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Introduction

Introduction :

En Algérie, une quantité considérable de lait récoltée sert a la fabrication de
produits laitiers, comme les fromages, les yaourts et laits fermentés, mais une
meilleure connaissance des bactéries lactiques permettrait de créer ces produits.

C'est bien connu, les Algériens en général, comme tous d'ailleurs aux quatre
coins du monde, sont de grands consommateurs des produits laitiers, mais peu
d'entre eux ont conscience de la richesse que peut apporter ces produits laitiers
fermentés et dérivés ; ce sont des aliments tres riches en principaux composants
(glucides, protéines et lipides) essentiels en alimentation humaine.

Les bactéries lactiques qui sont au cceur de ce résultat, sont largement
impliquées dans la fabrication de nombreux produits laitiers fermetés, tel que le
yaourt, le fromage, le beurre et le kéfir.

La technologie laitiere utilisée dans la fabrication du produit repose
essentiellement sur la fermentation des bactéries lactiques en patrticulier les
lactobacilles ; ces bactéries sont déja reconnues pour la production des acides
organiques qui abaissent le pH des aliments, ce qui empéche la prolifération des
germes nuisibles. La production du CO2 par les lactobacilles réduit le potentiel
d'oxydoréduction et inhibe les germes aérobies tels que les moisissures
(Desmazeaud, 1992).

L’objectif de ce travail consiste a étudier I'activité acidifiante de 03 souches de
bactéries lactiques du genre Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb. casei et Lb.
acidophilus), afin de sélectionner les souches les plus acidifiantes en vue d’améliorer
la production fromagére.

L’ensemble de ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire des sciences et
techniques de production animales (LSTPA), de Hassi Maméche, affilié a I'Université
de Mostaganem.

Ce mémoire renferme deux parties, une synthése bibliographique consacrée a la
présentation des bactéries lactiques avec le comportement des lactobacilles dans la
production fromageére, et une autre partie pratique qui détermine I'aptitude acidifiante
des souches de lactobacilles ainsi que la discussion des résultats obtenus lors de ce
travail et enfin une conclusion générale qui résumera les résultats obtenus.
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1) Définition des bactéries lactigues :

Les bactéries lactiques sont des microorganismes hétérogénes, selon leur
morphologie, leur structure, leur physiologie et leur nutrition. Ce sont des cellules
vivantes, procaryotes et chimio-organotrophes. (De Roissart, 1986).

2) Généralités sur les bactéries lactigues :

Les bactéries lactiques (BL) ont été longtemps considérées comme importantes pour
la santé humaine. En 1905 Metchnikoff a postulé que les bactéries impliquées dans
la fermentation du yaourt jouent un réle important dans le maintien de la santé
humaine (Mills, 2004).

Les BL sont trouvées dans diverses niches écologiques, tel que le lait, ainsi que
certaines nourritures, la bouche, les régions gastro-intestinales et urogénitales des
humains et des animaux (Mathara, 2004).

Les bactéries lactiques ont été décrites la premiére fois en tant qu'microorganismes
présents dans le lait, dues au lait aigre qui résulte de la production d'acide lactique.
Elles forment un groupe de bactéries relativement divers, mais reliées entre elles par
un certain nombre de fonctions métaboliques et physiologiques typiques (Yang,
2000). D'une fagon générale le groupe se compose de bactéries sous forme, de
coques ou de batonnets a Gram positifs, non sporulant, anaérobies facultatifs,
généralement immobiles, catalase négative, oxydase négative et nitrate réductase
négative et produisent I'acide lactique comme produit final principal pendant la
fermentation (Kandler, 1983). Les BL sont, selon la voie qu’elles empruntent pour
fermenter, homo fermentaires ou hétéro fermentaires.

Les bactéries lactiques ont été utilisées pendant des siécles pour la fermentation des
aliments. Considéré comme inoffensif pour 'Homme, leur utilisation s'est largement
répandue dans l'industrie alimentaire. En effet, le développement des nouvelles
technologies de biologie cellulaire ouvre des opportunités pour l'utilisation de ces
bactéries comme agents bio-thérapeutiques. Ces especes produisent des protéines
hétérogenes telles que les enzymes (lipase, lactase, estérase), des médiateurs
chimiques (hormones et interleukines) et des molécules capables de stimuler des
réponses immunitaires locales (Mofred, 2007). Elles permettent, par leur
métabolisme, d'augmenter la durée de conservation d'origine des denrées et de leur
conférées une saveur et une texture différente (Badis, 2005). Ces bactéries ont la
capacité de fermenter les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose, saccharose
et lactose etc.) en acide lactique, elles ne produisent pas de pseudo-catalase et
posseédent un métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant en raison de I'absence de
chaine respiratoire (Makhloufi, 2011).

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

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

3) Classification des bactéries (Taxonomie) :

Les bactéries lactiques sont représentées par plusieurs genres et leur classification a
été I'objet d'intérét de plusieurs chercheurs.

3.1. Classification classique (Taxonomie classique) :

C'est une classification basée sur les caracteres morphologiques, biochimiques et
physiologiques (mode de fermentation du glucose et l'acide lactique produit,
température de croissance). (Orla Jensen, 1919, Tahlaiti h, 2019).

Ce sont soit des coques (Streptococcus) mais aussi (Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus), soit des bacilles (Lactobacillus) qui se distinguent en plus par leur type
de fermentation : hétéro lactique ou homolactique. A ces genres ; a été ajouté
récemment le genre Bifidobacterium. (Kandler et Weiss, 1986).

3.2. Taxonomie moderne :

La taxonomie bactérienne moderne elle s'appuie principalement sur les techniques
d'électrophorese des protéines et des études des acides nucléiques, la définition de
pourcentage CG de I'ADN, ce qui permet de définir une souche bactérienne du point
de vue de la taxonomie moléculaire.

Les bactéries lactiqgues sont un groupe phylogénétique divers avec un GC de 50%
(guanine et cytosine) en leur ADN. Le pourcentage G+C (GC%) de leur ADN donne
une composition assez proche pour le genre Lactococcus (34,46%), Leuconostoc
(36,43%), Pediococcus (34,42%) et Bifidobacterium (67%) alors que le genre
Lactobacillus est caractérisée par une grande hétérogénéité (32,53 %) (Novel,
1993). Excepté les bifidobactéries, tous les genres mentionnés ci-dessus
appartiennent au phylum avec un contenu en G/C (50%) bas (Schleifer et Ludwig,
1995).

.
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4) Habitat des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont trés répandues dans la nature grace a leur souplesse
d’adaptation physiologique, elles peuvent coloniser des milieux trés différents riches
en principaux nutriments a savoir (le lait, les produits laitiers, les viandes, les
poissons, les végétaux, les muqueuses humaines et animales ainsi que dans le
tractus digestif). (Desmazeaud, 1992).

