15 a 30 %. Ceci explique pourquoi tout dérive laitier réussi nécessite le bon choix des
bactéries lactiques utilisées, le contrble du substrat et l'adaptation des paramétres

technologiques pour obtenir des produits laitiers typiques trés appréciés par le consommateur.

Les performances technologiques des bactéries lactiques autochtones isolées d'un fromage de
terroir J'ben a caillé lactique, utilisées en culture mixte, ont montré une similitude dans les
cinétiques de croissance et les profils d'acidification étudiés, démontrant un bon profil
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meétabolique avec une montée contrdlée des ions hydrogéne donnant des pH isoélectriques en
accord avec une coagulation lactique a la fois mésophile et thermophile. Cette comparaison a
été faite par rapport aux fiches techniques des souches de référence ATCC des mémes especes
de BL, Lactobacillus acidophilus et Lactococcus lactis diacetylactis. Ces fiches certifiées
déterminent les performances des bactéries lactiques en termes de profil fermentaire (pouvoir
acidifiant - production d'acide lactique), d'activités protéolytiques et de propriétés sensorielles
pour une transformation laitiére typique. La protéolyse par hydrolyse des protéines du lait
écrémé varie significativement (P>0,05) en fonction des doses utilisées et de la culture
bactérienne testée. En tenant compte des mémes recherches établies dans le cadre des activités
protéolytiques des BL, notamment celles de (Dahou et al, 2015 ; Roudj et al, 2009 ; Salminen
et al, 2004 ; Zhu et al, 2009) et nos résultats obtenus avec une protéolyse évoluant en fonction
de la dose de la culture ensemencée et avec une teneur constante des protéines du lait utilise.
Cela prouve que nos cultures natives sont adaptables aux laits pauvres et riches en proteines,
comme c'est le cas de nos laits locaux qui présentent une fluctuation de la teneur en protéines

qui s'affaiblit au fur et a mesure de I'évolution des phases de lactation du troupeau laitier.

Selon les résultats obtenus, ces BLs du terroir laitier algérien s'adaptent bien a la disponibilité
et a la typicité qualitative des laits locaux pour la production d'une variété de produits laitiers
et fromagers fermentés trés consommeés, qui représentent un patrimoine algérien d'une grande

importance diététique, médicinale et économique.

Tableau 06 : Résultats physico-chimiques du caillé fromager obtenu

E1 E2
PH 410 4.62
g';"r;‘;'seere 0,65% 0,63 %
Matiere 15,35% 14,56%
protéique

'S\gga'eere 34,20% 33,75%
Eau 65.80% 66.25%
G/S (Gras 1,90 % 1.87%
sur sec)

Lactose 10,25% 10,20%

E1 : Echantillon de caillé fromager fabriqué avec la souche Lactobacillus
E2 : Echantillon de caillé fromager mixte fabriqué avec une culture mixte Lactobacillus et Lactococcus

La flore microbienne (essentiellement la flore lactique) est responsable du pH du caillé
fromager, la flore lactique diminue le pH du lait qui permet la coagulation du lait qui est la
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phase le plus important de la fabrication du fromage, aussi la diminution de pH permet de

préserver naturellement le caillé fromager et augmenter leur duré de vie.

La teneur de la maticre grasse du fromage est liée essentiellement a la teneur du lait d’origine
qui est pour la norme FIL entre 35 a 45¢/1. La teneur du lait en matiere grasse (Taux butyreux)
est aussi sous I’influence de plusieurs facteurs (I’animale, la saison, 1’alimentation...etc.). Pour

nos caillés fromager obtenus, le taux butyreux est varié entre 0,63 % et 0,65 %.

La teneur en matiére grasse porte une grande importance pour classer les caillés fromagers a
caillé lactique, frais et non affinés selon les normes générales pour les caillés fromagers (Codex
Standard 221-2001), cette teneur est exprimée en pourcentage de matiére grasse dans I’extrait
sec G/S ou (Gras sur sec) et permet de donner 5 classes différents :

. Extra gras ou double creme (si la teneur en G/S est égale ou plus de 60 %) ;

. Tout gras ou au lait entier ou créme (si la teneur en G/S est supérieure ou egale a 45 %
et inférieure a 60 %) ;

. Mi-gras ou demi-écrémé (si la teneur en G/S est supérieure ou égale a 25 % et inférieure
a45 %) ;

. Partiellement écrémé (si la teneur en G/S est supeérieure ou égale a 10 % et inférieure a
25 %) ;

. Maigre ou écréme (si la teneur en G/S est inférieure a 10 %).

Les résultats physico-chimiques de nos échantillons de caille fromager ont montré que le
pourcentage en G/S (Gras sur sec) varie entre 1,87 % et 1,90 % ; a partir de ces résultats nos
échantillons sont classés dans la catégorie des caillés fromagers maigres ou écrémés ayant un

G/S égale ou supérieur a 10 %.

