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Résumé

Les produits laitiers sont considérés comme une bonne source des bactéries lactiques. En plus
de I’importance de la composition physico-chimique et de la haute valeur nutritionnelle du
fromage, la caracteéristique physico-chimique reste un élément majeur de la qualité de fromage
a pate molle. La production de fromage passe par quatre étapes : la coagulation du lait,
I’égouttage du caillé, le salage et I’affinage. Cette derniere étape est reconnue comme la
période cruciale dans le développement des propriétés organoleptiques typiques des fromages.
L’une sert a la fabrication des fromages et I’autre a leur affinage. Elles permettent de préparer
et d’affiner les fromages dans des conditions d’ambiance et d’asepsie contrélées. Elles sont

maintenues en légere surpression afin d’éviter I’entrée de contaminants extérieurs.

L’ application des ferments reconstitués dans la fabrication des fromages a pate molle a révélé

une meilleure qualité hygiénique qui répond aux normes nationales et internationales.

Les résultats de I'évaluation des aptitudes technologiques des cultures pures et des ferments
reconstitués montrent une bonne capacité d'acidification, certaines ont montré une bonne

activité protéolytique

Mots clés : Bactéries lactiques, fromage a pate molle, technologie de fabrication,
Streptococcus thermophilus, aptitudes technologiques.



Abstract

Dairy products are considered a good source of lactic acid bacteria.

In addition to the importance of physicochemical composition and the high nutritional value
of cheese, the physico-chemical characteristic remains a major factor in the quality of soft
cheese. The production of cheese passes through four stages: the coagulation of milk, the
draining of the curd, the salting and refining. This last step is recognized as the crucial period
in the development of the typical organoleptic properties of cheeses. One is used for the
manufacture of cheeses and the other for ripening. They allow the preparation and refining of
cheeses under controlled environmental conditions and asepsis. They are maintained in a

slight overpressure in order to avoid the entry of external contaminants.

The application of reconstituted ferments in the manufacture of soft sour dough cheeses

revealed a better hygienic quality that meets national and international standards.

The results of the evaluation of the technological capacities of the pure cultures and of the
reconstituted ferments show a good capacity of acidification, some showed good proteolytic

activity.

Key words: Lactic acid bacteria, soft cheese, manufacturing technology, Streptococcus

thermophilus, technological aptitudes.
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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles assurent non
seulement des caractéristiques particuliéres d’arébmes et de texture mais aussi une bonne
sécurité alimentaire. Elles sont largement impliquees dans la fabrication de produits laitiers
fermentés du fait de leurs activités metaboliques particulieres. La production d’acide
lactique est essentielle a la production des produits laitiers fermentés et leur confére une
saveur typique (Labaoui et al., 2005). Leur capacité a fermenter les hydrates de carbone et
a un moindre degré, de dégrader les protéines et les lipides méne a la synthése d'une large
gamme de composes, 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 (Mozzi et al., 2010).

Les technologies laitiéres représentent toutefois le principal secteur d’application
des bactéries lactiques. Dans la fabrication fromageére, elles jouent un réle primordial dans
les premieres étapes de la transformation du lait, mais elles interviennent aussi, directement
et indirectement, dans la phase d’affinage et dans la qualité sanitaire des produits. Leur
action est liée principalement a deux aspects de leur métabolisme : la production d’acide

lactique et I’activité protéolytique (Desmazeaud, 1998).

L’objectif principal de cette étude est d’essayer la fabrication d’un fromage a pate
molle de type stabilisée de qualité en utilisant des bactéries Streptococcus thermophilus
lactiques isolées et identifiées.

De maniere spécifique, il s’agit de:

o fabriquer du fromage a pate molle de type stabilisée,
o déterminer les propriétés physico-chimiques du lait et du fromage;

o determiner les propriétés microbiologiques du fromage a pate molle.

-



Chapitre | BACTERIES LACTIQUES

Chapitre | : Bactéries Lactiques

I. Généralités sur les bacteries lactiques

I.1.Présentation des bactéries lactiques

Décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du XXe siecle, les bactéries
lactiques constituent un groupe hétérogene, qui n’est pas clairement défini du point de vue
taxonomique (Stackebrand et Goebel 1994).Elles forment un groupe hétérogéne composé
de coques et bacilles (LABIOUI et al., 2005), dont la principale caractéristiques est la
production d’acide lactique a partir de la fermentation des sucres (Rouisset et Bensoltane,
2006).

Ces bactéries lactiques encore appelées bactéries de I’acide lactique sont
caractérisées par leur aptitude a fermenter les glucides en produisant de I’acide lactique
(D(-), L(+) ou DL) tout en utilisant les voies cataboliques d’Embden Meyerhof-Parnas
(EMP), de Dickens-Horecker et d’Etner Doudoroff (Savadogo et Traore., 2011).

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, éthanol,
CO2...etc.) (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et al, 2005).

Elles sont a Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négatives, oxydase
négatives généralement nitrate réductase négative, ce sont des bactéeries 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).Leur ADN présente un pourcentage de G+C compris entre 30 et
60%( Stiles et Holzafel ,1997).

I.2.Habitat et origine des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont tres fréquentes dans la nature. Elles colonisent de
nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les
ceréales, elles font partie de la flore intestinale et vaginale humaine et animal (Dortu et al,
2009 ; Mayo et al., 2010 in Zarour et al., 2012). Elles se développent avec la levure dans
le vin, la biére et le pain. Quelques espéces colonisent le tube digestif de I’lhnomme et des

animaux (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan et Frank, 2001).

g



Chapitre | BACTERIES LACTIQUES

Les espéces du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des vegétaux qui sont
réservoirs naturels de la plupart de ses espéces. L’espéce Lactococcus Lactis Subsp. Lactis
a été isolee pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue

comme agent primaire de I’acidification du lait caillé (Axelsson, 2004).

Parmi les especes du genre Streptococcus, I’espece Streptococcus thermophilus, qui
est isoléé du lait pasteuriseé, du matériel de laiterie et des levains artisanaux (Delorme,
2008). Les espéces du genre Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des
fruits, des légumes, des végétaux en fermentation, des produits de la panification et des
solutions visqueuses de sucre dans les sucreries (Dellaglio et al. 1994). Par ailleurs les
especes du genre Pediococcus sont présents surtouts dans les végetaux en décomposition,

le lait, les différents fromages.

Tandis que, les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux
différents : dans le lait et les fromages (Lb. Casei subsp. Casei, Lb.plantarum, Lb.
Curvatus et Lb. brevis), dans les laits fermentés (Lb. kefir , Lb. brevis et Lb.fermentum) (
Bernardeau et al,. 2008).

1.3.Genétique des bactéries lactiques :

Le matériel génétique des bactéries lactiques est organisé en deux structures: le
chromosome, long filament d’ADN trés replie sur lui-méme, et les plasmides, petites
molécules circulaires d’ADN indépendantes du chromosome, pouvant se répliquer de
facon autonome. Les plasmides peuvent étre perdus spontanément par la bactérie dans les
conditions de milieu défavorables (température élevée, privation nutritionnelles) ou
éliminés par des traitements chimiques. Cette possibilité de perdre spontanément des
plasmides explique I’instabilité des propriétés technologiques, due a I’apparition de
variantes ayant perdu certain genes et donc certaines fonctions métaboliques Ainsi, la perte
du plasmide codant pour la protéase de paroi rend les bactéries peu protéolytique, et

entraine une croissance ralentie des germes et une acidification faible du lait.

D’autres caracteres technologiques sont également codés par des genes portés par des
plasmides la capacité a utiliser le lactose, le métabolisme de précurseurs d’aromes, la
production de la nisine chez certaine souches, des résistances aux bactériophages
(Stackebrandt et Teuber., 1988 et Kandler et Weiss., 1986).

-



Chapitre | BACTERIES LACTIQUES

I.4. Taxonomie des bactéries lactiques :

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

comme un nouveau genre (Pot, 2008).

Dés 1974, selon le Bergey’s manual (Holt et al., 1994), les bactéries lactiques se
retrouvent dissociées en deux familles : celle des Streptococcacea et celle des
Lactobacillacea. En 1985, Schleifer et al. ont proposé la division des streptocoques en 4
genres génétiquement distincts : Streptococcus, Enterrococcus, Vagococcus et
Lactococcus, ces deux derniers regroupant les Streptocoques lactiques (Dellaglio et al.,
1994).