> Les espéces du genre Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc se
rencontrent surtout chez les hommes, animaux, oiseaux ou dans la peau des
animaux et des matiéres fécales. (Hermier, 1992 ; Deroissart et Luquet,
1994).

> Les especes du genre Pediococcus se rencontrent sur les plantes, les
végétaux, les poissons, les viandes et les céréales. (Lenoir et Hermier
,1992).

> Par ailleurs, les espéeces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs
milieux différents en particulier dans le lait et les fromages (Lb. casei sub sp.
casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. acidophilus et Lb. brevis) ; dans les
laits fermentés (Lb. kéfir, Lb. brevis et Lb. fermentum) ; dans les produits
végeétaux fermentés, les marinades, I'ensilage, le vin et les viandes fraiche
(Lb. brevis, Lb. curvatus et Lb. buchneri). (Desmazeaud, 1996).

» Pour les espéces du genre Bifidobacterium elles ont été découvertes
exclusivement chez ’'homme et les animaux.

.
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Tableau (01) : L’habitat et les milieux d’isolement des bactéries lactiques (Eddebi,

1998).

Espéces

Habitat ou milieux d’isolement

Lactobacillus
Lb. acidophilus
Lb. casei subsp. casei
Lb. plantarum
Lb. curvatus

Lb. brevis

Lb. kefir

Lb. bravaricus
Lb. sanfransisco
Lb. casei

Lb. sake

Lb. bifermentans
Lb. renteri

Lb. fermentum

Yaourt, fromage, tractus intestinal

Lait

Végétaux, yaourt, fromage, produit carné, bouche
Lait, fromage, végétaux, produit carné
Ensilage, végétaux, lait, tractus intestinal
Lait fermenté, kéfir

Végétaux fermentés

Produits de panification

Lait, fromage

Végétaux et produit carnés

Fromage

Produit carnés, tractus intestinal
Végétaux, fromage, bouche.

Streptococcus
St. Thermophilus

Lait chauffé 45-50°C, lait pasteurisé, yaourt et
levains artisanaux.

Leuconostoc

L. oenos

Lait, produit laitiers, fruits, betteraves, végétaux en
fermentation (choucroute), solutions visqueuses de
sucres.

Vin (absent dans le lait).

Pediococcus
Pc. pentosaceus
Pc. acidophilus
Pc. Halophilus

Végétaux, boisson (biere, cidre et vin)
Végétaux en décomposition, produit laitiers
Matieres végétales, lait

Lait, produits laitiers, saucisson, anchois salés.

Lactococcus
Lc. lactis subsp. lactis

Lc. lactis subsp. diacetylactis
Lc. lactis subsp. cremoris

Lc. raffinolactis

Lc. graviae

Lc. plantarum

Lc. hordiniae

Lait crus, lait fermenté, végétaux et flore minoritaire
du rumen.

Végétaux ; lait

Uniguement lait

Lait caillé

Lait de mammites

Poids congelés

Cicadelle nommeée hordiniae.

.
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5) Caractéristigues des bactéries lactiques :

5.1. Principales caractéristiques :

A quelques exceptions pres, les bactéries lactiques sont & Gram positif.

Elles sont asporulées, immobiles, anaérobies mais aérotolérantes, ne possédent ni
nitrate-réductase, ni cytochrome oxydase ; elles sont aussi catalase négative
(certaines souches possedent une pseudo-catalase).

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides
aminés, les peptides, les vitamines, les sels et les acides gras. (Dellaglio, 1994 ;
Gonzalez, 2000 ; Holzapfel, 2001).

Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire qui repose dans sa
grande partie sur I'utilisation des glucides, car en les utilisant elles peuvent produire
soit de l'acide lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes), ou en plus
de I'acide lactique elles produisent de l'acide acétique (bactéries hétéro lactiques
facultatives) ou encore de I'acide lactique, de I'acide acétique ou de I'éthanol et du
CO:z2 (bactéries hétéro lactiques strictes). (Vandamme, 1996). Certaines especes
peuvent en outre produire de I'acide formique ou de I'acide succinique. (Deroissart
et Luquet, 1994, Tahlaiti h ; 2019).

5.2. Caracteres morphologiques :

L’étude de la morphologie bactérienne permet une orientation préliminaire dans
I'identification des bactéries auxquelles nous nous intéressons. La détermination de
la morphologie comporte deux aspects : macroscopique et microscopique.

» Macroscopique : concerne essentiellement les caractéristiques des colonies
apres cultures sur milieux solides. Chez les bactéries lactiques, ces colonies
sont de formes circulaires, a contour régulier, a surface lisse, de couleur
blanche avec un aspect laiteux. Leur diameétre est compris entre 0,5 et 1,5
mm.

» Microscopique : lI'observation microscopique des bactéries lactiques apres
coloration différentielle révele deux formes majeures : coques (0,5 a 2 mm de
diamétre) ou batonnets (0,5 a 2 mm de diametre ; 1 a plus de 10 mm de long)
(Dellaglio, 1994). Elles sont toutes a Gram positif et généralement immobiles.
Leur mode d'association est tres hétérogene (cellules isolées, paires, tétrades,
amas irréguliers, longues ou courtes chainettes) mais spécifique a chaque
genre bactérien.

.
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5.3. Caractéeres biochimiques et physiologiques :

Les bactéries lactiques sont caractérisées par un ensemble de traits biochimiques et
physiologiques communs qui leur sont propres et permettent ainsi de les distinguer
des autres groupes bactériens.

Toutes les bactéries lactiques ont la capacité de fermenter certains sucres en acide
lactique.

Certaines sont dites homo fermentaires, car elles produisent tres majoritairement de
I'acide lactique.

Les hétéro fermentaires produisent de I'acide lactique en méme temps que d'autres
composes (généralement l'acétate et I'éthanol).

Les bactéries lactiqgues sont dépourvues de cytochrome-oxydase et généralement de
nitrate réductase. Ces bactéries ne possedent pas de voies fonctionnelles pour la
synthese de |1 'néme (Duwat, 2001 ; Miyoshi, 2003) ; c’est pour cette raison qu'elles
sont habituellement considérées comme déficientes pour l'activité catalase
héminique dont le substrat est le peroxyde d'hydrogene (H202). Par contre, si de
I'hémine est incluse dans le milieu qui est incubé en aérobiose, certaines bactéries
lactiques (Lactobacilus casei, Lactobacilus plantarum, Leuconostoc mesenteroides
ou Pediococcus acidilacatici) développent une activité catalasique. Par ailleurs,
certaines des bactéries lactiques sont pourvues d'une pseudo-catalase a manganése
appelée aussi superoxyde dismutase (SODs) dont les substrats sont les radicaux
libres O2. (Desmazeaud, 1983).