La teneur du caillé fromager en matiere protéique est aussi liée au taux de protéine du lait
préparé qui doit tre compris entre 33 a 36 g/l. Nos résultats ont montré que la teneur en matiere
protéique est variable entre 14,56 % et 15,35 % qui est une grande marge. Comme la matiére
grasse le taux protéique est aussi influencé par les différents facteurs en causant ces variations

des taux dans les échantillons.
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La perte du lactose dans les grains de caillé fromager a lieu surtout a cause de la déshydratation
et moins a cause de la fermentation du lactose (Dahou et al.,2015). Le taux du lactose dans nos
caillés fromage fluctue entre 10,20 et 10,25%.

La teneur en eau est conforme pour la norme FIL (2018) d’un caill¢ fromager de type lactique

(de 60 a 75%). Cette teneur est comprise dans nos caillés fromagers entre 65,80 et 66,25%.

Les résultats physico-chimiques de nos caillés fromagers concordent avec la norme formulée
par la FIL (2018), pour caillé fromager maigre a caractere lactique. La variation des
caracteéristiques de notre caillé fromager a caractére lactique est d’abord au dépend du lait
préparé utilisé et de ses caractéristiques physico-chimiques qui sont influencés par 1’origine du
lait, de son espece animale, sa race, son alimentation, et des conditions zootechniques et des

pratiques d’élevage.
5.5 Rendement fromager

Selon la fédération internationale du lait (2018) ; le rendement fromager d’un lait pour un caillé
fromager lactique varie entre 35 et 40 kg pour 100 litres de lait fromageable. Notre essai
expérimental avec la culture lactique de Lactobacillus a donné le rendement escompté pour un
caillé frais se situant a une valeur tres appreciable de 38,25 kg pour 100 litres. L’essai avec une
culture mixte Lactobacillus —Lactococcus a donné presque le méme rendement avec 38,18 kg

pour 100 litres de lait.

Un lait apte a une transformation fromageére doit avoir comme taux protéique TP plus de 3%
(30 g/L de lait). Notre lait expérimental a présenté un TP supérieur a 3% soit 3,2%. Il faut savoir
pour tout point ou gramme de protéine gagnée, on gagnera 4 g de fromage. De plus le profil
protéique de notre souche lactique a donné la qualité escomptée en caillé lactique sur le plan

rendement fromager et fermeté du coagulum lactique.

Nos résultats sont conformes a la norme FIL, 2018 : en effet le caillé obtenu a une teneur en extrait sec
total entre 33,75 et 34,20 % et une teneur en eau de 65,80 a 66,25 % soit un coagulum de la catégorie
des caillés fromagers a caractére lactique qui doivent présenter un rendement en extrait sec entre 25 et

40 % et une humidité (teneur en eau) comprise entre 60 et 75 %.
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Conclusion

Selon I’intérét de chaque espéce bactérienne caractérisée et ses effets sur le plan technologique,
cette étude est une contribution qui vise a apporter aux fromagers I’approche scientifique qui
assurerait une meilleure connaissance des souches lactiques a fermentations différentes, a

activités protéolytiques et aux propriétés organoleptiques et rhéologiques spécifiques.

L'évaluation des souches lactiques autochtones isolées des produits laitiers de I'ouest algérien a
confirmé la typicité de deux espéces étudiées : Lactobacillus acidophilus et Lactococcus lactis

subsp diacetylactis.

Le potentiel fonctionnel des 02 souches a travers leurs aptitudes technologiques était conforme
au reférentiel de la fédération internationale du lait présentant un profil acidophile fermentaire
avec une activité protéolytique favorisant la production de facteurs de croissance et d'acides
amines necessaires au développement d'une microflore lactique secondaire hautement
dépendante nécessaire au développement des caracteristiques texturales et aromatiques

particuliéres dans les fromages affinés.

Par ailleurs, les perspectives de cette étude seront, a plus d'un titre, convaincantes en
travaillant sur une meilleure connaissance des écosystéemes microbiens laitiers de nos produits
locaux et en proposant l'utilisation de cocktails de souches sélectionnées, ayant la capacité de
reproduire des métabolismes d'intérét dans la transformation laitiere et donnant de l'originalité
aux produits élaborés. De plus, avec ces évaluations technologiques de notre flore lactique
indigene, nous commencgons a avoir une image fiable de la diversité microbienne de nos
produits laitiers traditionnels, qu'il faudra exploiter davantage pour les valoriser et préserver
leur typicité, et tendre vers une appellation d'origine protégée pour le patrimoine des dérives

laitiers.