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des criteres
phylogénétiques par I’utilisation des methodes moléculaires. Cependant, la caractérisation
phénotypique biochimique classique demeure pratique dans I’identification préliminaire
des microorganismes. Certaines caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour
identifier les especes a l'intérieur des genres comme la capacité a : fermenter les hydrates
de carbone, tolérer differentes concentrations en bile, produire des polysaccharides
extracellulaires, exiger des facteurs de croissance, produire de I’acetoine et synthétiser
certaines enzymes. La composition en G+C de I’ADN, la composition en acides gras, la
mobilité électrophorétique de la lactate déshydrogénase sont également d'autres criteres qui
peuvent étre étudiés pour I'identification des espéeces 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).

A ce groupe de bactéries lactiques, appartient plusieurs genres comme Aerococcus,

Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

-
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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
phylogéneétiques 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 basees sur I’analyse des sequences des ARN
ribosomiques ont confirmé I’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 associes, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).
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I.5.Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques :

1.5.1. Le genre Streptococcus :

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est trés mouvementée.
Comprend essentiellement des espéces d’origine humaine ou animale dont certaines sont

pathogenes comme : S.pyogenes et S.agalactiae. (Laurent et al., 1998 ; Sun et al,2014).

La seule espece de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres streptocoques »,
mais ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré

d’homologie avec I’ADN de Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997).

Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractére non pathogéne. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C et le
nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St. thermophilus de la

plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005).
1.5.2. Le genre Lactobacillus :

Le genre principal de la famille des Lactobacillaceae sont Lactobacillus.il range de
multiples espéces qui sont des agents de fermentation lactique interviennent dans de
nombreuses industrie alimentaire, ont des aspects varies allant des bacilles long et fin au
coccobacille en passant par la forme batonnet court. Souvent groupes en chaines, se
développent a une température optimum situe entre 30 et 40c, Gram positive, non sporules,
immobile, catalase négative, résistent au stress acides que les lactocoques. (Siegumfeldt et
al., 2000 ; Khalid et Marth., 1990 ; Leclere et al., 1994 Sun et al, 2014). Le genre
Lactobacilles est habituellement sensible a des nombreux inhibiteurs de synthese de la

paroi cellulaire, comme les pénicillines et I’lampicilline (babato 2014)

Les Lactobacilles a été subdivise par Orla-Jensen en trois groupes et cette
classification est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guirand et Rosec,
2004) :

» Groupe |: <Thermobacterium>, regroupe les Lactobacilles homofermentaire
thermophile (homofermentaire obligatoire). C'est-a-dire produisant exclusivement
de I’acide lactique a partir du glucose a 45¢ mais pas a 15c. la plupart des especes

.
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présente dans le lait et les produit laitiere (Lb.Helveticus, Lb.Delbruechu ,
Lb.acidophilus).(Laurent et al.,1998. Zhang et Cai.2014).

» Groupe Il: <Streptobacterium>, forme les Lactobacilles heterofermantaire
mesophiles.il est constitue d’une vingtaine d’espéces dont : Lb.casei, Lb.curvatus
,Lb.Sake et Lb.Plantarum. (Laurent et al., 1998. Zhang et Cai.2014).

» Groupe 11l : <Betabacterium>, ce sont des Lactobacilles heterofermantaire. I
comporte les especes Lb.fermentum, Lb.brevis et Lb.Sanfransisco. Relativement
hétérogénes, mésophiles, elle preésent dans les produits laitiéres et carnes certains
especes ce développent dans le tube digestif de I’homme et participent a
I’équilibre de la flore intestinale. (Laurent et al., 1998. Zhang et Cai.2014).

1.5.3. 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
possédent aucun caractere pathogéne. Les produits végétaux constituent leur réservoir
principal, mais ils sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al.,
2005).

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de
longueur variable. Ce sont des bactéries anaerobies facultatives homofermentaires ne
produisant que de I’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. Quelques especes produisent des
exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont capables de se développer a 3% de
bleu de méthylene et d’hydrolyser I’arginine (Tamime, 2002).

Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing espéces, Lactococcus lactis est
I’espece la plus connue avec ses trois sous-espéces : Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp.
cremoris et Lc. lactis ssp. hordniae (Pot et al., 1996 ; Pot, 2008).

1.5.4. Le genre Enterococcus :

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type
A et B et qui appartiennent au groupe D. Ce sont des commensaux de I’intestin. Les especes
rencontrées dans I’alimentation sont essentiellement En. faecalis et les espéeces proches.

Les entérocoques sont des coques qui peuvent étre mobiles, homofermentaires,

:
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généralement différenciés par la fermentation de I’arabinose et le sorbitol, ils croissent
entre 10 °C et 45 °C (Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007).

1.5.5. Les genres Leuconostoc :

Oenococcus et Weissella Ils ressemblent les cogues lenticulaires en paires ou en chainettes
mésophiles, qui possédent un caractere héterofermentaire marqué, avec production d’acide
lactique (isomere D), de CO2 et d’éthanol. Les caractéristiques telles que I’hydrolyse de
I’esculine, la formation de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre a
différents pH et température, I’assimilation de citrate et/ou malate permettent la
différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella (Pilet et al., 1998 ; Ho et al.,
2007).

Actuellement, le genre Leuconostoc comprend quatorze especes, ils sont également
anaérobies facultatifs et exigeants au point de vue nutritionnel et leur croissance est
toujours lente. Le développement des leuconostoc entraine souvent I’apparition d’une
viscosité dans le milieu grace a la production des exopolysaccharides. Les leuconostoc
principalement Ln. mesenteroides ssp. cremoris et Ln. lactis sont utilisés en association
avec les lactocoques dans I’industrie laitiére pour produire en plus de I’acide lactique et le
CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a partir des citrates du
lait (Hassan et Frank, 2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et al., 2008).

Récemment, I’espéce Leuconostoc oenos isolée de vins a été classée dans un nouveau
genre, Oenococcus oeni et certaines especes de lactobacilles hétérofermentaires ont été
groupées avec Leuconostoc paramesenteroides dans le nouveau genre Weissella (Stiles et
Holzapfel, 1997). Le role des Leuconostocs dans la formation de I’ardme et la texture des
fromages est important (Hemme et Foucaud-Scheunmann, 2004). Les souches de L.
mesenteroides et L.lactis métabolisent le citrate et produisent des composes aromatiques
qui contribuent a la flaveur des fromages comme le diacétyle et I’acétoine (Vedamuthu,
1994). Ainsi, certaines de ces souches sont introduites dans des levains lactiques en
association avec des lactocoques car leur capacité acidifiante est limitée.

1.5.6. Les genres Pediococcus et Tetragenococcus :

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose,

et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines

-
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especes se distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels trés élevées,
comme Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus

muriaticus qui tolere jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005).

Les espéces de Tetragenococcus ont un role crucial dans la fabrication des produits
alimentaires a concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les
pediocoques sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud
and Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al., 2005).

1.5.7. Le genre Bifidobacterium :

Ce genre est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques grace a la
similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa présence dans le méme
habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Ces microorganismes sont phylo-
génétiquement sans rapport avec ces dernieres. lls sont davantage liés au phylum
Actinobacteria (anciennement Actinomyceétes) des bactéries Gram positif dont I’ADN est a
haut pourcentage de G +C. Les bifidobactéries se caractérisent par leur forme trés
irreguliere souvent en forme V mais pouvant étre coccoides, la présence d'une enzyme, la
fructose-6-phosphate phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en
produisant de I'acide acétique et de l'acide lactique. Leur température de croissance varie
de 36 &4 43 °C (Axelsson et al., 2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007).

1.5.8.Le genre Vagococcus :

Les espéces du nouveau genre Vagococcus sont facilement confondues avec les
lactocoques au niveau morphologique, mais ces deux genres sont clairement distincts par
leur composition en acides gras. Certaines espéces de Vagococcus sont mobiles (Teixeira
et al., 1999). Les amorces d’oligo-nucléotides spécifiques a ce genre et ses especes sont
disponibles, ce qui rend I’identification des bactéries de ce genre fiable et réalisable
(Ammor et al., 2006).

1.6. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font
pas exception a la regle. 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

.



