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Résumé

Le présent travail vise la mise en évidence des aptitudes technologiques de deux
souches lactiques une mésophile (Lactococcus) et 1’autre thermophile (Streptococcus).
Les souches ont été revivifiées et controlées par une re-caractérisation phénotypique par
la détermination des caractéristiques morphologiques physiologiques .L’étude a porté
sur suivi le pouvoir acidifiant , la production de I'acide lactique, la coagulation lactique
avec ses temps technologiques, la détermination du rendement fromager en pourcentage
(% ) et du rendement fromager en extrait sec total. La souche de Lactococcus est la plus
performante avec un pouvoir acidifiant élevé (acidité 105°D et pH 4.87) par rapport a la
souche thermophile avec une acidité 99°D et un pH qui a atteint 4.60.Par leur activité
acidifiante ces souches révelent de bonnes aptitudes technologiques ( coagulation ,
rendement fromager , rendement en extrait sec total) qui peuvent étre utilisés pour la

fabrication des 02 caillés fromagers « lactique et mixte ».

Mots clés : Pouvoir acidifiant, Coagulation, Lactococcus, Streptococcus, Rendement

fromager.
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Abstract

The present work aims to highlight the technological abilities of two lactic strains, one
mesophilic (Lactococcus) and the other thermophilic (Streptococcus). The strains were
revived and controlled by a phenotypic re-characterization by determining the
physiological morphological characteristics. The study focused on monitoring the
acidifying power, the production of lactic acid, the lactic coagulation with its
technological time, the determination of the cheese yield in % and the cheese yield in
total dry extract. The strain of lactococcus is the most efficient with a high acidifying
power (acidity 105°D and pH 4.87) compared to the thermophilic strain with an acidity
99°D and a pH that reached 4.60. By their acidifying activity these strains reveal good
technological aptitudes (coagulation, cheese yield, yield in total dry extract) that can be

used for the manufacture of 02 cheese curds "lactic and mixed".

Key words: Acidifying power, Coagulation, Lactococcus, Streptococcus, Cheese yield.
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pH : potentiel d’hydrogene.
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St: Streptococcus.
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pm : micrometre.
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Introduction

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes de catégorie GRAS qui
jouent un role essentiel dans la fermentation des matieres premiéres animales et
végétales. Elles occupent des niches écologiques extrémement variées. Leur capacité a
fermenter les hydrates de carbone et, a un moindre degré de dégrader les proteines et les
lipides, mene a la synthése d'une large gamme de composés, tels que les acides
organiques, les peptides, les composes antimicrobiens et aromatiques et les
exopolysaccharides. Ces métabolites peuvent contribuer aux caractéristiques
organoleptiques, technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés. La
caractérisation des bactéries lactiques a favoriseé le développement de souches
bactériennes définies, connues sous le nom de levains ou de cultures starters. Elles
remplacent de plus en plus depuis quelques décennies les mélanges non définis
traditionnellement employés en industrie laitiere (Crow et al., 1994; Soomro et al.,
2002).

Les ferments lactiques jouent un réle technologique fondamental en
transformation laitiere et la recherche de nouvelles souches possédant des activités
biologiques particuliéres est en pleine expansion dans le secteur de l'industrie laitiére
(Zadi Karam et al., 2004; Hassaine et al., 2008; Roudj et al., 2009; Belkheir et al.,
2016; Boublenza et al., 2018).

Dans l'industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion
d'une grande variété de matieres premiéres, conduisant ainsi a de nombreux produits :
les laits fermentés, les fromages, les olives fermentées, les divers produits fermentés par

les ferments lactiques commerciaux (Axelsson, 2004).

Les bactéries lactiques sont également utilisées dans l'industrie chimique
(production d'acide lactique), dans le domaine médical (notamment pour le traitement
de dysfonctionnements intestinaux) et dans [I'industrie des additifs alimentaires
(production d'exopolysaccharides). Elles sont aussi utilisées pour la production de
bactériocines et des protéines thérapeutiques. Ces bactéries inhibent la prolifération de
micro-organismes par la production de composés inhibiteurs tels que les bactériocines et
en abaissant le pH par la production d'un produit majeur, I'acide lactique (Ameen et
Caruso, 2017 ; Dahou et al., 2015).

Page 16



Introduction

Cette etude a pour objectif de faire la revivification et la re-caractérisation phénotypique
d’une bactérie lactique mésophile (Lactococcus ) et d’une autre thermophile
(Streptococcus), d'étudier leurs aptitudes technologiques (aptitude a la coagulation,
rendement fromager, rendement en extrait sec total ) en utilisant des laits préparées au
niveau du Laboratoire des Sciences et Techniques de Production Animales (LSTPA), de

Hassi Mameche, affilié a I’Université de Mostaganem.
Le travail élaboré selon le plan suivant et qui comprend :

-Une premiere partie relative une étude bibliographique qui met I’accent sur la
présentation des bactéries lactique et les caractéristiques des principaux genres des

bactéries lactiques , et leurs roles

- Une deuxiéme partie reporte la description du protocole expérimental en plusieurs
étapes en exposant les techniques utilisees pour la réalisation de ce travail

revivification des souches lactiques et I'étude de quelques aptitudes technologiques (la
cinétique d'acidification , pouvoir acidifiant , coagulation lactique avec la
caractérisation de ses temps technologiques , rendement fromager en % et rendement

fromager en extrait sec total (g)).