En perspective ces souches caractérisées peuvent étre utilisées en application fromagére pour

des essais de fabrication d'un fromage a caillé mixte.
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Annexes

Annexe A : Milieu de culture : Composition

> Milieu MRS (pH 6.5)

= PEPIONE ... 10g
SEXErait 0 VIANGE ... 10g
SEXEFAIE 0B JBVUIE....c s 5¢
SGHUCOSE. ... 20g
STWEEN 0. .. ottt iml
-PhoSphate bIpOtasSIQUE. .. «.cveeerrereeiiiieeiieeesieeesiee e s ee e srre e sree e e e e e eeseeeeenes 29
=ACELALE (8 SOTIUIM. .. .eeiviiieiiii et ettt e e e e e eeaneeas 5¢
- Citrate d'ammONIUM .........ccuuieiiiee e see et e e e e et e e e sra e e anneas 29
-Sulfate de magnesium, 7 H20 ..........oooiie e 0.29
-Sulfate de manganese, 4 H20.........ccooiiiie i 0.5g
FA BT ¢ e e e e e e e e 159
~EAU dISEIIEE GSP. .. coeeeeieeeie e 1000ml
-Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant.............ccceeevveeeiieeeciie e e, 15min
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Annexe B : Coloration de Gram

v Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre.

v Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, et
sécher par passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne Couvrir le frottis
par du cristal violetpendant 60 secondes.

v Laver I’excés du colorant avec de I’eau distillée.
v Couvrir de lugol pendant 30 secondes.
v’ Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

v' Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone en
inclinant la lameet par goutte a goutte jusqu’a disparition compléte de la
coloration violette Rincer avec I’eau distillée pendant 5 secondes.

v Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes.
v’ Laver avec I’eau distillée pendant 10 secondes.

v' Déposer une goutte d’huile & immersion sur le frottis et observer au

microscope a unfort grossissement.

Lecture : Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent
violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent

distinctement rosatres.
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Annexe C : Test de catalase

v' Préparer une lame propre et stérile .
v Déposer 2 a 3 gouttes d’eau oxygénée a 10 volume sur la lame .
v' ATl’aide d’une pipette stérile prélevé quelques cellules de la colonie .

v Mélanger soigneusement les cellules avec de I’eau oxygénée.

Lecture : dégagement de gaz signifie que la souche est catalase +, ’absence de dégagement de

gaz signifie que la souche est catalase négative



Annexe D : FICHE TECHNIQUE POUDRE DE LAIT FROMAGERE LOW HEAT

LACTALISy

—ingredients

01.01.2024 Unité Valeurs garanties Valeurs typiques
Composition
Humidité ¥ [%0] max. 4.0 par kg poudre 3.75
Protéines (x 6.38) dans I'extrait sec dégraissé [%] min. 34.0 34.0 - 36.5
Protéines (x 6.38) dans poudre [%] 32.5 32.6 - 35.0
Matieres grasses [%] max. 1.5 04
Lactose [%] 50-56 Y
Cendre [%] 8?2
Parametres chimiques
Acidité titrable [%] max. 0.15 max. 0.13
WPN Index [mg WPN/g poudre] min. 6 75
Parametres physiques
Densité en vrac ol 400 - 620
Particules brilées ADPI A-D B A-B
Indice de solubilité ADPI ml max. 0.5 0.1
Parameétres sensoriels
Couleur blanche a creme blanche a creme
Godt et odeur pur, un peu sucré, pur, un peu sucré, agréable
différence
permise: a une petite part
Appareuce pas de grumeaux fluide libre
Parameétres microbiologiques
Germes aérobes mésophiles [KBE / g] max. 15'000 < 10'000
Enterobacteriaceae [KBE / g] <10 <10
Staph. Aureus [KBE / g] <10 <10
Levures/Moisissures [KBE / g] <100 <10
Salmonelles spp. neg. dans 5x25¢g neg.dans 5x25¢g
Contaminations de I'environnement
Pesticides (Screening) exigences OCont exigences OCont
Organochlorine pesticides [mg/kg] 0.002
Somme des PCDD/F [ng/kg] - -
PCB [ma/kg] <0.03
Métaux lourds
Arsenic [ma/kg] <0.02
Plomb [ma/kg] max. 0.2 <0.05
Cadmium [ma/kg] <0.002
Mercure [ma/kg] <0.01
Mycotoxines
Aflatoxine M1 [na/kg] max. 50 <20
Radioactivité
Caesium 137 [Ba/kg] max. 102 <5
Caesium 134 [Ba/kg] max. 102 <5
Antibiotiques neg. Delvo neg. Delvo
Information nutritionnelle
Energie kJ/100g 1500
Qualité organique non non
Kosher non non (possible sur demande)
Halal non non (possible sur demande)
Vegetarien non oui
Additifs non non
Supplément de vitamine A non non
Supplément de vitamine D non non
Durée de conservation
Max. 20°C .
mois 18

Max. 65% rel. humidité
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