Chapitre | BACTERIES LACTIQUES

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) :

o le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;
o le catabolisme intracellulaire du sucre ;

o 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. Il s’agit des voies homo-fermentaire (Embden
Meyerhof-Parnas, EMP) et hétéro-fermentaire (voie des pentoses-phosphate) (Atlan et al.,
2008).

1.6.1. Voie homofermentaire ou EMP :( d’Embden-Meyerhof Parnas)

Toutes les LAB a I’exception des genres :leuconostoc oenocococcus ,weissella
,certaines especes du genre lactobacilles qui emprunte la glucolyse dans sa totalité (du
glucose-6-P jusqu’au pyruvate) ;Cette voie conduit dans des conditions optimales de
croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par
molécule du glucose consommée (Mozzi,.2010 ; Drider et Prevost, 2009).

C6 H12 O6 +2ADP 2P—» 2(CH3-CHOH-COOH) +2ATP.

la fructose 1-6-biphosphate aldolase (FBA) est une enzyme clé indispensable au
fonctionnement de la voie EMP (Mozzi et al, 2010 ; Thomson et Genntry-Weeks., 1994 ).
Le metabolisme EMP est qualifié d’homolactique lorsqu’au moins 90% du glucose

consommeé et converti en lactate. (Drider et Prevost, 2009).

Dans les conditions défavorables telles la limitation du glucose ces bactéries
produisent également, en plus I’acide acétique I’acide formique et I’éthanol et CO, (Drider
et Prevost, 2009).

1.6.2. Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphate

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide
lactique, de I’acétate, de I’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires. Les groupes

principaux de bactéeries présentant ce type de métabolisme sont les leuconostoc et certains
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lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA et le systéme de transport
PTS (Thompson et GentryWeeks, 1994).

Glucose +Pi +ADP —>» lactate +ATP+CO2+ethanol

1.7. Exigences nutritionnelles des bactéries lactiques :
1.7.1. Métabolisme azoté des bacteéries lactiques

De fait de leurs nombreuses auxotrophies pour les acides aminés, la croissance des
bactéries lactiques repose sur leur systeme protéolytique. Ces systéemes comportent des
protéases intracellulaires, des systémes 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 menees essentiellement pour le genre
Lactococcus et ont permis I’établissement d’un modéle de la protéolyse:

o il fait intervenir une protéase ancrée a la surface bactérienne, appelée protéase de
paroi (ou PrtP). Les peptides sont pris en charge par deux systemes de transport des
oligopeptides (Opp et Opt) pour traverser I’enveloppe bactérienne.

o Des di et tripeptides peuvent aussi étre transportés par deux autres systemes (DtpT
et Opt). Les acides aminés sont transportés par des systémes de transport
specifiques.

o 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).

1.7.2-Métabolisme de I’oxygéne

Les bactéries lactiques sont en général aérotolérentes, méme en présence d’O;. Elles
sont incapables de réaliser des phosphorylations oxydatives. Généralement, les chaines
transportant les électrons ne fonctionnent pas, mais des étapes d’oxydo-réduction du NAD
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interviennent. Dans les conditions d’aérobiose, chez la plupart des bactéries lactiques les
molécules de NAD réagissent avec I’oxygene pour former du peroxyde d’hydrogéne
(H202) ou une molécule d’eau grace a des NADH : H202 ou NADH : H>O oxydases
(Bourgeois et al. 1996 ; Desmazeaud, 1996).

1.8.Intérét des bactéries lactiques

L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée est
déterminée par leurs propriétés fonctionnelles et technologiques. Celles-ci recouvrent les
propriétés suivantes : activité acidifiante, propriétés enzymatiques (activité protéolytique,
peptidasique et lypolytique), production de métabolites d’intérét telle que la peroxyde

d’hydrogéne, les acides organiques et les bactéeriocines (Belyagoubi, 2014).

D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont
associees aux produits alimentaires comme I’augmentation des valeurs nutritionnels des
aliments, la réduction de la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique.
En plus de la propriété de bioconservation, plusieurs propriétés ont été attribuées aux
bactéries productrices de bactériocines telles que la diminution des gaz dus a la
fermentation ainsi qu’a I’amélioration du godt et de la qualité du produit fini (Makhloufi,
2011).

1.9.Les ferments lactiques

1.9.1.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 premiére 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 définit les levains ou ferments lactiques comme étant des cultures pures
ou des mélanges de bactéries lactiques sélectionnées et utilisées pour la fabrication de
produits fermentés comme les yaourts, le kéfir et les fromages (Leroy et De Vuyst, 2004 ;
Mayra-Mékinen et Bigret, 2004) .

1.9.2. 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).
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1.9.2.1. Selon la composition

Selon la fédeération 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 espece bien caractérisée,
c'est-a-dire une culture provenant en principe d’une seule cellule bactérienne.

» Les ferments mixtes : ils sont formées d'un mélange de souches en nombre et en
proportions indéfinis, ces souches appartiennent aux difféerents types lyso-typiques
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.
1.9.2.2. Selon la température de croissance

Les ferments lactiques sont, selon les productions industrielles a réaliser, des

ferments mésophiles et des ferments thermophiles :

o 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. lls
sont constitués essentiellement des especes acidifiantes (Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lc. lactis ssp. cremoris) et des especes 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).

o Ferments thermophiles lls comprennent les lactobacilles, les bifidobactéries et
I’espéce Streptococcus thermophilus. Leur température optimale de croissance se
situe entre 40°C et 50°C. Les ferments thermophiles sont souvent utilisés pour la
fabrication des yaourts, certains laits fermentés et quelques fromages a pate cuite
tels que ’Emmental et le Gruyere (Méyra-Makinen et Bigret, 2004 ; Carminati et
al., 2010).
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I. 10. Criteres de sélection des ferments lactiques

La sélection des ferments lactiques s’appuie sur de nombreux critéres afin de
répondre a la fois aux spécifications demandées par I’utilisateur et aux contraintes
imposées par le producteur. Ces criteres relevent éventuellement des fonctionnalités
technologiques des souches, de leur performance et de leur sécurité. lls different selon le
type de produit désiré, les caractéristiques des matieres premiéres a transformer et la
technologie appliquée (Béal et al., 2008).

I. 10. 1. Criteres de sécurité :

Les bactéries susceptibles d'étre produites et utilisées comme ferments lactiques ne
doivent évidement pas présenter de caractere pathogéne et ne pas générer de substances
toxiques. C’est le cas de la plupart des especes de bactéries lactiques, qui possedent le
statut GRAS (Generally Recognized As Safe) a I’exception de certains entérocoques
(Ammor et al., 2006 ; Monnet et al., 2008).

I. 10. 2. Aptitudes technologiques

I. 10. 2. 1. Aptitude acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriéte 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 (MayraMakinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).

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

o0 Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments
fermentés ;

0 Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices
alimentaires ;

o Limitation des risques de développement des flores pathogene et
d’altération dans les produits finaux ;

o Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et

participation a la synérese.
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Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée et/ou
d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des
spécifications du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches (Monnet et al.,
2008). Afin de réaliser une caractérisation technologique des souches, il est utile de
mesurer l'activité acidifiante des bactéries en reproduisant I'évolution thermique du
fromage (Chamba and Prost, 1989). Pour mesurer l'activité acidifiante des bactéries dans le
lait, la destruction préalable de la flore contaminante est necessaire (CHAVARRI et al.,
1983).

L. lactis subsp. lactis, ssp. cremoris et biovar. diacetylactis sont les trois bactéries les plus
fréquemment citées pour leurs roles majeurs différents, respectivement pour I’aptitude
acidifiante (Casalta et al., 1995 ; Lafarge et al., 2004).

1. 10. 2. 2. Aptitude protéolytique

L'incapacité des bactéries lactiques a synthétiser les acides aminés nécessaires a la
synthese protéique nécessite un fonctionnement actif de leur systeme protéolytique dans
les environnements ou les protéines constituent la principale source d'azote (Law and
Haandrikman, 1997). La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux
bactéries lactiques d’assurer les fonctions de fermentation repose sur un systéeme
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 [I’utilisation 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).

1. 10. 2. 3. 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 (Beal et al., 2008).