En outre, les bactéries lactiques ne liquéfient pas la gélatine et ne produisent pas
d'indole ni d'hydrogéne sulfureux. Elles sont asporulantes, ne se développent pas en
présence de 6.5% de NaCl, ou lorsque le pH est supérieur a 9.6 (Dellaglio, 1994).
Elles sont anaérobies mais souvent micro-aérophiles, et présentent des exigences
nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés, les peptides, les
sels et les acides gras.

6) Les différents genres des bactéries lactigues :

Les bactéries lactiques sont représentées par plusieurs genres d'importance
d'ailleurs différentes. Selon la morphologie, ce groupe peut étre divisé en deux
formes.

6.1. Les coques :
C'est le cas de Streptococcus, mais aussi de Lactococcus, Enterococcus,
Leuconostoc et Pediococcus.

6.2. Les bacilles :
Cette forme est représentée par le genre Lactobacillus. Elles se distinguent en plus
par leur type fermentaire : homolactique ou hétéro lactique. (Kandleret Weiss,
1986).

.
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7) Genre Lactobacilles :

Ce genre appartient a la famille des Lactobacillaceae de forme batonnet ou
coccobacilles, souvent groupés en chaines, présentent une forte exigence en
facteurs de croissance, immobiles ou mobiles, anaérobies facultatifs, micro-
aérophiles, ne réduisent pas les citrates, n’hydrolysent pas la gélatine, et acidophiles.
(Garvie, 1982).

Originellement elles ont été classées en 03 groupes par (Orla- Jensen, 1919)
» Thermobacterium: homo-fermentaire et thermophile.
» Streptobacterium: homo-fermentaire et mésophile.
» Bétabactrium: hétéro-fermentaire, soit mésophile soit thermophile.

7.1. Groupel : (Lactobacilles homo-fermentaires obligatoires):

Ce sont des cellules longues droites souvent en palissades, incapables de fermenter
les pentoses et le gluconate (Bottazzi, 1988), fermentent les hexoses et en
produisent du lactate jusqu’a 85% a partir du glucose (Novel, 1993).

Les especes les plus connues sont :
- Lb. lactis ;
- Lb. acidophilus ;
- Lb. helveticus ;

Et peuvent produire jusqu'a 18g/l d'acide lactique.

7.2. Groupe?2 : (groupe hétérogene des lactobacilles homo-
fermentaires facultatifs):

Se présentent comme étant des cellules courtes, souvent arrangées en filaments
(Boutazzi, 1988), fermentent les hexoses par la voie homo-fermentaires (parfois
hétéro-fermentaire) et fermentent les pentoses et le gluconate par la voie hétéro-
fermentaire et produisent peu d'acides lactiques 3 a 13g/l. (Kandler et Weiss, 1986).

Les espéces les plus connues sont :
- Lactobacillus plantarum ;
- Lb. casei;
- Lb. rhamonosus.

7.3. Groupe3 : (groupe des Lactobacilles hétéro-fermentaires
obligatoires):

Ce groupe renferme des especes tres diverses, les cellules bactériennes sont
courtes droites et séparées (Bouttazzi, 1988), fermentent les hexoses en produisant
de lactate, de l'acide acétique, de I'éthanol, du CO: et fermentent les pentoses en
produisant de lactate et de l'acétate. (Kandler et Weiss, 1986).

Leur production est faible ; 5 g/l de lactate (Novel, 1993).
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Les espéces les plus connues sont:
- Lb. brevis;
- Lb. renteri;
- Lb. fermentum ;

8) Caractéeres culturaux et exigences nutritionnelles:

La plupart des lactobacilles se multiplient dans une gamme de température comprise
entre 15°C et 45°C. Certaines souches de lactobacilles dites « thermophiles » restent
viables a 55 °C (Adams et Moss, 2000 ; Tailliez, 2004). De plus, les lactobacilles se
développent au mieux dans des conditions acides, quand le pH avoisine les 4,5 a
6,4, mais leur croissance s’arréte, lorsque le pH avoisine 3,5. Quant au milieu le plus
adapté a leur culture c’est celui de Man, Rogosa et Sharpe (MRS), ou les colonies se
développent en 24 a 48 heures. Elles sont généralement petites, incolores,
blanchatres ou jaunatres, lisses ou rugueuses, arrondies ou lenticulaires (De Vos,
2009).

Par ailleurs, les lactobacilles sont caractérisés par des exigences nutritionnelles
nombreuses, a savoir les exigences en vitamine telles que la pantothenate (B5), en
niacine (B3) et en cobalamine (B12). Les déficiences en vitamine (B12) peuvent
induire une diminution de la synthese de I’'ADN et entrainer des changements
morphologiques et les cellules deviennent filamenteuses. Une telle élongation
cellulaire a été observée avec Lb. helveticus sp jugurti, lors de déficiences en
cobalamine (B12) ou en acide folique.

A cela s’ajoute les exigences en bases azotées et en cations, notamment les ions
Mg2+ et Mn2+ ou Fez+ qui sont nécessaires pour la croissance des lactobacilles le
manganese et le magnésium et interviennent comme activateurs d’'un grand nombre
de réactions enzymatiques et comme stabilisateurs de la structure des acides
nucléiques, de l'intégrité des ribosomes et de la membrane cellulaire des
lactobacilles. (De Man, 1960 ; De Vos, 2009).

.
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Tableau (02) : Les caractéristiques de quelques espéeces de Lactobacillus (adapté
de Bouttazzi, 1988).

Croissance
Especes Fermentation du
lactose A A

15°C | 45°C
Lb. helveticus - +
Lb. delbruekii subsp lactis Homo-fermentaire | - + Thermophile
Lb. acidophilus - +
Lb. casei + -
Lb. plantarum + - Mésophiles
Lb. kefiri + -
Lb. brevis } Hétéro-fermentaire | + -
Lb. fermentum - + Thermophile

Figure (01) : Lactobacillus acidophilus (& gauche) et Lactobacillus casei (a droite),
observés au microscope électronique (G x 10 000). (Bouttazzi, 1988).

9) Principales propriétés métaboligues des bactéries lactigues
avant des impacts technologiques :

Les bactéries lactiques utilisées comme ferment dans la fabrication fromagere ont
pour principale fonction de produire de I'acide lactique et dans certains cas de
produire des composés d'arbme ou des précurseurs. Les principales activités
meétaboliques impliquées sont la glycolyse, la lipolyse et la protéolyse (Figure 02).