L’expérimentation est suivie d’une interprétation et discussion des résultats obtenus

dans cette étude

-Une troisiéme partie est réservee a la conclusion générale de notre étude réalisée.
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Chapitre | Les bactéries lactiques

1. Présentation des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes largement utilisés en industrie
alimentaire, dans une grande variété de fermentations. En effet, ces bactéries participent
a la transformation de produits animaux tels le lait et certains produits carnés ainsi qu'a
I'élaboration de produits végétaux. Elles sont aussi connues pour leur rdle probiotique
(Braegger, 2002).

Ce groupe bactérien regroupe un ensemble d'espéces hétérogenes dont le trait
commun est la production d'acide lactique suite a la fermentation des glucides. La
fermentation est dite homofermentaire si I'acide lactique est pratiqguement le seul produit
formé, et hétérofermontaire si d'autres composés sont aussi présents (acide acétique,
éthanol, CO, etc...) (Larpent, 1996).

Ce sont des microorganismes hétérotrophes et chimio-organotrophes, non
sporulés, habituellement aéro-anaérobies et catalase négatives. Acido-tolérantes et
capables de croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant
de 4,0 a 5,5 ces bactéries sont généralement immobiles. Elles peuvent avoir différentes
formes: sphériques (coques/genre Streptococcus, Lactococcus,...), en batonnets
(bacilles/genres Lactobacillus) ou encore ovoides (Leuconostoc ssp.) (Corrieu et
Luquet, 2008; Galvez et al., 2011).

Les nombreux genres et especes qui constituent ce groupe présentent une grande
diversité de caractéristiques physiologiques. Cela se traduit par I'existence entre genres,
especes et au sein des especes, de nombreuses souches possédant des propriétés
technologiques différentes (Salminen et al.,, 2004; Frohlich et Konig, 2009;
Pringsulaka et al., 2011).

Les bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles complexes pour les
acides amineés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides
fermentescibles (Dellaglio et al., 1994). Elles sont trés fréquentes dans la nature,

ubiquistes, et on les trouve donc dans différentes niches écologiques.

Elles se trouvent généralement associées a des aliments riches en sucres simples. Elles
peuvent étre isolées des produits laitiers, de la viande, des fruits en décomposition, du
poisson fermenté, des eaux usées et des cavités (buccale, les organes génitaux, les voies

intestinales et respiratoires) des humains et des animaux (Konig et Frohlich, 2009).
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Chapitre | Les bactéries lactiques

Figure 1. (b) Lactobacillus observé au microscope électronique atransmission
(M.E.T.) (x 10000)) , (@) Leuconostoc lactis observé au M.E.T. (x10000 )
(Makhloufi, 2011)

2. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels, des
végétaux (Plantes et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales et vaginales,
féces et dans le lait). Mais certaines espéces semblent s’adapter a un environnement
spécifique et ne sont guere trouvées ailleurs que dans leurs habitats naturels (De
Roissart., 1986).

Les espéces du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont
les réservoirs naturels de la plupart de ses espéces. L’espéce Lactococcus lactis subsp.
lactis est isolée pour la premiére fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et
reconnue comme agent primaire de 1’acidification du lait caill¢). (Bergey’s manual.,
2009) Parmi les especes du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée
du lait pasteurisé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux. Les espéces du genre
Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits, des légumes (en
particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la choucroute), des

produits de la panification et des solutions visqueuses de sucre dans les sucreries

Les espéces du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les vegétaux en
décomposition, parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages
(Parmesan et autres fromages italiens) et les préparations culinaires (Saucisses, anchois

salés ou sauce de soja). (Bekhouche., 2006).
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Chapitre | Les bactéries lactiques

Les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux
différents : dans le lait et les fromages (Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb.
curvatus et Lb. brevis), dans les laits fermentés (Lb. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentum),
dans les produits végétaux fermentés, les marinades, 1’ensilage, le vin et les viandes
fraiches ou fermentées (Lb. brevis, Lb. Curvatus, Lb. buchneri et Lb. san franscisco)

(Demazeaud., 1996).

Tableau 1. Milieux d’isolement des bactéries lactiques (Lahtinem et al, 2012).

Bactéries lactiques

Habitat ou milieu d'isolement.

Loctobacillus

L. delbrueckii subsp, defbvueckii
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
Lb. detbrueckii subsp. lactis

Lb. acidophilus

Lb. gasseri

Lb. helveticus

Lb. casei subsp. cosei

Lh. casei subsp. psewdoplantarum
Lb. casei subsp, lolerans

Lb. casei subsp. rhamnosus

Lb. sake

Lb. curvoius

Lb. bavaricis

Lb. plantarum

Lb. hifermentans

Lb. Brevis

Lb. buchneri

Lb. kefir

Lb. renteri

Lb. fermentum

Lb. confusus

Lb. viridescens

Lb. sanfrancisco

Lactococcus

Le. lactis subsp. loctis

le.  Jactis  subsp.  loctis  Biovar
diacetylactis

Le. loctis subsp. cremoris

Le. raffinolactis

L. garvige

Lewconostoc

Ln. oenas

Pediococous

Pe. pentosaceus, Pe, acidilocticl
Pc. halophilus

Streptococcus thermophilus

Vigitaux

Yaourt, fromage

Lait, fromage

Bouche, tractus intestinal

Bouche, tractus intestinal
Fromage

Rurmen

Fromage, fourrage

Boiche

Tractus intestinal

Vigétaux, produits carnds
Vepétaux, produits carnés, lait
Wégdtaux

Veégittaux, fromage, produits carnés, bouche
Fromage

Viégetaux, lait, fromage, tractus intestinal
Vépétaux, lait, fromage, bouche
Kifir

Tractus intestinal, produits carnés
Végétaux, fromage, bouche
Veépttaux

Produits cammés

Pain

Lait cru, laits fermentés, végétaux
Viégétaux, lait

Lait
Lait caillé
Lait de mammite

Lait, produits laitiers, fruits, lEgumes, wégétaux en
fermentation (choucroute), produits de  panification,
Solutions visqueuses de sucres

Vin (absent dans le lait)

Vépetaux, boissons (biere, ddre et vin)
Matitres wégitales, lait et produits laitiers
Produits de péche, anchois salé

Lait, produits laitiers, yaourl, levains artisanaux
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3. Taxonomie des bactéries lactiques

Décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du XXe siécle (1919), les
bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene, qui n'est pas clairement défini du
point de vue taxonomique (Lahtinem et al, 2012).