D’une maniere générale, on distingue les estérases qui hydrolysent de facon
préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases
qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine longue
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(>C8), ces enzymes sont impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et
al., 2008 ; Serhan et al., 2009).

I. 10. 2. 4. Aptitude aromatisant

Les bactéries lactiqgues sont capables de produire de nombreux composés
aromatiques (tels que : l'a-acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, l'acétoine et 2,3-
butanediol, I’éthanol, I’acétate, le formiate, etc.) principalement a partir du lactose, du
citrate, des acides aminés et des matiéres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement
importante lors de I’élaboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre,
dont I’ardme principal est lié a cette activité microbienne (Bourgeois and Larpent, 1996 ;
Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006).

I. 10. 2. 5. Aptitude texturant

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exo-polysaccharides (EPS) joue
un role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilises
dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérese et

augmenter la viscosité des produits finis.
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Chapitre 11 : Application des bactéries lactiques en technologie
fromageére

Il .1. Généralités sur les fromages:

Les fromages sont des formes de conservation et de report ancestrales de la matiére
utile du lait (protéines, matiere grasse ainsi qu’une partie du calcium et phosphore), dont
les qualités nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par I’homme dans presque

toutes les régions du globe (Jeantet et al., 2008).

La dénomination « fromage » est réservee aux produits fermentés ou non, affinés ou
non, obtenus a partir des matieres d’origine exclusivement laitiére suivantes : lait, lait
partiellement ou totalement écrémé, creme, matiere grasse, babeurre, utilisées seules ou en
mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage ou apres élimination partielle de
la partie aqueuse (directive n°88-1206 décembre 1988, article 1ler) (Mahaut et al., 2000).

La diversité des procédés fromagers (types de lait, de coagulation, d’égouttage,
cuisson, flore et type d’affinage) permet d’obtenir des produits présentant des
caractéristiques texturales et gustatives trés différentes. 1l existe huit grandes familles de
fromages : pate fraiche, pate molle, pate persillée, pate pressee, pate dure, pate filée, les
fromages de lactoserum et, enfin, les fromages salés conservés en saumure (St-Gelais et
al., 2002). Dans cet écosysteme, les bactéries lactiques jouent un réle primordial, non
seulement parce qu’elles interviennent des les premiéres étapes de fabrication des
fromages, mais aussi parce que leur action est déterminante sur les autres microorganismes

et le fonctionnement du bioréacteur fromage (Chamba, 2008).
Il .2. Les différentes bactéries lactiques utilisées en fromagerie :

Elles appartiennent principalement a trois genres : Lactobacillus, Lactococcus et
Streptococcus qui se différencient, entre autre, par leur activité acidifiante. Les
lactobacilles utilisés pour leur activité acidifiante sont thermophiles et appartiennent au
groupe I : Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis et Lb. helveticus ; se
développant assez difficilement au pH initial du lait, les lactobacilles thermophiles ne sont
jamais utilisés seuls en fromagerie (Hassan and Frank, 2001 ; Chamba, 2008).
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I1.3. Réles et propriétés attendues des bactéries lactiques en fromagerie

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

Lactococcus lactis est la seule lactocoque utilisée industriellement en fromagerie.
Les deux sous espéces Lc. lactis ssp. lactis et Lc. lactis ssp. cremoris se distinguent
essentiellement par leur capacité acidifiante et leur sensibilité a la température. Le biovar
Lc. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis utilise le citrate, produit du diacétyle, de
I’acétoine et du CO>. Les lactocoques sont utilisés dans la majorité des technologies
fromageres ou ils peuvent constituer le seul ensemencement en bactéries lactiques.
Streptococcus thermophilus est le seul streptocoque habituellement utilisé en fromagerie
mais, toujours en association avec d’autres especes. Il y’a quelques années, une nouvelle

espece St. macedonicus a été mise en évidence (Chamba, 2008).

D’emploi moins fréquent, les leuconostocs sont essentiellement utilisés pour leur
production de composés aromatiques et de CO: utile pour assurer I’ouverture de certains
fromages. Les lactobacilles hétéro-fermentaires facultatifs (groupe 1) commencent a étre
utilisées comme ferment de fromagerie dont les principales espéces utilisables sont Lb.
casei, Lb. plantarum, Lb. paracasei et Lb. rhamnosus. Par ailleurs, certaines souches parmi
ces espeéces sont utilisées pour leurs propriétés probiotiques (Gardinier et al., 1998 ;
Chamba, 2008).
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Tableau 01 : Role des ferments lactiques en fromagerie (Branger et al., 2007) :

Propriétés des ferments lactiques

Effets sur le produit

Transformer les sucres en acide

lactique

Abaissement du pH

- conservation des produits

- limitation du développement de bactéries nuisibles

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

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

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

- production de lactate (action sur la flaveur des

fromages)

Transformer les sucres en CO2

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

- ouverture nuisible en pates pressees

Transformer les citrates

Formation de diacétyle

- recherché en fromages a pate fraiche et molles

Transformer la caséine

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

- modification de la texture, couleur, flaveur

Produire des polysaccharides

Epaississement du milieu pour les péates fraiches
- augmentation de la viscosité par libération de

polysaccharide pendant la fermentation lactique
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Il .4.les bactéries lactiques acidifiantes thermophiles :

Le processus d’acidification associé & la croissance bactérienne, se traduit par
I’accumulation progressive d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés,
limitation des risques de développement de flores pathogenes et de flores d’altération dans

les produits finis.

L acide lactique est le principal métabolite produit au cours de la croissance des bactéries
lactiques thermopbhiles. Ils sont importants de limiter la durée des phases de latencesuivant

I’ensemencement des ferments lactiques.

Il .5.R0le et propriétés des streptocoques lactiques dans fabrication des

fromages de types pate molle stabilisée.

Les streptocoques sont des coques a coloration de Gram positive et catalase négative
qui possedent un métabolisme homofermentaire strict, conduisant essentiellement a la
production d’acide lagtique. Le genre Streptococcus thermophilus regroupe a la fois des

bactéries d’intérét industriel et nutritionnel.

C’est actuellement le seul streptocoque utilisé volontairement dans la fabrication des
fromages et les produits laitiers. En effet, cette espéce présente le grand avantage de
produire une activité acidifiante dans un large spectre de température, sa température

optimale de croissance se suite entre 42 et 44 °C.

Les Propriéetés des streptocoques lactiques d’intérét pour la fabrication des fromages
de types pate molle stabilisée, ce sont liées a I’acidification, le second réle important
concerne a la des activités protéolytique qui constitue une étape de I’affinage, en agissant
aussi bien sur la texture que sur I’arome de la produit fini (Beal,louvet 1986), enfin le role
essentiellement les Propriétés inhibitrices contre les pathogénes alimentaires et d’activation

entre micro-organismes.
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11.6.le procédé de fabrication fromagére pate molle de type stabilisee :

Préparation du lait et des ferments

l

Maturation du lait : Ensemencement les

ferment lactiques.

l

Emprésurage

|

coagulation

|

Tranchage-synérése.

Moulage dans des moules cylindriques+ Egouttage
éliminé le lactosérum

|

Saumurage (aprés démoulage) dans une saumure

l

Affinage pendant 07 jours dans a 13°C, H= 90%

Figure02 :

Diagramme de fabrication de fromage a pate molle de type stabilisée.
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I1.7. Qualité des fromages

La qualité des fromages dépend d’un grand nombre de facteurs, liés a la fois a la
technologie de fabrication et aux caractéristiques chimiques et microbiologiques de la
matiére premiére mise en ceuvre (Coulon et al.,, 2005 ; Awad et al., 2007). Les

composantes de la qualité sont multiples :

Il .7.1. Qualité hygiénique : les matiéres premiéres et les aliments qui en sont issus

doivent étre dépourvus de microorganismes pathogenes, de toxines, de résidus chimiques

ou de composants indésirables générés par les procédés.

Il .7.2. Qualité nutritionnelle : la concentration relative et la nature des différents

nutriments ne doivent si possible pas étre trop éloignées des recommandations des

nutritionnistes.

11 .7.3. Qualité sensorielle : les qualités organoleptiques conditionnent I’appétence et
le plaisir que procure la consommation du produit, elles integrent la couleur, la texture,

I’odeur, la saveur et I’arbme.