Les autres facteurs responsables de ces activités dans le fromage sont les levains
secondaires, des flores et des enzymes endogénes du lait et du coagulant. De plus,
l'autolyse de certaines bactéries lactiques conduit a la libération de leurs enzymes
intracellulaires dans la matrice fromageére (Fitzsimons, 1999), ce qui peut ainsi
accelérer l'affinage et contribuer au développement de la flaveur des fromages.
(Collins, 2003).
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Les paragraphes suivants porteront principalement sur les voies de dégradation du
lactose en acide lactique, des protéines et peptides issus de lait en acides aminés en
passant par leur catabolisme aboutissant aux composés d'arémes et leur activité
protéolytique qui contribue énormément dans ce phénomene d'intérét.

Polysaccharides Lactose Caséine Macropeptides
Membrane | u (

N~ Parol N Protéase N——zPetits peptides
\ ¢ Cytoplasme A7
A Petits .
% Lactose Lactose-P pep}ldes E
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Acétaldéhyde |” |  Acetoine
DEthanol ’ \2-3 Butanédiol )
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Figure (02) : Représentation schématique des principales voies métaboliques des
bactéries lactiques ayant des impacts technologiques. (Axelsson, 2004).
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9.1. Métabolisme du lactose en acide lactique :

Dans le lait, le sucre principal est le lactose. C'est un disaccharide, composé de
glucose et de galactose, dont la dégradation conduit a la production d'énergie
intracellulaire et d'acide lactique.

L'évolution des concentrations en lactose et en acide lactique est variable suivant le
type de pate et la flore microbienne utilisée. Dans le cas des fromages de type
Camembert, la quantité de lactose résiduel diminue rapidement en surface au cours
des premiers jours d'affinage pour disparaitre au bout du 10eme jour, alors qu'au
ceeur, sa dégradation est plus lente et ne s'achéve que vers le 30emejour de
maturation (Choisy, 1997, Tahlaiti h, 2019).

La dégradation du lactose en acide lactique par la flore lactique comporte plusieurs
étapes :

Le transport du lactose a travers la membrane cellulaire ;

Le catabolisme du lactose selon une voie homo fermentaire (donnant lieu a I'acide
lactique comme unique produit de dégradation du glucose via la voie d’Embden-
Meyerhof-Parnas) (EMP) Ou hétéro fermentaire (produisant des quantités
équimolaires de lactate, éthanol et COz2, a partir du glucose par la voie des pentoses
phosphates) ;

Et enfin, la formation et I'expulsion extracellulaire de I'acide lactique (Figure 03).

- Selon les genres ou especes, les bactéries lactiques utilisent principalement
'une des deux voies majeures du métabolisme des sucres. |l s’agit des voies
homo fermentaires (Embden-meyerhof-parnas, EMP) et hétéro fermentaire
(voie des pentoses-phosphate) (Atlan, 2008).

9.1.1. Voie homo-fermentaire ou EMP:

Les bactéries lactigues homo-fermentaires comprennent les especes de
Lactocoques, Pediocoques, ainsi 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 consommeée. Le fructose-1,6-
bisphophate aldolase est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la
voie EMP (Thompson et Gentry- Weeks, 1994).

9.1.2. Voie hétéro-fermentaire 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 hétéro-fermentaires. Les
groupes principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les
Leuconostoc et certains Lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus le
systeme de PTS (Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

-
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Figure (03) : Voies homo-fermentaire et hétéro-fermentaire de la dégradation du
glucose. (Cocaign-Bousquet, 1996).

10) Biodiversité des bactéries lactigues dans les fromages :

Des études décrivant la biodiversité de la flore lactique dans les fromages a pate
molle, essentiellement porté sur le Camembert montrent que la flore lactique du
Camembert est quantitativement marquée par les Lactocoques qui atteignent

10° UFC/g de fromage au cours de l'affinage (Richard, 1984 ; Desmasures, 1995),
avec une prédominance de l'espéce Lactococcus lactis.

Au niveau intra spécifique, Corroler (1999) a mis en évidence une appartenance
unique a la sous-espeéce Lc. lactis ssp. lactis au plan phénotypique, alors que les
mémes souches se différenciaient en deux sous-espéces Lc. lactis ssp. lactis et Lc.
lactis ssp. cremoris au plan génotypique.

Les lactobacilles, dont la principale source serait le lait, représentent le second
groupe de bactéries lactiques majoritairement retrouvées. lls atteignent dans le
Camembert une population de 3.10” UFC/g de fromage au cours de l'affinage, tant a

-
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l'intérieur qu'en surface, Lb. paracasei et Lb. plantarum étant les deux espéeces les
plus fréequemment rencontrées (Choisy, 1997).

L'évolution de la flore lactique du Venaco, pate molle a croute lavée fabriquée a partir
de lait cru de chévre ou de brebis, a été suivie par Casalta (2003) a partir de
fromages fabriqués sans ajout de ferments. Les bactéries dénombrées provenaient
donc exclusivement de la flore naturelle du Venaco.

Ainsi, Casalta (2003) a observé que les Lactocoques, présents dans les laits a
hauteur de 10° germes/ml, se développaient rapidement pour atteindre environ

10° UFC/g apres 2 jours dans les produits dérivés. Ce genre représente le principal
agent acidifiant du Venaco. Le lactobacille hétéro-fermentaire facultatif, 10 fois plus
nombreux dans les laits de chévre (2.10% germes/ml) que dans ceux de brebis

(102 germes/ml), constituent également I'une des flores quantitativement majoritaires
du Venaco. Leur nombre augmente fortement au cours des premiers jours d'affinage
pour atteindre environ 107 UFC/g aprées 15 jours. Les Leuconostocs et Enterocoques,
initialement présents dans le lait de chevre ou de brebis, sont aussi retrouvés au
cours de l'affinage.

11) Processus de fabrication et d’affinage du fromage :

Bien que les étapes de fabrication de fromage puissent varier d'un type de fromage a
un autre, les étapes fondamentales demeurent I'acidification, la coagulation,
I'égouttage, le salage et 'affinage. (Accolas, 1982 ; Mietton, 1994).

La premiere étape de fabrication de fromage est la plus importante (Accolas, 1982 ;
Mietton, 1994), en effet, le lait se transforme en un gel qui occupe tout le volume
initial suite a son acidification da a la fermentation lactique et par I'addition de
présure, enzyme coagulante. Ces actions modifient la structure des caseéines du lait
aboutissant a la formation d'un réseau (coagulum).

Suite a la coagulation, a I'égouttage et au salage, intervient le processus de
maturation, donc l'affinage, entre en jeu. Le mdrissage de fromage est un processus
biochimique trés complexe dans lequel des enzymes microbiennes jouent un réle
majeur, il permet de donner diverses caractéristiques organoleptiques a chacune des
variétés de fromage (Kang, 1998). Cette étape est essentiellement enzymatique et
implique, I'un ou l'autre ou une combinaison de divers agents de maturation. Les
protéases microbiennes, la présure, les enzymes endogénes du lait, les enzymes
provenant des bactéries lactiques primaires relachées apres l'autolyse des cellules,
les enzymes des organismes lactiques secondaires (bactéries, levures et
champignons), les enzymes provenant de certains organismes ayant survecu a la
pasteurisation ou introduits involontairement durant le procédé de fabrication
(Mietton, 1994; Kang, 1998).