Selon (FELIS et al., 2015) ; du point de vu taxonomique, les bactéries lactiques
sont un vaste ensemble de microorganismes procaryotes qui se rattache au phylum des
Clostridium. Elles appartiennent a la lignée des Firmicutes, a la classe des Bacilli et &
I’ordre des Lactobacillales (GARRITY et al., 2007).

Les critéres utilisés (morphologie cellulaire, types fermentaire, les températures
de croissance et l'utilisation des sucres) sont toujours trés importants pour la
classification des BL, bien que l'avénement d'outils taxonomiques plus modernes, les
méthodes biologiques en particulier moléculaires, ont considérablement augmenté le
nombre de genres de BL a partir des quatre initialement reconnue par Orla-Jensen

(Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus) (Lahtinem et al, 2012).

Une importante étape a été franchie en 1977 par Woese et Fox qui ont introduit la
phylogénie moléculaire basée sur la séquence des ARN ribosomiques. Cette méthode a
révolutionné la taxonomie des bactéries et la classification des BL a été profondément
modifiée. D'autres méthodes génotypiques (basés sur les acides nucléiques) sont aussi
utilisées en classification, comme le pourcentage en GC de I'ADN ou [I'hybridation
ADN: ADN. (Salminen et al., 2004). | Les réorganisations effectuées ont contribué a
fusionner des espéces en une seule, ou identifier une espece comme un nouveau genre
(Pot, 2008).

L'ancien genre Streptococcus était divisé au début en trois groupes:
Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus sensu stricto, mais aujourd’hui, certaines
bacteries lactiques qui étaient mobiles, ressemblant aux Lactococcus, ont formé un autre
genre séparé; c'est les Vagococcus. Les genres Lactobacillus, Leuconostoc et
Pediococcus sont globalement restés inchangés, mais quelques bactéries lactiques,
auparavant incluses dans le genre Lactobacillus, forment maintenant le genre
Carnobacterium qui regroupe des lactobacilles atypiques isolés de différents produits
carnés. De plus, des souches de I'ancienne espece Pediococcus halophilus ont été
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incluses dans le genre Tetragenococcus du fait de leur insensibilité & la VVancomycine.
Quelques espéces de Lactobacillus et Leuconostoc ont formé un nouveau genre, les
Weissella, en raison de leurs différences phylogénétiques avec les autres lactobacilles
hétérofermentaires. Les Leuconostoc oenos, les « Leuconostoc du vin», ont formé le
genre Oenococcus (Axelsson, 2004).

Le genre Bifidobacterium est considérée comme appartenant aux bactéries
lactiques (du fait de son effet probiotique sur I'organisme et son utilisation dans les
aliments) mais il est phylogénétiquement sans rapport avec ces derniéres (Vandamme
et al, 1996; Gevers 2002 ; Patrignani et al. 2006).

Les bactéries lactiques peuvent étre divisées arbitrairement du point de vu
morphologique en bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et coques (tous les autres
genres). Le genre Weissella est le seul genre qui comporte & la fois des bacilles et des
coques (Collins et al, 1993; Ho et al. 2007) . Selon la derniére édition de Bergey's
manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries lactiques sont classées dans le
Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et I'Ordre des Lactobacillales renfermant
trente cinqg genres (Aerococcus, Alloiococcus, Atopobium, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weisella (Pot, 2008) répartis sur six
familles (tab.1) (Fig.3). Parmi ces genres, seulement douze sont importants d'un point
de vue biotechnologique (Fig.2) (Axelsson, 2004; Guiraud et al, 2003).

D'autres genres, par exemple: Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus,
Facklamia, Globicatella, Helococcus, Ignavigranum et Lactosphaera, ont également été
décrits, comportant des souches qui montrent des liens physiologiques et
phylogénétiques avec les bactéries lactiques (Broadbent, 2001; Axelsson, 2004).

Les nombreux genres et especes qui constituent ce groupe présentent une grande
diversité de caractéristiques physiologiques. Cela se traduit par I'existence entre genres,
especes et au sein des especes, de nombreuses souches possédant des propriétés

technologiques différentes.
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Lb. delbrueckii group

Weissella _
Lb. casei

2evel i 0 .
Leuconostoc / Pediococcus
4 . group

Oenococcus

eLragenococcus : :
1 o Lactococcus

Vagococcus

Enterococcus
/

Streptococcus

Carnobacterium

Bacillus
Staphylococcus

Aerococcus Listeria

Figure 2. Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques, incluant
quelques genres aérobie et anaérobie facultatif de Firmicutes (Lahtinem et al, 2012).