Ces différentes composantes qualitatives peuvent étre appréhendées et évaluées par des
méthodes biologiques (analyse microbiologique), physicochimiques (texture, composition)

et par des méthodes sensorielles (saveur-arome) (Jeantet et al., 2007).
I1.8.Rendement fromager

Le Rendement fromager est une des données les plus importantes pour une
fromagerie. En effet, la quantité de fromage généralement obtenue est faible par rapport a
la quantité d’ingrédients mis en ceuvre. Le rendement est évalué en établissant le rapport
entre la quantité de fromage obtenue et la quantité de lait utilisée. 1l est possible d’établir
des rendements basés sur la récupération des composants laitiers, les protéines et la matiere
grasse. L’humidité finale du produit est le facteur principal du rendement fromager

(égouttage), ainsi que la durée d’entreposage du lait (St-Gelais et al., 2002).
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Il. 1.Lieu d’étude :

L’intégralité de ce travail a été réalisée au laboratoire de recherche des sciences et
techniques de production animale (LSTPA) Hassi-Mameéche, Mostaganem, durant la
période Mars —Mai 2017.

Les objectifs de cette étude s’articulent autour des points suivants :

o Etude des aptitudes technologiques de ces bactéries lactiques isolées.
O Application des ferments sélectionnés dans la fabrication d'un fromage a pate molle

(camembert de type stabilisé) au sein du laboratoire.

Il .2 .Matériel

Tableau 02 : représentation des différentes parties expérimentales :

-Bactérie lactique (Streptococcus lactique)
1-Matériel biologique : -lait écrémé (Silhouette)
-Le ferment industriel et la présure

-Disques d'antibiotiques

- Milieu M17

- Milieu MRS (de Man-Rogosa et Sharp
-Le bouillon : MRS

-Milieu PCA

Autres  milieux: Milieu  Gibson-
AbdelMalek, bleu de méthyléene

2-Milieux de culture :

-Réactifs de Vogues Proskaeur : VPI et

3-Produit chimique :
VPII

Autre : -Eau physiologie, eau oxygénée,

-Autoclave, Etuves, pH métre,

4-Appareillage : Réfrigérateur, Vortex électrique,

Microscope optique,

e Origine des bactéries utilisées :
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Les souches utilisées sont des souches de bactéries lactiques appartenant au genre
Streptococcus fournit aimablement par Monsieur DAHOU.

11 .3.Méthodes :

Il .1.Revivification des souches lactiques :

Décongeler la souche pendant 30 min a température ambiante, puis incubée a 37 °C a 1h.
A partir de la souche conservees Streptococcus lactique :

La purification consiste a effectuer des repiquages sur bouillon M17 jusqu’a I’obtention de

la souche pures bien distinctes et homogenes.

Les boites sont incubées a 42 °C a 24 heurs.

Il .2. Ensemencement du lait :
Ensemencé dans un flacon contenant 200ml de lait écrémé stérile 2ml de la souche St
Incubée a 24h a 42 °C.

Il .2.1.Préparation milieu Agar au lait :

Pour 100 ml & 3%

39 —— Agar.

19 —— Extrait levure.

19 Lait écrémé en riche au lactose.

Mélange 50ml de lait écrémeé +Agar +lait lactosé + extrait levure + I’eau distillée jusqu’a

100ml pendant 10min.
Distribué le mélange dans des flacons stérile puis autoclaves pendant 15 min a 121 °C.
Mesuré pH=6.5

¢+ Préparation du Agar au lait pour but pouvoir protéolytique.

11.2.2.préparation les dilutions :
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Mettre 9 ml de I’eau physiologie dans les tubes stériles 10 -102 -10 -10* -10 -10°° -
107 10°8.

Mettre 200ml lait écrémé dans des flacons stériles (conserve dans réfrigérateur).
I1.2.3.Controle de la pureté de la souche bactérienne :

Cette technique consiste a effectuer des repiquages sur bouillon M17. Apres
croissance on procede a la purification sur milieu M17 solide. Aprés incubation, des
colonies présentent des aspects morphologiquement différents, ont été purifiées par les
méthodes des stries sur milieu M17 solide, puis incubation des boites a 42 °C pendant 24h.

La pureté des souches est confirmée par des observations microscopiques a I’état frais et
apres coloration de Gram avec une recherche de la catalase.

L’examen macroscopique, permet de décrire les cultures bactériennes sur milieu solide.
On reléve la couleur, le pourtour, I’élévation, I’aspect, la pigmentation, I’opacité et le
diametre des colonies (Badis et al., 2004 a).

L’observation au microscope permet de définir I’aspect morphologiques des isolats
retenues (leur taille et mode de regroupement) (Guiraud, 1998 ; Badis et al., 2004a).

Il .2.Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques

isolées
11 .2.1.Pouvoir acidifiant :

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’acidite

totale par la soude.

On commence par la préparation de lait écrémé a 10 % dans des flacons de capacité 250
mL. Aprés stérilisation et refroidissement a la température d’ensemencement, chaque
flacon est ensemencé par une culture lactique (V/100V). Aprés incubation a 37 °C, a un
intervalle du temps 2 h, 6 h et 24 h; 10 mL du lait est préleve puis titrer par la soude Dornic
(N/9) en présence de 5 gouttes de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose
pale persistant au moins 10 secondes (Larpent, 1997).

pHI : pH initial du lait écrémé




Etude Expérimentale Matériel et Méthode

pHn : pH obtenu apres 6 heures

Sortie le flacon de 200ml de lait écrémé, La mesure de pH est faite directement par le pH-

meétre.

Mesuré PH initial :

pHI=6.61 T =25.7°C acidité= 18 °D
Ensemencé 2 ml de la souche St dans 200 ml lait incubée a 42 °C
Il .2.2.Pouvoir coagulant :

Pour réaliser ce test, 100 ml du lait écrémé stérile a été inoculé par 3 ml de
ferment. Aprés une incubation a 37 °C pendant 24h, on mesure le volume de lactosérum

exsude et on note I’aspect du coagulum obtenu (Bourgeois and Leveau, 1991).
11 .2.3.Pouvoir protéolytique

Pour déterminer I’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose MRS
additionnée de lait écrémé a 10 % a été coulée, solidifiée et séchée puis des disques de
papier Wattman stérile ont été déposés en surface de la gélose. Chaque disque recoit un
volume de 20 ul d'une culture jeune. Aprés une incubation a 37 °C pendant 24h, la

protéolyse est révélee par des zones claires autour des disques (Veuillemard, 1986).

ajouté 1 ml du lait coagulé ensemencé dans 9 ml I’eau physiologie 10 et puis 1 ml de

10! ensemencé dans 1072 ......... jusqu'a 108,

Aprés a I’aide de pipette prend 0.1ml de 107° ,10° ,107"............on étalé a la surface de
gélose PCA (107,10 ,107") et M17 (10°,10° ,107)

Incubée les boites de gélose Agar au Lait sans les disques vide a 37°C a 30 min.

Préparé les disques :
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Pour déterminer I’activité protéolytique solidifiée des disques de papier Wattman stérile
ont été déposés en surface des deux boites de gélose Agar au Lait, Chaque disque re¢oit un
volume de la culture jeune Streptococcus. Avant incubée maitre les deux boites dans

réfrigérateur a 4 °C pendant 2 heurs.
Il .2.4.Pouvoir épaississant

Ce test a été réalisé par ensemencement du lait écrémé stérile reconstitué a 12 %
additionné de saccharose a 12 %, par la culture du ferment (2Vv/ 10V). L’incubation a éteé
faite a 37° C pendant 24h. Le levain lactique possede un pouvoir épaississant si le gel

formé présente une certaine rhéologie visqueuse (Bourgeois et Leveau, 1991).

Ce test a été réalisé par ensemencement 100 ml du lait écrémé stérile reconstitué

additionné de saccharose a (12 g), par 2 ml de la souche St.

Incubée pendant 24 ha 42 °C
Il .2.5.Pouvoir aromatisant

La capacité des ferments mixtes a produire des composés aromatisants au cours de
processus de fermentation peut étre mise en évidence sur lait écremé. Pour ce faire, chaque
tube contenant du lait écréme stérile a été ensemencé par un des ferments. Apres
incubation pendant 24h et coagulation du lait, les réactifs de Vogues-Proskaeur VPI et
VPII ont été ajoutés et laissés reposer. La présence d’arbme est révélée par I’apparition

d'un anneau rouge.