12) Aptitudes technologigues des bactéries lactiques :

Les progrés effectués dans la connaissance des bactéries lactiques ont mis en
evidence une grande diversité d'especes et de souches, ainsi qu'un tres large
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éventail de propriétés, allant bien au-dela du potentiel acidifiant. Ainsi, deux souches
d'une méme espéce peuvent manifester des propriétés extrémement différentes. A
cela, s'ajoutent d'autres facteurs plus spécifiques du contexte industriel. C'est le cas
des associations de plusieurs souches, réalisées afin de constituer des ferments
susceptibles de générer I'ensemble des propriétés requises pour I'élaboration d'un
produit, ou des interactions de ces souches avec différentes matrices alimentaires
qui correspondent a autant de milieux de culture particuliers. Tout ceci complique
fortement la mise en ceuvre et la maitrise des bactéries lactiques dans les aliments.
(Corrieu et Luquet, 2008).

12.1. Pouvoir acidifiant :

L’activité acidifiante est 'une des principales fonctions des bactéries lactiques dans
la fabrication des produits fermentés, les bactéries lactiques provenant des matieres
premiéres ou de I'environnement sont responsables de la production de I'acide
lactique résultant de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la
croissance bactérienne. (Visessanguan, 2006).

Cette propriété d’acidification a pour conséquence, la coagulation des protéines
insolubles (caséines du lait) avec une chute du pH et l'inhibition de la croissance des
bactéries pathogénes et de la flore d’altération. Du point de vue technologique,
I'acidification participe aux propriétés rhéologiques (texture et saveur) du produit
final.

L’activité acidifiante des ferments dépend de la nature et de I'équilibre entre les
différentes souches présentes, en particulier, la présence de certaines espéces ou
mélanges d'espéces différentes va permettre d'obtenir l'activité voulue.

Cependant, il est important de souligner gu'il existe une forte variabilité de I'activité
acidifiante des bactéries lactiques, y compris au sein d'une méme espece (Corrieu
et Luquet, 2008).

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

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

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

e Limitation des risques de développement des flores pathogéne et d’altération
dans les produits finaux ;

e Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation
a la synérese.

Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée et/ou
d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des

-
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spécifications du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches (Monnet,
2008).

13) Les facteurs agissant sur la croissance et le métabolisme des
bactéries lactigues :

13.1. Influence des substrats carbonés :

Les concentrations élevées en substrat carbonés permettent d’accroitre la vitesse de
croissance des bactéries lactiques, mais cela jusgqu’a un seuil maximal au-dela
duquel la vitesse reste constante et devient indépendante de la concentration,
comme le décrit la relation de Mickaelis-Menten. (Desmazeau et de Roissart,
1994).

13.2. Température :

Les bactéries lactiques ont une température optimale de croissance comprise
entre10°C et 45°C, mais certaines peuvent croitre a 0°C (Mataragasa, 2003 ;
Chaillou, 2005). Les rendements en biomasse et en acide lactique sont a leurs
niveaux maximum lorsque les fermentations sont réalisées aux températures
optimales de croissance. La température peut aussi influencer 'isomérie de I'acide
lactique formé (Lino, 2003).

13.3.LepH:

La majorité des bactéries lactiques se multiplient préférentiellement a des pH voisins
de la neutralité (6,5 a 7,5), mais elles sont capables de croitre dans une large
gamme de pH. La croissance bactérienne est inhibée lorsque le pH du milieu devient
acide (Torrino, 2001 ; Liu, 2003). Le pH influence sur la croissance des bactéries
lactiques mais il peut aussi agir sur la voie de fermentation des sucres (homo ou
hétéro fermentaire), le rendement de la fermentation, et 'isomérie de I'acide lactique
formé (Rhee et Pack, 1980).

13.4. L’oxygéne :

Les bactéries lactiqgues ont une meilleure croissance en anaérobiose mais elles
peuvent étre aérotolérant. Certaines souches peuvent croitre en présence de 20 %
d’'oxygéne, a 8 °C, mais ont des taux de croissance supérieurs en anaérobiose et en
présence de faibles quantités de dioxyde de carbone (10 % de CO2, 90 % de N2)
(Amanatidou, 2001).

Les bactéries lactigues homo fermentaires en anaérobiose, produisent moins de
lactate, plus d’acétate, et moins d’éthanol et de formate en présence d’oxygéne. Cela
peut étre expliqué par 'augmentation de I'activité pyruvate oxydase, ou I'extréme
sensibilité du pyruvate-formate lyase a 'oxygéne (Condon, 1987).
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14) Principales utilisations des bactéries lactiques en
alimentation :

C'est a partir des années 1900, que le développement des industries de
transformation a conduit a la production industrielle des bactéries lactiques adaptées
aux différents produits.

Ces bactéries sont des espéces déterminées et leur activité globale caractérise le
ferment, I'acidification, la protéolyse, la formation d'arome, I'obtention d'une
texture...etc. (Tableau 03).Par ailleurs, ces souches recombinées naturellement sont
déja utilisées (Sanders, 1986) et celles modifiées par génie génétique sont
actuellement en plein essor.

Tableau 03 : Différentes utilisations des bactéries lactiques en alimentation
(Dsmazeaud, 1996).

Produits laitiers : fromages, yaourts, laits, kéfirs.

Lactococcus lactis subsp, lactis et blovar diacetylactis

Leuconostoc mesenteroides, Leuc, lactis

Lactobacillus helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus et subsp. lactis
Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. kefir, Lb. hilgradii

Bifidobactérium bifibum, Bif. langum.

Fermentation des végétaux: «pickles», choucroute, «miso», «gari», olives

Lactobacillus plantarum, Lb. bervis, Leuconostoc mesenteroides
Pediciccus pentosaceus, Pc. damnosus

Pains spéciaux aux levains.

Lactobacillus plantarum. Lb. brévis, Lb. fermentum, Lb. sanfrancisco

Fermentation des produits carnés

Carnobactérium divergens, Cb. piscicola
Lactobacillus sake, Lb. curvatus.

Fermentation des produits de la péche.