Page 25



Chapitre |

Les bactéries lactiques

Tetragenococcus
— Melissococcus
Vagococcus
Enterococcus
Catellicoccus

“[j "Carnobacteriaceae" 2

—1___—  Lactobacillaceae

—

—{7 "Aerococcaceae”

—

Aerococcus

— ____—  Streptococcaceae

"Enterococcaceae"

'{__//’ "Carnobacteriaceae"” |

—{ " "Leuconostocaceae"

Streprococcus

—

Lactococcus

Pilibacter
Tetragenococcus
Melissococcus
Vagococcus
Enterococcus
Catellicoccus

dtopobacter
& =

ramulicatella

Allofustis

Atopostipes
Alloiococcus
Alkalibacterium
Marinilactibacitlus
Aropococcus
Isobaculum
Carnobacterium
Desemzia
Trichococcus

aralactobacillus

Dolosigranulum

Lactobacillus
_(_‘_— Pediococcus
P

Lactovum

Weissella
| [ Leuconostoc

T

Eremococcus

_: Globicatella

Ignavigranum
_.L— Dolosicoccns
Abiotrophia

Aerococcus

Oenococcus

Lactobacillales

Streptococcacear

" Enterococcaceae”

"“Carnobacteriaceae”

Lactobacillaccac

" Lenconostocaceae”™

" Aerococcacene”

Figure 3. Dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques d’ordre

Lactobacillales basé sur la comparaison des séquences du géne de 16S d’ARNr (

Bergey’s manual of systematic bacteriology ,2009)
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4. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques:

Six genres de bactéries lactiques sont associés au lait et aux produits laitiers (voire
le tableau); il s’agit de Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,

Streptococcus et Enterococcus (Bulut, 2003).
. Lactobacillus :

C’est I’'un des plus importants genres de bacteries lactiques. Il appartient a la
famille des Lactobacillaceae contenant aussi les genres Paralactobacillus et
Pediococcus. Il comprend 96 especes et 16 sub-espéces qui sont adaptées a des endroits
spécifiques et ne sont pas trouvées généralement en dehors de leurs habitats (De Vos et
al., 2009).

Elles exigent toutes de nombreux facteurs nutritionnels pour leur croissance. Pour
cela, tous les milieux de culture utilisés pour ’isolement sélectif ou semi sélectif des
lactobacilli (MRS, le milieu APT et le milieu SL...) doivent contenir des facteurs de
croissance adéquats, une source de vitamines représentée généralement par I’extrait de
levure, les peptones, le manganése, 1’acétate et le tween 80. Leurs colonies sont souvent
petites (2-5mm), convexes, brillantes, généralement opaques et parfois pigmentées (De
Vos et al., 2009).

Toutes les espéces de Lactobacillus ont une morphologie caractéristique en
batonnet. Leurs cellules peuvent étre longues et minces, courtes, courbées, coccobacilli
ou coryneformes. Elles sont arrangées, généralement, en chaines. Elles sont immobiles a
I’exception de certaines souches qui sont motiles grace aux flagelles péritriches. Elles
ne peuvent pas dégrader les caséines ni liquéfier la gélatine. La réduction des nitrates est
rare, elle peut avoir lieu quand le pH terminal égal a 6 ou lorsque I’héme est ajouté au
milieu de croissance. Elles ne peuvent pas produire I’indole ni I’'H2S (De Vos et al.,

2009).

Les lactobacilles sont des bactéries acidophiles qui croissent généralement a un
pH égal a 5 ou moins avec un optimum compris entre 5.5 et 6.2 (De Vos et al., 2009).

La plupart des espéces croissent mieux a des températures mésophiles jusqu’a 40°C,
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celles thermophiles ne peuvent pas se développer a une température inférieure a 15°C

avec une limite maximale de 55°C (De Vos et al., 2009)

En se basant sur le caractere fermentaire, Kandler et Weiss (1986) ont proposé

une classification des lactobacilles en trois groupes:

Groupe 1: anciennement appelé Thermobacterium. Il regroupe les lactobacilles
homofermentaires stricts et thermophiles, ils sont incapables de fermenter les pentoses
et le gluconate. Ces bactéries fermentent les hexoses par la voie d'Embden-Meyerhof,
en produisant exclusivement de l'acide lactique, elles se développent a 45°C mais pas a
15°C. Leurs cellules sont longues, droites souvent en palissades (Bottazzi, 1988).

Groupe Il: anciennement appelé Streptobacterium. rassemble les lactobacilles
hétérofermentaires facultatifs et mésophiles qui se développent a 15°C. Les hexoses
sont fermentés par la voie d'Embden-Meyerhof, en produisant exclusivement de l'acide
lactiqgue (mais pour certaines souches du lactate, de l'acétate, de I'éthanol et du
formiate), celle des pentoses et du gluconate peuvent étre dégradés par la voie
hétérofermentaire avec une production d'acide lactique et d'acide acétique par une
phosphokétolase inductible. Leurs cellules sont courtes, souvent arrangées en filaments
(Bottazzi, 1988).

Groupe I11: anciennement appelé Betabacterium. Ces espéces ont un métabolisme
strictement hétérofermentaire, la fermentation des hexoses produit de I'acide lactique, de
I'acide acétique (ou de I'éthanol) et du CO: celle des pentoses, de l'acide lactique et de
I'acide acétique. ces bactéries possédent une phosphokétolase (tableau 2). c'est un
groupe qui rassemble des espéces relativement hétérogenes, surtout mésophiles. les

cellules sont courtes, droites et séparées (Bottazzi, 1988).
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Tableau 2. criteres différentiels des trois groupes de lactobacilles (sharpe,1981 ;
kandler et weiss1986)

Group 1, Group I1, Group III,
Caractéristiques homofermentaires  hétérofermentaires hétérofermentaires
Obligatoires Facultatifs Obligatoires
Fermentation des = + =
pentoses
CO, a partir du glucose - - -
CO, a partir du gluconate - - -
FDP aldolase + + -
Phosphokétolase - + +
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbrueckii Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb. salivarius Lb. sakei Lb. reuteri

Notes : + : Positif ; - : négatif ; FDP : Fructose 1-6 diphosphate aldolase .