Dans 03 tubes stériles chaque tube contenant du lait écremé stérile 10 ml a été ensemencé
par un des ferment 0.1 ml

=————————Incubée pendant 24h a 42 °C
Il .3.Tests physiologiques et biochimiques :

I1 .3.1.Recherche de la catalase (Larpent er Larpent, 1997) :

Ce test consiste une clé rapide pour I’identification des bactéries lactiques. La réalisation
de ce test consiste a déposer une goutte d’eau oxygénée sur une lame propre, et a I’aide
d’une pipette pasteur boutonnée une quantité de la colonie bactérienne est prélevée et

dissocier dans la goutte. La lecture concerne I’observation de tout dégagement de bulles




Etude Expérimentale Matériel et Méthode

gazeuses qui indiquent la positivité du test. Par contre, I’absence de bulles indique une

réaction négative.
Il .3.2.Recherche de type fermentaire :

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires. 1l consiste a mettre en évidence la production de gaz (CO2). Pour se
faire, le milieu Gibson-Abdelmalek préalablement fondu, refroidi et solidifier a été
ensemencé par les cultures bactériennes par pigdre centrale, puis un bouchon de la gélose
blanche stérile a été coulé en surface.

L’incubation est faite a 37 °C pendant 7 jours. Le développement d’une bactérie
homofermentaire ne provoque pas de discontinuité entre le milieu et le bouchon de la
gélose blanche. Le gaz produit par un métabolisme hétérofermentaire pousse, au contraire,
le bouchon de gélose vers le haut du tube (Larpent, 1997).

Ensemencé par une colonie de ST par piqlre centrale dans le milieu Gibson-Abdelmalek
préalablement fondu, puis un bouchon de la gélose blanche stériles sera coulé en surface.
Incubation a 37 °C  pendant 7 jours.

Figure 03 : Recherche de type fermentaire sur le milieu Gibson-Abdelmalek
11 .3.3.culture sur lait de sherman :

Ce test indique I’aptitude des bactéries & pousser en présence de bleu de méthyléne. La
souche a été ensemencée dans le lait écrémé au bleu de méthylene a 0,1% et a 0,3%. Aprés
une incubation a 37 °C pendant 24 a 48 h, on note les observations relatives a la réduction
de bleu de méthyléne et la coagulation du lait.

28
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Ensemencé dans 10 ml de lait écrémé au une goutte bleu de méthyléne Incubation & 37 °C
pendant 24 h a 48h.

Figure 04 : culture sur lait de sherman La souche a été ensemencée dans le lait écrémé au

bleu de méthyléne
11 .3.4.Conservation de la souche St :

La conservation des souches isolées pures a été réalisée sur le milieu MRS contenant du
glycérol 20 % a -80 °C pour une conservation a long terme.

Il .4.Fabrication d’un fromage a pate molle de type stabilisée :

Il .4.1. Technologie de fabrication : La température de la salle entre 20 a 22 °C.

Figure 05 : I’hygiéne de lasalle (@ T =20 a 22 °C)

Il .4.2.Préparation de la saumure :

>
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Mélangé 900 g de sel +3 litres I’eau, apreés pasteurisation a 85°C pendant 15 second.

Laisser refroidir.

Tableau 03 : caractéristiques physico-chimiques du lait utilisé pour la fabrication du

Camembert :

PH 6.71
Acidité 16 D°
Matiere grasse 28 gr/L
Lactose 44 glL
Matiére protéique 27.5 gr/L

Il .4.3.Préparation du lait et des ferments :
On ajoute la présure :

e temps de prise =12 minute
e passage du PH de 6.67 a 6.35

Il .4.4.Maturation : coagulation du lait : Aprés 2 heurs 30 minutes :

Ensemencement avec 2% Streptocoques ,0.5% Lactocoques, 0.25% Microcoques-
brevibacterium et 0.25% mélange a part égale : pénicillium candidum, mélange mucor et

Géotrichum candidum.

Figure 07 : La coagulation du lait : Apres 2 heurs 30 minutes.
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Figure 08 : La séparation lactosérum 40%.

I1.4.5. Moulage pH du caillé =6.10 :

Le moulage a été réalisé dans des moules en plastiques par la louche et ensuite gardés

quelques minutes a température ambiante pendant lesquelles des retournements ont été

effectués pour accomplir I’égouttage.

Figure 09: Le moulage et le retournement pour accomplir I’égouttage.

11 .4.6.Egouttage :

Apres la formation d’un caillé (un gel plus ou moins friable) ce dernier a été découpé a
I’aide d’un instrument propre et le lactosérum exsudé a été éliminé. Pour faciliter

I’égouttage un malaxage énergique a eté effectué pendant environ 15 min.

> Apres 30 minutes : premiére retournement (pour facilité I’égouttage)
T=38°C, PH du caillé = 6.05

E
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¢+ Deuxieme retournement 30 min apres premiere retournement :
T =35°C PH du caillé = 5,98

¢+ Troisiemes retournement 30 min apres deuxiéme retournement :
T=31°C PHducaillé =591

¢+ Quatriemes retournement 30 min apres Troisiémes retournement :
T=28°C  PHdu caillé =5,87
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Fin fabrication jour J : température de la salle 18 C°.

Laisser une nuit : pour but favorisé la sortie d’eau

Jour J+1:
Il .4.7.Le démoulage du fromage :  PH= 4,92 température =17 C°
EST g/100g =43 % MG =21 % Humidité = 56,50%

02 piéces : une de 423 grammes et une de 415 grammes

Finition la forme

Figure 10: Le démoulage du fromage.

I1.4.8 .le salage:
Il a un triple role (Mahaut M. 2000) :

> il compléte I'égouttage et contribue a la formation de la crodte;

> il regle l'activité de I'eau du fromage et par la favorise, freine ou oriente le
développement des micro-organismes et les activités enzymatiques au cours de

I'affinage. C’est donc un facteur essentiel de conservation.

> il releve la saveur du fromage et masque ou exalte le godt de certaines

substances formeées au cours de I'affinage.
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Faire fromage dans une saumure a 280 g/L de sel ensemencé avec du pénicillium

candidum pendant 30 minutes a température 13 C°.

11 .4.9-ressuyage : a14 C° Pendant 2 heurs (claie d’affinage inclinée)

I1.4.10.Affinage :
L’affinage est défini comme le maintien du fromage pendant un certain temps dans des

conditions nécessaires pour que s’opérent les changements biochimiques et physiques

caractéristiques du fromage.
I’affinage a été etabli selon les condition suivantes :

T=13°C Humidité relative= 90 % Durée d’affinage = 07 jours.
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Figure 11: L’affinage du fromage dans I’étuve d’affinage.

Pulvérisation des fromages avec mélanges penicillium candidum — mélange mucor

Jour J+4:

Retournement du fromage : HR =80% T=10°C
Jour J+6 :

Retournement du fromage : HR=90% T =14 °C.

Jour J+8 :
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Retournement du fromage : HR=90% T=13°C

Jour J+9 : Sortie-conditionnement

I1 .5.Contrdle microbiologique :

Préparation des dilutions décimales : A I’aide d’une spatule stérile on préléve 1g du
fromage de chaque échantillons et on I’introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile, on obtient alors la dilution 10, a partir de cette derniére on refait la

méme opération pour aboutir & la dilution 107,

Il .6.Analyse sensorielle :

@
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Les séances de dégustation des deux fromages & pate molle préparés, par un panel de

guelques personnes non entrainés mais habitués a la dégustation de leurs fromages.

Les fiches de dégustation : La note globale intégre I’odeur du produit entier, I’aspect de la

crodte et de la pate, la texture en bouche de la pate ainsi que la flaveur (godt et saveur).

Les fiches de dégustation permettent de porter un jugement qualitatif sur les fromages en

notant différents descripteurs. Une note globale est finalement attribuée au fromage.

Les échantillons ont été présentés en méme temps et déposes dans un ordre aléatoire. Les
dégustateurs doivent individuellement évaluer chaque fromage selon les caractéres
prédéfinis. Lorsqu’ils passent d’un échantillon & un autre, ils doivent se rincer la bouche

avec de I’eau afin d’effacer le godt de I’échantillon précédent (Edima, 2007).