Pediococcus halphilus, lactobacillus buchenri, Lb. brevis
Leuconostoc mesenteroides

Boissons: vin, biére, cidres

Leuconostoc oenos (Oenococcus oeni), Lactobacillus delbrueckii

.
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14.1. Utilisation des bactéries lactiques dans la fabrication des
produits laitiers :

Les ferments lactigues commerciaux sont généralement, cultivés sous forme de
levains servant a ensemencer les cuves de fabrication, une des techniques récentes
. les ferments concentrés congelés ou lyophilisés permettent en ensemencement
direct des cuves. (Glliland, 1985).

Les bactéries lactiques sont & la base de la fabrication des fromages, des yaourts
fermentés et du kéfir.

Selon les types de fromage, la coagulation du lait est obtenue par les actions
conjuguées des enzymes coagulantes et des bactéries lactiques Lactocoques
essentiellement et ou Leuconostoc pour les fromages a pate moelle ou a pate
pressée, streptocoques thermophiles et Lactobacillus thermophiles pour les
fromages a pate cuite, comme on peut utiliser ces bactéries associées a des levures
(dans le cas du kéfir) ou a des Bifidobactérium.

Le réle principal de ces bactéries est I'abaissement du pH du lait ou des caillés, selon
les cinétiques spécifiqgues a chaque fabrication.

En plus, du role fondamental d'acidification responsable de la formation du gel, puis
du caillé, les bactéries lactiques interviennent dans la production des composés
d'arbmes ou de leurs précurseurs.

Dans les fromages affinés, I'activité des enzymes protéolytiques des bactéries
lactiques est fondamentale, car elle compléte I'action de la présure et celle du
plasmide (protéase naturelle du lait). (Desmazeaud, 1996).

Certaines souches de Lactobacillus lactis subsp. lactis et de Lactobacillus produisent
des bactériocines actives contre des bactéries contaminants et parfois contre des
souches pathogenes.

.
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1) Lieu de I’étude :

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

2) Objectif du travail :

L’objectif du travail est d’étudier I'activité acidifiante des 03 souches de Lactobacillus
(Lb. plantarum, Lb. casei et Lb. acidophilus), afin de sélectionner les souches les
plus acidifiantes en vue de les utiliser en mixture dans la transformation fromagére
adaptée de nos laits.

3) Souches utilisées:

Trois souches de la collection des souches du Laboratoire sont utilisées dans cette
étude ;

e Lactobacillus plantarum
e Lactobacillus casei
e Lactobacillus acidophilus

4) Milieux de cultures utilisés :

Les milieux de culture utilisés dans cette étude :

- Le milieu MRS en bouillon et solide (Annexe 01) a été utilisé pour la
revivification, la conservation et la préparation des différentes souches
isolées ;

- Le lait a été aussi utilisé comme un milieu d’enrichissement et de
conservation.

5) Revivification des souches :

Les souches lactiques étaient conservées dans du bouillon MRS avec glycérol a —
20°C dans des tubes.

Leur revivification consiste a prendre un volume de 1 ml des cultures de souches de
bactéries lactiques dans des tubes a essai stériles contenant 5 ml de bouillon MRS
déja préparé.

-
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Ces derniers sont incubés a 30°C pendant 48 heures, la croissance est appréciée
par I'apparition d’un trouble dans le milieu.

6) Purification des souches lactiques :

Cette étape se fait apres la revivification et consiste a réaliser un ensemencement
par stries a partir du bouillon d’enrichissement sur gélose MRS ; L’incubation est
réalisée a 30°C pendant 48 heures.

Cette opération est répétée au minimum trois fois pour chaque souche, afin d’avoir
des cultures fraiches de bactéries lactiques.

7) Vérification de la pureté des souches de bactéries utilisées :

Nos souches sont déja connues : Lb. plantarum, Lb. casei et Lb. acidophilus, on
réalise la vérification de leur pureté, avant toute utilisation. Apres le dernier repiquage
et au terme de I'incubation, la pureté est vérifiée en réalisant quelques tests rapides
et simples :

e Examen Macroscopique :

Il s'agit d'une observation visuelle de la culture des souches sur gélose et bouillon
MRS, pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies ainsi, I'aspect du
trouble dans le bouillon.

e Examen Microscopique (Coloration Gram) :

Il permet de décrire la forme des cellules, leur mode d'association apres préparation
d'un frottis coloré selon les étapes décrites de la coloration Gram. (Annexe 02)

Les cellules que retiennent le violet de gentiane aprés traitement par le lugol et
I'alcool sont dites Gram (+) et celles qui prennent la coloration rose de la fuchsine
sont dites a Gram (-).

» Les bactéries lactiques sont a Gram positifs.

e Test de Catalase :

La catalase est une enzyme respiratoire produite par les bactéries aérobies strictes
ou facultatives. Cette enzyme dégrade le peroxyde d'hydrogene (H202) en eau (H20)
et en oxygene (O2) selon la réaction :

2H O, — 2H0+ O
Pour mettre en évidence la production de cette enzyme, on préleve une colonie de

souche de Lactobacille, qu’on étale avec | ‘anse sur une lame et on ajoute une
goutte d'eau oxygénée a 10%.

-
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La présence de catalase se manifeste par une effervescence qui indique une
formation de bulles d'air, dues a la dégradation de I'eau oxygénée.

= Les bactéries lactiques sont a catalase négatives.

& Incubation a 30°C/ 48h | ) l
Ensemencement
g N en stries
Culture ) o
P Bouillon MRS Incubation a 30°C/48h
conservée a
-20°C
——

Vérification de la pureté
de la souche (Examen
macroscopique et
microscopique)

Figure (04) : Revivification et vérification de la pureté des souches de Lb
plantarum, Lb casei et Lb acidophilus.

8) Conservation des souches :

Deux types de conservations sont réalisés : Une a courte et l'autre a longue durée ;

e Conservation de courte durée : Les souches pures, ont été ensemencees
dans des tubes inclinés de bouillon MRS, a pH 6,2. Apres incubation a 30°C
pendant 24 heures, les tubes ont été places a 4°C au réfrigérateur et le
renouvellement des souches se fait toutes les 4 semaines.

e Conservation de longue durée : La conservation a long terme des souches
purifiées a été réalisée dans le bouillon MRS contenant 20 % de glycérol et
ont été stockées a une température de -20°C. (Badis, 2005).
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9) Activité acidifiante des souches :

e Le pouvoir acidifiant :

Le pouvoir acidifiant de bactéries lactiques est I'un des caractéres les plus importants
en industrie laitiére.

Le pouvoir acidifiant des 03 souches de BL est étudié par le suivi du pH et mesure
de l'acidité Dornic dans le lait écrémé stérile.

- Cinétique d’acidification dans le lait :

L’étude de la cinétique d’acidification dans le lait pour les 03 souches de BL est
réalisée pour la culture pure afin de sélectionner les souches les plus acidifiantes.