Figure 4. Morphologie de Lactobacillus casei observé au microscope électronique a
transmission (M.E.T.) (x 10000) (Corrieu & Luquet, 2008).
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Le genre Lactococcus fait partie de la famille des Streptococcaceae comprenant aussi
Streptococcus et Lactovum. Il rassemble cing espéces dont les exigences nutritionnelles
sont complexes et variables: Lc. gravieae, Lc. lactis, Lc. raffinolactis, Lc. piscium et Lc.
plantarum. Elles sont des habitantes typiques des plantes, des animaux et des produits

dérivés de ces organismes (De Vos et al., 2009).

Pour leur isolement, une variété des milieux complexes est utilisée (gélose au sang, le
milieu Elliker, M17...). Aprés une incubation qui dure de 1 a 2 jours, des colonies
petites, translucides a blanchétres, lisses et circulaires sont formées (De Vos et al.,
2009; Dahou et al., 2021). Les cellules de Lactococcus sont sphériques ou ovoides,
isolées, en paires ou en chaines. Elles sont non hémolytiques, aéro anaérobies
facultatives a microaérophiles. Elles sont toutes mésophiles, la température optimale de
croissance varie de (10 a 40°C), certaines peuvent croitre a une température inférieure a

7°C apres une incubation de 10 a 14 jours.

Elles se développent, généralement, a 4% d’NaCl a I’exception de Lc. lactis subsp.

cremoris qui tolére seulement 2% de sel (De Vos et al., 2009).

Les lactococci sont des bactéries homofermentaires qui produisent de 1’acide lactique
L(+) a partir de glucose. lIs croissent bien a des valeurs proches de la neutralité dans les
milieux tamponnés, mais ils s’arrétent de croitre lorsque le pH atteint 4.5 (De Vos et al.,

2009).

Figure 5. Morphologie de Lactococcus lactis observe au microscope électronique a
transmission (M.E.T.) (x 10000) (Teubeur et Geis ,2006).
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Leuconostoc, Oenococcuset Weissella

IIs rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui
possedent un caractere hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique
(isomére D), de CO: etd’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 a température, I’assimilation decitrate et/ou malate permettent la
différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella (Pilet etal.,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 1’apparition d’une
viscosité dans le milieu grace ala production des exopolysaccharides. Les leuconostoc
principalement Ln. Mesenteroides ssp.cremoris et Ln. Lactis sont utilisés en association
avec les lactocoques dans 1’industrie laitiére pour produire en plus de 1’acide lactique et
le CO», 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’espece 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).

Figure 6. Fixation des Leuconostocs sur les moules en gres-vernissé. (

https://fr.wikipedia.org/).
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Pediococcus et Tetragenococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement entétrade. lls sont mésophiles, le plus souvent incapables d’utiliser le
lactose, et leur développementnécessite la présence de divers facteurs de croissance.
Certaines espéces se distinguent par leurcapacité a se développer a des teneurs en sels
trés élevées, comme Pediococcus halophilus,renommé Tetragenococcus halophilus et

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

Les espéces de Tetragenococcus ont un rdle 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 et Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al., 2005).

Figure 7. Morphologie de Pediococcus pentosaceus en microscopie €lectronique a

transmission (wallace et al ,2003)

Streptococcus

Ce genre est associé a de nombreuses maladies humaines et animales et la seule espéce
qui est adaptée a 1’environnement laitier est Streptococcus thermophilus (Chandan et
al., 2008).

Cette espece rassemble des cellules ovoides ou sphériques, d’un diamétre variant de 0.7
a lum, arrangées en paires a longues chaines, aéro anérobie facultatives. Elles croissent

a 45°C mais non a 15°C et la plupart des souches survivent apres un chauffage a 65°C
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pendant 30 minutes. Elles ne peuvent pas résister a une concentration de 0.1% de bleu
de méthyléne ni & un pH de 9.6. Leur croissance est variable a 2% d’NaCl mais aucune

souche ne peut se développer & 3% (De Vos et al., 2009).

Toutes les souches de S. thermophilus exigent les vitamines de groupe B et quelques
acides aminés pour leur développement. Elles sont incapables d’hydrolyser 1’esculine,
les caséines, la gélatine, I’hippurate et 1’arginine. Certaines souches peuvent hydrolyser
I’amidon. Elles produisent de 1’acétoine (réaction de Voges-Proskauer), la p.
galactosidase et la leucine arylamidase. Mais elles ne peuvent pas synthétiser plusieurs

enzymes comme 1’uréase, DNase, a. galactosidase, etc. (De Vos et al., 2009).

Figure 8. Morphologie de Streptococcus thermophilus observé au microscope
électronique a transmission (M.E.T.) (x 10000) (Liebefeld, 2002).

Enterococcus

Il appartient a la famille des Enterococcaceae qui renferme trois autres genres
(Melissococcus, Tetragenococcus et Vagococcus). Enterococcus est séparé du genre
Streptococcus sur la base des résultats d’hybridation (ADN-ADN et ADN-ADNr) qui
sont confirmés par les analyses phylogénétiques de I’ARN 16S (De Vos et al., 2009).

Plusieurs especes font partie de la flore intestinale des mammiféres et des oiseaux;
d’autres sont isolées a partir des plantes, des eaux et des denrées alimentaires (lait,
viande...). Il s’avere que leur présence dans I’eau résulte d’une contamination fécale.
Les enterococci croissent dans une variété de milieux de culture riches (Todd-Hweitt,
trypticase soja, BHI...). Néanmoins, il apparait que I’'MRS défavorise la croissance de

quelques espéces. Leurs colonies sont toujours circulaires, réguliéres et lisses ayant un
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diamétre qui peut atteindre 5mm. Certaines especes produisent un pigment caroténoide
jaune sur un milieu solide. Les cellules des entérocoque sont ovoides, isolées, en paires
ou en courtes chaines. La présence des flagelles rudimentaires rendent certaines espéces
mobiles (De Vos et al., 2009).