Résultats et discussions

111.1-Etude morphologique:

Dans un premier temps, des tests sur les caracteres morphologiques,

physiologiques et biochimiques des souches utilisées ont été effectuées.

I11.1.a. Critéres macroscopiques:

L'observation macroscopique du développement Streptococcus dans le bouillon
M17, apparaissent sous forme de trouble concentré au fond du tube. (Fig 12).
Sur gélose PCAait, les isolats ont données des colonies circulaires, blanches, de petites

tailles d'environ 0.5 a1 mm de diamétre, bien ronde a bords lisses. (Fig 13).

Figure 12: Aspect de culture pure Streptococcus, en milieu M17 liquide.

T :témoin B : culture microbien.

A :10°° 05 colonies B: 107 03 colonies

Figure 13 : Aspect des colonies de Streptococcus obtenues aprés 24 h d'incubation a
30 °C sur milieu PCA Lait.

E
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I11.1. b. Critéres microscopiques:
L’observation microscopique a montré que la souche sont Gram-positif et catalase-

négatif se présentent en forme de coques disposées en diplocoques et en chainettes.

Figure 14 : Observation Microscopique d’une Streptococcus : des Coques (Gx100).

I11.2.Caractéeres physiologiques et biochimiques:

111.2.1.Culture sur lait de sherman :

Pas la réaction de bleu de méthyléne et pas observée le virage de la couleur du bleu de

méthyléne au blanc indiquant une activité microbienne de la souche.

Témoin
Figure 15: Test de Sherman Les Streptocoques thermophiles sont tres sensibles au

colorant.

111.2.2. Recherche de type fermentaire :

Streptococcus thermophilus sont des bactéries homo-fermentaires.

E
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111.3. Aptitudes technologiques des isolats de bactéries lactiques :

111.3.1. Pouvoir acidifiant :

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 :

Mesure PH initial : PHi = 6.61 °0=25.7°C  acidité=18°D

Tableau 04 : Résultat La mesure de I’activité acidifiante et pH des différents temps.

Temps 2h 4h 6 h
pH 6.54 6.30 5.38
L acidite 19 24 70
(°D)
Température 25.7 25.7 /
(°C)

111.3.2.Pouvoir coagulant :

La photo montre I’aspect de gel lactique formé apres ensemencement par le ferment et une
incubation de 24h. 1l apparait clairement que gel montre une bonne consistance et fermeté
avec le peu de lactosérum. Cette qualité de gel est trés demandée en industrie de fromage

frais pour laquelle le gel a coagulation lactique dominante soit ferme et peu tenace.

On note I’observation de la coagulation du lait . les Streptococcus ont un

pouvoir l[égérement coagulant. Aspect de coagulation n’est pas bien ferme.

» Mesuré PH de sérum : PH=6.05
= Mesuré PH de lait coagulé : PH=6.03 (Probleme de la température.)
= Volume de sérum : V=17,25 ml
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Figure 16: Aspect du gel formé par le ferment.

111.3.3. Pouvoir épaississant :

Les propriétés texturants des bactéries lactiques sont principalement utilisées pour
améliorer les qualités organoleptiques des produits laitiers frais fermentés. De plus, elles
évitent d’avoir recours a I’ajout d’additifs, tels que les texturants et les épaississants,

surtout lors de la production des yaourts (Monnet et al., 2008).

Figure 17 : le gel formé sur lait saccharose épaississant filante.

111.3.4.Pouvoir aromatisant :

» Apres incubation pendant 24h et coagulation du lait, les réactifs de Vogues-
Proskaeur VVPI et VVPII ont été ajoutés et laissés reposer.

» L’absence I’apparition d'un anneau rouge donc absence d’aréme

Donc aucun pouvoir aromatisant qui ne va contribuer aux caractéristiques organoleptiques

des produits fermentés.
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111.3.5. Aptitude protéolytique :

La proteolyse est I'un des processus biochimiques les plus importants impliqués dans la
fabrication de beaucoup de produits laitiers fermentés. La capacité de produire des
protéinases extracellulaires est une caractéristique tres importante des bactéries lactiques.
Ces enzymes hydrolysent les protéines du lait, en fournissant les acides aminés essentiels
pour la croissance. Il est connu que le systeme protéolytique des bactéries lactiques
dégrade les protéines et par conséquent, change la texture, le godt et les ardbmes des
produits fermentés (EI-Ghaish et al., 2011).

Sur le milieu gélose Agar au lait, ont montré un bon pouvoir protéolytique qui s’est
traduite par une zone claire des colonies. Les diameétres des zones d’hydrolyse étaient

15mm.

Une activité protéolytique
Figure 18 : Activité protéolytique chez Streptococcus thermophilus.

I11.4.Fabrication du fromage a pate molle stabilisée et évaluation de sa
qualité :

La mise en ceuvre et la commercialisation d’un nouveau ferment nécessite, de
nombreux essais a I’échelle industrielle. La performance d’un ferment est estimée par la
réalisation de fabrications, tout d’abord en laboratoire ou micro-fabrications, sur de
faibles quantités de matiéres premieres. Lorsque le ferment semble satisfaisant, il est
ensuite testé a I’échelle pilote, avec des quantités plus importantes de matiéres premieres
et un procédé plus proche d’une production industrielle. Les caractéristiques des produits
finis ainsi fabriqués sont alors évaluées et comparées avec celles d’'un méme produit

témoin, préparé avec un ferment de référence (Luquet et Corrieu, 2005).
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I11.4.1.Le produit fini et le rendement fromager :

Apres 07 jours d’affinages, Nous avons obtenu deux échantillons de fromage a pate
molle en forme de cylindre plat, d’un poids une 423 g et une de 415 g.

Figure 19 : deux piéces de fromage a pate molle fabriqué.

Tableau 05 : Le rendement fromager.

Humidité MG EST Rendement
(%) (%) (9 /1009) litre/kg
56.50 21 43 8.35

D’aprés ces résultats, nous pouvons dire que les ferments sélectionnés présentent des
bonnes aptitudes technologiques similaires a celles du ferment industriel.
D’aprés Cailliez-Grimal et al. (2007), I’activité acidifiante des bactéries lactiques
conditionnent, pour une grande part, I’aptitude du lait & la coagulation, I’aptitude du caillé
a I’égouttage et la composition finale du fromage.
L’humidite finale du produit est le facteur principal du rendement fromager. Elle est aussi
une caractéristique principale du fromage. Le rendement dépend aussi de la richesse du lait
en matiére grasse et en protéines. Plus le lait standardisé est riche en protéines et en
matiere grasse, plus le rendement est éleve (St-Gelais et al., 2002).
L ajout du sel au caillé a des influences multiples sur la qualité finale du fromage, d’une
part le NaCl offre une protection contre les microorganismes dangereux en réduisant
I’activité de I’eau, d’autres part, il facilite le drainage du sérum, comme il donne un got

relevé au fromage (Alais et Linden, 1997).
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111.4.2.Qualité microbiologique des fromages a pate molle fabriqués

.Recherche les Streptococcus thermophilus au cours I’affinage :

A I’aide d’une spatule stérile on préleve 1 g du fromage (de produit fini) on I’introduit
dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau physiologique. (Incubée a 42 °C a 24 h.). Apres

incubation on observe des colonies des Streptocoque.

Figure 20 : la croissance les Streptococcus thermophilus au cours de I’affinage.
111.4.3.Qualité hygienique

Les résultats d’analyse microbiologique ont montré I’absence des bactéries pathogénes

dans I’échantillon testé.

Figure 21 : Résultat positif aucune croissance des bactéries pathogenes.




Résultats et discussions

111.4.4.Qualité sensorielle :

En industrie fromagere, la qualité des fromages est largement déterminée par la
perception sensorielle qui est un processus complexe. Elle est influencée par plusieurs
facteurs tels que le contenu en composés aromatiques, la texture et I’apparence (Edima,
2007).

Les caractéristiques sensorielles d’un fromage sont déterminées par la composition
du lait (richesse en protéines et matiere grasse). Dans cette étude les caractéristiques
premiéres des fromages ne varient pas : les fromages sont fabriqués a partir du méme lait.

Des ferments naturels ont été ajoutés pour améliorer le goQt final.