- Méthode de mesure du pH :

La mesure de l'activité acidifiante consiste a suivre d’'une part I'évolution du pH des
différentes cultures pures en fonction du temps (Oh, 3h, 6h, 9h, 14h, 18h, 20h, 24h)
et d’autre part a doser simultanément I'acidité Dornic.

Le pH du lait est mesuré apres chaque 3 heures pendant 9 heures et apres 14 h,
18h, 20 h et 24h a 30°C par le pH-metre.

- Méthode de mesure de I'acidité Dornic :

Pour 10 ml de I'échantillon a analyser, on ajoute une a deux gouttes de
phénophtaléine a 1%. L’acidité est titrée a I'aide de soude N/9 contenu dans une
burette de Mohr a robinet et versée goutte a goutte en agitant constamment
jusqu’au virage vers une couleur rose pale persistante au moins pendant 10
secondes. (Larpent, 1997) (Annexe 03).

1) Statif et pince
21 Burette de 25 mi
[] 31 Fiole conigue de 100 ml

4) Pipette jaugée de 10 ml

Figure (05) : montre le matériel utilisé pour la mesure de I'acidité Dornic.
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Les résultats sont exprimés selon la relation :

Acidité (°D) = Vaok X 10

®)
-/

- VnaoH: Volume de NaOH utilisé pour titrer I'acide lactique contenu dans les
10ml de lait.

- Acidité (°D) : L’acidité est exprimée en degré Dornic ou 1°D = 0,19/l d’acide
lactique.

Le test est répété trois fois.

-
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1) Vérification de la pureté des souches :

1. Caractérisation macroscopique:

Apres avoir effectué une revivification des 03 souches Lactobacillus (Lb. plantarum,
Lb. casei, Lb. acidophilus) sur bouillon MRS, I'appréciation doit se manifester par
I'apparition d’un trouble aprés 48h d’'incubation a 30°C.

L’étape de purification qui a suivi, permet de décrire les colonies des souches
visibles obtenues sur milieu solide MRS apres 48h d’incubation a 30°C.

On a observé sur milieu solide des colonies de tailles variables (environ 1,5 a 6 um)
de diametre, en batonnets longs ou courts aux extrémités arrondies, avec une
couleur blanchatre et une surface lisse. (Tableau 04).

2. Caractérisation microscopique:

La coloration Gram et le test de catalase qui s’averent étre des examens clé ont
permis de confirmer la pureté des souches lactiques. Elles sont toutes a Gram
positives et a catalase négatives. L’examen microscopique a montré que toutes les
souches étaient de forme batonnet, isolées, en paires ou en chaines (tableau 04).

-
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Tableau 04 : Caracteére des souches de Lb. plantarum Lb. casei et Lb. acidophilus

aracteres
Aspect des colonies sur Observation
gélose microscopique Gram | Catalase
Souche (Forme, Mode
d’association)
Lb. + B
plantarum
Petites colonies I8
blanchatres, bombées .
Batonnets courts
Coccobacilles
En chaine et en paires
+ -
Lb. casei
Batonnets courts
Bacilles
Colonies blanchatres de Isolés et en chaine
taille uniforme, lisses
+ -
Lb.
acidophilus

Colonies arrondies
blanchatres, rugueuses

Batonnets fins et longs aux
extrémités arrondies
Coccobacilles

Isolées, par paires et en
courtes chaines

E
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2) L’activité acidifiante :

Le pouvoir acidifiant des souches lactiqgues demeure l'une de leurs propriétés
meétaboliques les plus recherchées vu son intérét en technologie laitiere. La
production d'acide lactique est effectivement une des principales fonctions désirées
des bactéries lactiques car cet acide organique permet de concentrer et de conserver
la matiere seche du lait, en intervenant comme coagulant et aussi comme
antimicrobien. L'acidité dans les produits laitiers est communément exprimée en
degré Dornic (1°D = 0.1g/l d'acide lactique).

a. Evolution du pH:

L’évolution du pH pendant 24h d’incubation des souches de Lactobacilles est
représentée dans le tableau 05. (Les valeurs sont la moyenne de trois
répétitions)

Tableau (05) : Représente la cinétique de I'évolution du pH des souches de Lb.
plantarum, Lb. casei et Lb. acidophilus

T(h)
T0 3h 6h 9h 14h 18h 20h 24h
Souches
Lb.
plantarum | 6,44 6,35 6,08 5,56 5,01 4,53 4,4 4,32
Lb. casei 6,43 6,42 6,14 5,79 5,4 5,08 4,91 4,76
Lb.
acidophilus | 6,51 5,9 4,86 4,5 4.5 4,39 4,27 4,04
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Figure (06): Evolution du pH en fonction du temps des souches de Lb. plantarum,
Lb. casei et Lb. acidophilus

-
e
6
5
T4 —
Q =&o—Lb. plantarum
3 ~i-Lb.casei
2 Lb.acidophilus
1
0 Temps (h)
0 3 6 9 14 18 20 24

Aprés 03 heures d’incubation, les valeurs du pH des souches de Lb. plantarum, Lb.
casei et Lb. acidophilus sont de 'ordre 6,35, 6,42 et 5,9 respectivement ; apres
18heures d’incubation les valeurs sont nettement différentes, elles diminuents
jusqu’a 4,53, 5,08 et 4,39 respectivement.

Au bout de 24heures d’incubation, ces valeurs du pH diminuent jusqu’a 4,32, 4,76 et
4,04 respectivement.

On note que le pH de Lb. acidophilus diminue plus vite que celui de Lb. plantarum et
Lb.casei.

b. Evolution de I’acidité titrable :

L’évolution de I'acidité exprimée en degré Dornic (°D), pendant 24h d’incubation des
souches de Lactobacilles est représentée dans le tableau (06). (Les valeurs sont
la moyenne de trois répétitions).
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Tableau (06) : Représente la cinétique de I'évolution de l'acidité Dornic (°D) des
souches de Lb. plantarum, Lb. casei et Lb. acidophilus

T(h)
TO 3h 6h 9h 14h 18h 20h 24h
Souches
Lb.
plantarum 18 20 24.5 34.1 46.5 61.7 66.5 68
Lb. casei 15 18 22 29 37.9 455 53.8 63
Lb.
acidophilus 40 60 85 90 90 90 90 90

Figure (07): Evolution de l'acidité Dornic en fonction du temps des souches de Lb.
plantarum, Lb. casei et Lb. acidophilus.

100
90 —
80
70

60

50 /./’V =o—Lb. plantarum
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30 Lb. acidophilus

20

10

0 Temps (h)
0 3 6 9 14 18 20 24
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Les valeurs portées sur le tableau (06) représentent la quantité de I'acide lactique
produit par les souches de Lactobacilles ; La souche de Lb. acidophilus produit la
quantité la plus élevée de I'acide lactique en 24 heures soit 9 g/l, les autres souches
a savoir Lb. plantarum et Lb. casei produisent respectivement 6.8 g/l et 6.3 g/l en
24heures d’incubation.