Elles sont toutes dépourvues de la catalase, mais certaines especes révélent une
pseudocatalase lorsqu’elles sont cultivées sur les milieux de culture contenant 1’héme.
La température optimale de croissance de la plupart des especes varie de 35°C a 37°C,
plusieurs sont capables de croitre a 42°C et méme a 45°C mais lentement a 10°C. De
plus, les entérocoques sont trés résistantes au séchage. Toutes les espéces sont des
homofermentaires, elles fermentent le glucose en L(+) Ac lactique via la voie
d’Embden-Meyrehof. En présence d’oxygéne, le glucose est métabolisé en acide
acétique, acétoine et CO2. En cas de déficience en nutriments, le pyruvate est converti
en ¢thanol et en acide acétique. Elles peuvent avoir de I’énergie en dégradant les acides
aminés (arginine, tyrosine, serine, agmatine, phénylalanine et canavanine). 1l est a noter
que certaines caractéristiques traditionnellement considérées d’étre typiques pour le
genre, tels que: la résistance a 6.5% d’NaCl, a pH: 9.6, la croissance a 10°C et & 45°C,
ne peuvent pas étre appliquées pour plusieurs espéces décrites récemment qui ne
possédent pas une ou plus de ces caractéristiques (De Vos et al., 2009; Salminen et al.,
2004).

Figure 9. Morphologie de Enterococcus faecalis observé au microscope électronique
a transmission (M.E.T.) (x 10000) ( https://fr.wikipedia.org/).
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Bifidobacterium

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries
lactiquesgréace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa
présence dans le mémehabitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Ces
microorganismes sont phylogénétiqguement sans rapport avec ces dernieres. Ils sont
davantage liés au phylum Actinobacteria(anciennementActinomycetes) des bactéries
Gram positif dont ’ADN est a haut pourcentage de G +C. Les bifidobactéries se
caractérisent par leur forme trés irréguliére 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 l'acide acétique et de l'acide
lactique. Leur température decroissance varie de 36°C a 43°C (Axelsson et al., 2004 ;
Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007).

Figure 10. Morphologie de bifidobacterium longum observé au microscope

électronique a transmission (M.E.T.) (x 10000) (https://fr.wikipedia.org ).
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Tableau 3: Quelques caractéristiques des bactéries lactiques (d’apreés Axelsson, 2004)

Bacilles Coques
g g z £ 22 23 £ £
g Z g g 88 88 g g
Caractéristiques & 3 3 g S 8 g 9 3 o
e, = =] S [ S © g e =1 =3
S £ E Z g8 £3 4 =
s L] - =] [ o O g
— . 5] I — O (- A
L~ - + - - - + £,
Formation des tétrades
Production de gaz’ i85 + * t % ¥ n -
Croissance 310°C = + = Y *
Crosszance 2 45°C + - - * +
Crofssance dans 6.5% NaCL NDd * = = - + *
Crosszance dans 18% NaCL - M X = t -
Crofssance apH 4.4 ND ¥ + + 5 %
Croissance a pH 9.6 2 = =
Acide lactique L DLDL® L L L D LDL® 1 B
Notes :

+ : Positif ; - : négatif ; = : réponse variable selon les espéces ; ND : non déterminé. a
Weissella peuvent étre également sous forme de bacille. b: Type de fermentation du
glucose : homofermentaire (-) ou hétérofermentaire (+). ¢ :Faible quantité de CO2
produite selon le milieu. d :Peuvent ne pas se développer dans 8% NaCL. e: Production

d’acide lactique D, L, ou DL acide variable selon les es .
5.Les exigences des bactéries lactiques en nutriments

Si les bactéries lactiques sont considérées comme un des groupes bactériens les

plus exigeants du point de vue nutritionnelle, c’est parce qu’elles requiérent non
seulement des substrats complexes carbonés, azotés, phosphatés et soufrés, mais aussi
des facteurs de croissance comme les vitamines et les oligo-éléments (Luquet ,1986).
Glucides

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

s'effectue essentiellement en trois étapes. (Desmazaud, 1983).
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Premierement, le transport du sucre a travers la barriere hydrophobe de la membrane
cellulaire. Deuxiémement, le catabolisme intracellulaire du sucre et enfin la formation et
I'expulsion extracellulaire des métabolites terminaux genéralement acides (Desmazaud,
1983). Deux types de métabolismes fermentaires sont rencontrés. Un métabolisme
aboutit de facon quasi-exclusive a la production d’acide lactique (caractere
homofermentataire). L’autre peut produire de 1’acide lactique, mais également de
I’éthanol et de I’acide acétique suivant les conditions de cultures (caractére
hétérofermentaire) (Ghaly et al.,2005).