Tableau 06 : Résultats du test de dégustation aprés 07 jours d’affinages :

Examen Fromage Fromage Fromage Fromage
01 02 03 04
Visuel :
-Etat de la | -Blanchatre, -blanche, lisse, fine | -blanche, lisse, | -blanche, lisse,
surface : Lisse, fine fine
- pate : Epaisse - jaune pale, - jaune pale,
Jjaune pale, -jaune pale, cassant, Elastique
Crevasse. Homogeéne. souple,
crevasse.
Homogeéne.
Olifactif :
-Aromes, -animal et autres | -lactique, petit lait | -lactique, -Lait frais
-intensité -piquante -fade fermenté -piquante.
-fade.
Gustatif :
-saveurs : -salee, trés | -moins salée, | -salée,  plutdt | -trop salée, tres
typique typique courte. typique
Conclusion :
Le fromage | J’aime J’aime J’aime J’aime
est:




Résultats et discussions

L’évaluation sensorielle des quarts types de fromages a marqué des différences
entre celui préparé a partir d’une coagulation lactique, I’odeur a été jugé lactique 100%.

Les deux fromages qui fabriqué montrent une couleur blanchétre due a la présence de la
caséine dans le lait, la pate fine et nette dégage une odeur, elle est séche et onctueuse a la
fois.

Discision:

D’aprés ces contréles (microbiologique, physicochimique et organoleptique), il
apparait que le fromage fabriqué a partir des ferments sélectionnés présente des qualités
quasi similaires a la qualité du fromage a base du ferment industriel. Cela indique que nos
souches sélectionnées possedent des bonnes aptitudes technologiques qui peuvent étre

exploitées.

Un fromage de bonne qualité hygiénique doit satisfaire a certains nombres de
critere particulierement en matiére de normes microbiologiques. Celles-ci ne peuvent étre
obtenues que par I’application des bonnes pratiques d’hygiene (BPH) et les bonnes

pratiques de fabrication (BPF) a tous les stades de la vie du produit.

Plusieurs facteurs sont importants lors de [I’isolement de Streptococcus
thermophilus, parmi les quels des conditions physico-chimiques favorables et un milieu de

culture adéquat (facteurs nutritionnels).

Les milieux de cultures utilisés étant le M17 pour les Streptococcus thermophilus.
Les tests biochimiques et physiologiques des Streptococcus thermophilus sont dépourvus
de toute activité de catalase et d’oxydase, elles sont homo-fermentaires. Elles sont

sensibles au lait de Shermen.

L’activité protéolytique chez les bactéries lactiques est essentielle pour leur
croissance dans le lait, il est ainsi impliqué dans le développement des propriétés
organoleptiques des différents produits laitiers fermentés (Axelsson, 1998)

D’prés les résultats obtenus de I’activité protéolytique, on remarque que les
Streptococcus thermophilus ont un bon pouvoir protéolytique, cette activité intervient dans
les caractéristiques des produits laitiers fermentés, la protéolyse est a I’origine de
I’apparition de nombreux composée aromatiques ou leur précurseurs et joue aussi un réle

dans la texture des fromages (Hemme et al., 1982).
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L’acidification du lait est essentiellement due la production de I’acide lactique qui
varie selon les souches (Larpen, 1987). L’activite acidifiante a été estimée d’une part par

culture des souches (Strp) dans le lait écrémeé et par la mesure du pH toutes les heures.

Apres 6 h d’incubation la souche a un pouvoir acidifiant, il existe une relation entre le pH
et I’acidité dornic. On observe sur le temps de coagulation a mesure que la quantité
lactique produite augmente, le pH diminue. Notons également que le pouvoir acidifiant de
certaines souches de Streptocoques diminue en fonction du temps.

L’absence des bactéries pathogénes dans ces produits est la conséquence de
I’utilisation de matiéres premieres de qualité microbiologique satisfaisante et du respect

des regles de I’hygiéne durant les opérations de préparation du fromage.
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Conclusion

Depuis I’antiquité, les bactéries lactiques sont largement utilisées dans I’industrie
agroalimentaire afin d’exploiter leur pouvoir acidifiant et aromatisant (fabrication de
fromages). Ces bactéries on la capacité de synthétiser des substances a effet inhibiteur, ce
qui a attiré I’attention des chercheurs dans les derniers années afin de les utiliser comme

bio-conservateurs et d’augmenter la duré de conservation des denrées alimentaires.

La fabrication fromagere repose sur I’utilisation de deux ingrédients complexes et
variables : le lait et les ferments. Son efficacité diminue avec le temps ou dépend des
parametres du milieu. Ces trois facteurs sont a la base méme des problémes de
fromagerie auxquels il faut ajouter la complexité, le nombre et la duré des étapes de

fabrication.

D’aprées les résultats de I’étude des aptitudes technologiques, les Streptococcus
thermophilus avaient de bonnes fonctionnalités technologiques (bonne d'activité
acidifiante, I’activité protéolytique et texturant). Ces ferments ont montré un bon pouvoir

coagulant, épaississant et une capacité a produire des composés aromatiques.

L activité protéolytique des ferments constitués est d’un intérét capital pour I’industrie
fromagere. On note le réle des bactéries lactiques thermophiles acidifiantes dont les
Streptocoques thermophiles dans I'optimisation de la durée d'affinage "reduction du
temps d'affinage” par leur aptitude protéolytique accentuée qui favorise I'affinage ;
maturation accélérée des fromages sans influer sur la texture (soit une stabilité au cours
de la conservation a cause de la maitrise technologique de la post-acidification a
I'égouttage et la maitrise de I'évolution du pH du fromage qui se situe en fin d'affinage
autour de 5,8)

Enfin, I"utilisation des ferments mixtes dans la fabrication d’un fromage de type pate
molle stabilisée a permis I’obtention d’un meilleur rendement fromager avec des qualités
physicochimique, microbiologique et sensorielle du produit fini acceptables

comparativement au fromage a base d’un ferment industriel.
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Perspectives :

Les résultats de notre recherche permettent le domaine des bactéries lactiques et
des technologies laitiers ont conduit les producteurs comme les utilisateurs a mieux

maitriser.

Les bactéries lactiques (S. thermophilus) au cours de la fabrication d’un fromage a pate
molle de type stabilisé, et pouvant ainsi composer un écosysteme de fromage de type
stabilisé.

Les contrdles de la qualité de produit fini dépendent en grand parties de la
composition et de la vie des communautés microbiennes, en perpétuelle évolution lors de
la fabrication et de I’affinage des fromages. Ces contrdles pour but d’inhiber le

développement des flores pathogenes.
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Annexe

Annexe 01:  Milieux de culture (Guiraud, 2003)

1-Gélose Plate Count Agar (PCA):
Gelose pour numérotation Peptone 5,0 g
Extrait de levure 2,5 ¢

Glucose (Facultatif) 1,0 g Gelose 15,0 g
Eau distillée gsp 1000 mL

pH=7,2

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes.

2- Bouillon M17:

Bouillon de Terzaghi Peptone de soja 5,0 g
Peptone de viande 2,5 ¢

Peptone de caséine 2,5 ¢

Extrait de viande 5,0 g

Extrait de levure 2,59

Lactose 5,0 ¢

Acide ascorbique 0,50 g
Glycérophosphate de sodium 19,0 g
Sulfate de magnésium 0,25 g

Eau distillée gsp 1000 mL

pH 7,2

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes.
3-Gélose M17:

Gélose de Terzaghi Peptone de soja 5,0 g
Peptone de viande 2,5 ¢

Peptone de caséine 2,5 ¢

Extrait de viande 5,0 g
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Extrait de levure 2,5¢

Lactose 5,0 g

Acide ascorbique 0,5¢
Glycérophosphate de sodium 19,0 g
Sulfate de magnésium 0,25 g

Gélose 13,0 g

Eau distillée gsp 1000 mL

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes
4-Milieu Gibson-Abdelmalek (pH 6.5)
Extrait de levure 2.5g

Glucose  50g

Jus de tomate 100ml

Lait 800ml

Gélose nutritive ordinaire  200ml

Stérilisation par tyndallisation, 3fois pendant 30min a 100°C.

Annexe Il : Coloration de Gram

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

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

Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

Décolorer avec de I’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes ;

Laver a I’eau ;

Aprés séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a immersion (x100).

Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.
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