On note que Lb. acidophilus produit une quantité de I'acide lactique la plus élevée
par rapport aux autres souches.

3) Discussion générale :

Au cours de cette étude et d’apres les résultats obtenus, nous remarquons
une diminution progressive du pH en fonction du temps, accompagnée d'une
augmentation plus élevée de I'acidité Dornic. Cette activité acidifiante est
variable d’une souche a l'autre.

La diminution du pH est due a la production d’acide lactique résultant de la
fermentation du lactose (Thomson 1994).

Les résultats obtenus aprés 24 heures d'incubation, nous ont permis de
classer les souches de Lactobacillus en fonction de leur vitesse
d’acidification ;

La souche Lb. acidophilus s'avére fortement acidifiante (acidité = 79°D) ;

Les souches Lb. plantarum et Lb. casei classés dans la catégorie des
bactéries moyennement acidifiantes (79°D >acidité >40°D).

Dans l'industrie fromageére, la production d'acide lactique et I'abaissement
rapide du pH durant la premiere étape de fabrication de fromage sont d'une
importance cruciale. La chute de pH joue un role essentiel, d'une part, dans la
coagulation du lait en déstabilisant les micelles de caséines, conduisant a la
formation du gel, et d'autre part, en donnant a ces produits son godt distinct et
caractéristique, contribuant ainsi a leur saveur et arome, et il intervient aussi,
comme inhibiteur des micro-organismes indésirables. (Tamime et Robinson,
1995)

Les souches ayant un profil d'acidification rapide se révélent comme étant de
bonnes candidates pour | 'industrie des aliments fermentés, et pourront étre
utilisées comme cultures starters.

De la méme maniere, les souches ayant montré un pouvoir d'acidification
faible sont utilisées elles aussi, mais en cultures mixtes, pour d'autres
propriétés importantes, par exemple une activité protéolytique élevée.

.
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Conclusion :

Durant notre étude, nous avons utilisé des souches de Lactobacillus (Lb.
plantarum, Lb. casei et Lb. acidophilus).

Nous avons Vérifié la pureté de ces souches lactobacilles par des observations
macroscopiques et microscopiques, ce qui nous a confirmé leur purete.

L’évaluation des aptitudes acidifiantes nous a permis de déduire que nos souches
de lactobacilles ont une bonne activité acidifiante dont les valeurs du pH varient entre
4,32 et 4,76.0n peut classer Lb. plantarum et Lb. casei comme des bactéries
moyennement acidifiantes ,utilisées en phase primaire de fermentation et qui
produisent 6,89/l et 6,39/l de I'acide lactique respectivement, puis I'utilisation du
Lb. acidophilus qui est considérée comme une bactérie fortement acidifiante
produisant 9 g/l de I'acide lactique.

Enfin, au vue de ces résultats, nous pouvons dire que les souches de
Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb. casei et Lb. acidophilus) se révelent comme étant
de bonnes candidates pour | ‘industrie des aliments fermentés, et pourront étre
développé encore mieux par l'utilisation en culture mixte qui augmente le taux de
I'acide lactique (acidification) par symbiose qui accélere la coagulation du lait afin
d’améliorer la production fromagére.

.
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture

Bouillon MRS :

Composition Qualité g/l
Polypeptone 10
Extrait de viande 10
Extrait autolytique de levure 5
Glucose 20
Tween 80 1,08
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrate d’ammonium 2
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganése 0,05

pH=6,4+/-0,2

Autoclave a 121°C/15min

52
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Gélose MRS:

Composition Qualité g/l
Peptone de viande 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Glucose 20
Triammonium Citrate 2
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganése 0,05
Agar 13

pH=6,4+/-0,2

Autoclave a 121°C/15min

53
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Annexe 02 : Coloration de Gram

. Matériels :

Les lames
Les colorants

. Mode opératoire :

Réaliser un frottis ou un étalement.

Fixer la préparation a la flamme, sécher soigneusement puis
laisser refroidir la lame.

Immerger la lame dans la solution de Cristal violet pendant 1 min.
Immerger la lame dans Lugol 30 seconde.

Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans I'alcool en
faisant couler goutte a goutte sur la lame inclinée.

Rincer a 'eau.

Colorer avec la solution de Fuchine pendant 1min.

Laver a I'eau.

Observer a I'objectif X 100, en immersion avec I'huile.

. L’observation :

Les bactéries Gram (+) sont colorées en violet, les bactéries Gram
(-) sont colorées en rose.



Les annexes

Annexe 03: Détermination de I'acidité Dornic

1. Matériels :

v’ Burette graduée

v Bécher de 50ml|

v Pipettes de 10ml

2. Produits :

v’ Lait

v" Solution d’Hydroxyde de Sodium N/9
v" Phénolphtaléine a 1%

3. Mode opératoire :

<\

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

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

Effectuer des répétitions sur le méme échantillon prépare.

<

<

= La valeur de I'acidité du lait est obtenue par la formule suivante :
A=10(V/V’) (g/l)
A : Quantité d’acide lactique
V : Volume de la solution de NaOH utilisé
V' : Volume de I'échantillon

= La valeur en acidité titrable exprimée en degré dornic (°D), est
donnée par I'expression suivante :

1°D=0,1mI| de NaOH a N/9

E



Résume

Une grande quantité de lait de transformation récoltée sert a la fabrication de
produits laitiers, comme les formages, les yaourts et laits fermentés, qui peuvent étre
des sources des bactéries lactiques particulierement les lactobacilles.

Notre étude a conduit a la détermination d’activité acidifiante des 03 souches du
genre Lactobacillus déja connues, sont : Lactobacillus plantarum, Lb. casei et Lb.
acidophilus.

Les résultats obtenus indiquent que les souches de Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb.
casei et Lb. acidophilus) présentent un bon pouvoir acidifiant, et se réveélent comme
étant de bonnes candidates pour l'industrie des aliments fermentés.

Mots clés : Bactéries lactiques, Lactobacillus, activité acidifiante, fermentation.
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Abstract

A large quantity of harvested processing milk is used in the manufacture of dairy
products, such as cheese, yoghurts and fermented milks, which can be sources of
lactic acid bacteria, particularly lactobacilli.

Our study led to the determination of acidifying activity of the 03 strains of the genus
Lactobacillus already known, are: Lactobacillus plantarum, Lb. casei and Lb.
acidophilus.

The results obtained indicate that the strains of Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb.
casei and Lb. acidophilus) exhibit good acidifying power, and prove to be good
candidates for the fermented food industry.

Keywords: Lactic acid bacteria, Lactobacillus, acidifying activity, fermentation.