Azote

Les bactéries lactiques exigent aussi l'apport exogéne d'acides aminés pour leur
croissance car elles sont incapables, pour la plupart, d'en effectuer la synthese a partir
d'une source azotée plus simple (Desmazaud, 1983). Elles ne peuvent absorber et
utiliser que des acides aminés libres, ou des peptides courts (peptidases, dipeptidases).
Leur nutrition azotée exige donc I'hydrolyse des grandes protéines du lait, et notamment
les caséines, par des enzymes (les protéases) situées dans la paroi extérieure de la

cellule (Desmazaud, 1998).
Vitamines

Les vitamines jouent dans le métabolisme cellulaire le r6le irremplacable de coenzyme.
Les bactéries lactiques sont, a quelques exceptions pres, incapables de synthétiser des
vitamines (Dellaglio et al., 1994), d'ou I'importance d'un apport exogene de vitamines

au milieu de culture (Holzapfel et al., 2001).
Minéraux

La nécessité des ions dans le métabolisme s'explique d'abord par leur fonction de
cofacteur pour de nombreuses enzymes (Novel, 1993). Du point de vue transport, le fer
est un élément important puisqu'il a des affinités pour un grand nombre de molécules
chelatrices. Il augmente la croissance et la production d'acide lactique pour les
lactocoques et une carence en cet élément donne lieu a une diminution de ce méme
acide (Boyaval, 1988). Le potassium, quant a lui, est un cofacteur pour plusieurs

enzymes bactériennes et un niveau élevé de K+ dans le cytoplasme est requis pour la
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synthese protéique. De plus, le systéme du K apparait étre trés important pour contrdler

le pH cytoplasmique (Desmazaud, 1983).
Oxygéne

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

faut éliminer le H202, car son accumulation devient toxique (Vignola, 2002).
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Chapitre 11 Role des bactéries lactiques

1. Role des bactéries lactiques
Réle technologique

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

d'électrons et accepteurs d'électrons (Von Wright et Axelsson, 2012).

Dans la fabrication des aliments, ces bactéries sont utilisées comme agents
aromatisants et texturants. Elles produisent plusieurs composants tels que les
exopolysaccharides, I'acétate, I'éthanol, le diacétyle et acétaldéhyde qui peuvent
améliorer la texture, I'ardme et la saveur des produits alimentaires fermentés (Badel et
al., 2011). Elles acidifient I’aliment, ce qui entraine un gott d'acide lactique acidulé,
elles exercent souvent des activités protéolytiques et lipolytiques, et produisent des
composants aromatiques a partir des acides aminés (van Kranenburg et al., 2002). En
outre, les polysaccharides augmentent la viscosité et la fermeté, améliorent la texture et
réduisent la sensibilité & la synérése (Leroy et De Vuyst, 2004).

Production d'arémes

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

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

Certaines souches de bactéries lactiques ont la capacité de synthétiser et d'excréter, au
cours de leur croissance, des polymeéres de sucre appelés polysaccharides exocellulaires
ou EPS, qui permettent d'améliorer la texture et la viscosité du produit fini (Thompson
etal., 1994).

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

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la regle. Hétérotrophes, elles tirent leurs énergies de la fermentation des

substrats.

carboniques. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques
peuvent étre des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des
pentoses (xylose, ribose, arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou
des disaccarides (lactose, saccharose, cellobiose, tréhalose). La fermentation des sucres
s’effectue essentiellement en trois étapes : le transport du sucre a travers la membrane
cellulaire, le catabolisme intracellulaire du sucre et la formation et 1’expulsion
extracellulaire des métabolites terminaux. Selon les genres ou les espéces, les bactéries
lactiques utilisent principalement 1’une des deux voies majeures du métabolisme des
sucres. Il s’agit des voies homofermentaires (Embden Meyerhof-Parnas, EMP) et

hétérofermentaires (voie des pentoses phosphate) (Atlan et al.,2008).
Métabolisme des sucres

Les bactéries lactiques homofermentaires transforment tout le glucose en excés en acide
lactique. Le transport du glucose ou du lactose vers les cellules différent selon les
espéces. Elles utilisent la voie EMP dans la derniére étape de la glycolyse, convertissent
le pyruvate en lactate et régenerent ainsi du NAD a partir du NADH formé auparavant.

Dans cette derniére étape les bactéries font intervenir une lactate-déhydrogénase.

Les bactéries lactiques hétérofermentaires utilisent les voies du galactose-6-phosphate,
de la glycolyse et des pentoses phosphates. Le résultat de la fermentation lactique
aboutit & la formation de quantité équimolaire de lactate, d'éthanol et de gaz carbonique.
Une production de formate et d'acétate peut avoir lieu, notamment en aérotuose
(Kandler, 1983; Desmazeaud, 1996) .

e Chez les lactocoques, les sucres sont transportés par un systeme actif mettant en
jeu une phosphotransférase (PTS) qui phosphoryle les sucres aux deépend du
phospho-énolpyruvate (PEP). Le PEP dans ce cas intervient surtout dans le

métabolisme des sucres transportés. Le lactose (dans le cas du lait), apparait dans
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la cellule sous forme de glucosyl-p-(1-4)-galactoside 6-P (ou lactose-P) et prét a
étre hydrolysé par une p-D-phosphogalactosidase (Lee et al, 1973; Molskness et
al, 1973; Thompson, 1979).

e Chez les lactobacilles et les leuconostocs, le transport du lactose se fait librement
par l'intermédiaire d'une perméase, puisque la présence systématique d'une R-
galactosidase a été démontrée dans 28 souches (Somkuti et Steinberg, 1979). Le
glucose et le galactose, issus de la dégradation du lactose sont transformés
respectivement en glucose-6-P selon la voie d'Embden-Meyerhof-Parnas et en
galactose-6-P selon la voie du D-tagatose-6-P.

e Chez les streptocoques thermophiles, le méme systeme enzymatique de
transport, que celui des lactobacilles et des leuconostocs, est utilisé mais seul le
glucose est rapidement dégradé par la voie de la glycolyse (Tinson et al., 1982A;
Hutkins et Morris, 1987).
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Figure 11. Principales voies cataboliques du glucose chez les bactéries lactiques
(Matamoros, 2008).

1.2.2 Métabolisme du citrate

L'acide citrique est utilisé par de nombreuses espéces des genres Streptococcus
(Streptococcus thermophilus), Lactococcus (Lc. Lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis), Enterococcus (Ec. faecium), Pediococcus, Leuconostoc (Ln. lactis, Ln.
cremoris) et Lactobacillus (Lb. plantarum. Lb. casei). Cependant il ne peut étre
dégradé qu'en présence d'un substrat fermentescible et d'une source d'azote (Leveau et
Bouix, 1993).
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Le citrate est transporté a l'intérieur des cellules par une citrate-perméase, ou il est
scindé en acétate (en majeure partie excrétés) et en oxaloacétate par le complexe

enzymatique citrate lyase.

L'oxaloacetate est ensuite converti en pyruvate et en CO. par une oxaloacétate

décarboxylase.

Des transformations successives du pyruvate aboutissent a la formation de composés
aromatisants et le produit fini est le 2,3-butylen-glycol (2,3-butanediol) (Cogan, 1981
et 1982).
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Figure 12. Le métabolisme de citrate chez les bactéries lactiques (Cogan, 1981).
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2. Fermentation lactique et acidification
2.1.fermentation lactique

La fermentation est un procédé biologique utilise des sources d’hydrate de carbone et
donnée comme résultat 1’alcool, I’acide lactique, A acétique, A acétone et co2 pour
obtenir des aliments des boisson ou des produits susceptibles d’améliorer sa
condition.(Kandler, 1983).

C12H2011+ H-O ——»  4(CH3-CHOH-COOH)+ Lactose+ Acide lactique.
Les deux voix de fermentation
La fermentation est divisée en deux grandes groupes:

Voie Homofermentation

Les bactéries lactiques en trouvent dans la glycolyse pour dégrader les hexoses
(glucose) qui est subi une déférent eétape de transformation pour donné le
pyruvate qui est réduit en acide lactique qui est le produit unique. Dans les
conditions défavorables ces bactéries produisent également 1’acide fornique, 1’acide
acétique, 1’éthanol et/ou le COz par la voie de fermentation des acides mixtes (Mozzi et
al., 2010).

1 glucose + 2Pi + 2ADP —— 2 lactate + 2ATP (Homofermentation).
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2 NAD'

2 Acide Lactuque

Figure 13. Voie métabolique de la fermentation lactique homofermentaire

(Tessier,2007).

Voie Hétérofermentation

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

lactique, de I’éthanol et du CO. sont dites hétérofermentaire.

Les groupes

principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoc et

certains lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA et le systeme de

transport PTS (Thompson et Gentry-Weeks, 1994; Hadef, 2012).

1 glucose + 1 Pi +1 ADP —— 1 lactate + 1 éthanol (acétate) + 1 CO+ 1 ATP

(hétérofermentation).
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Figurel4. voie métabolique de la fermentation lactique hétérofermentaire
(Tessier,2007).

2 NAD'

La production de I’acide lactique

La production de I’acide lactique, est 1'une des principales fonctions des bactéries
lactiques en technologies laitiéres, car cet acide organique permet de concentrer et de
conserver la matiére séche du lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien

(Schmidt et al., 1994).

L’acidification résulte de la dégradation d’une partie du lactose du lait en acide
lactique. En effet en présence de B-galactosidase, enzyme sécrété par les bactéries

lactiques, le lactose est hydrolysé en glucose et galactose (Bourgois et al., 1996).

Le galactose s’accumule et le glucose est transformé en acide pyruvique par I’ensemble
des réactions de glycolyse de la cellule. Enfin I’acide pyruvique est transformé en acide
lactique (Alias et Liden, 1997). La production de I’acide lactique a pour effet de

diminuer le pH du lait, dés que celui-ci atteint le point isoélectrique de la caséine
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(pH =4,6) : il y a formation d’un caillé dont la fermeté et la viscosité dépendent du pH

final et de I’activité protéolytique des souches (Mahout et al., 2000).
L acidification

L'acidification et le role principal des bactéries utilisées comme ferments celle-ci a
différents buts :

- La coagulation du lait (en facilitant I'action de I'enzyme de la présure) et

l'augmentation de la synérese du caillé.

- La participation aux propriétés rhéologiques du produit final.

- L'inhibition de la croissance des bactéries nuisibles (Larsen et Anon, 1989 et 1990).
3.Coagulation lactique et pH isoélectrique

Coagulation acide

La coagulation par voie acide est provoquée par 1’acide lactique d’origine bactérienne,
qui transforme le lactose en acide lactique. Le pH du lait de fromagerie diminue avec la
production d’acide. Ce qui provoque une solubilisation du phosphate et du calcium
colloidal, un élément important dans la stabilité des micelles de caséine. Ces derniéres
vont se lier entre elles et former un gel cassant trés friable et peu élastique (Mietton,
1995).

Si D’acidification est rapide par addition d’un acide minéral ou organique, il y a
floculation des caséines a pH 4,6 sous la forme d’un précipité plus ou moins granulé
dispersé dans le lactosérum. Par contre, une acidification progressive, obtenue soit par
fermentation lactique, soit par hydrolyse de la gluconolactone, conduit a la formation
d’un gel lisse homogéne qui occupe entierement le volume initial du lait (Mietton et
al., 1994). La teneur en protéines agit sur la coagulation acide. Un lait riche en protéines

formera un caillé lactique plus ferme (Vignola carole , 2002).
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PH isoélectrique

Un enchainement protéique est composé des radicaux (R) sous forme ionisée. Il
existe des radicaux acides et basiques. Ces radicaux sont caractérisés par une valeur de

pKa.

Le pH isoélectrique(pHi) ,est le pH dont la molécule est sous sa forme zwitterionique et
neutre électriquement, le nombre des radicaux aminés chargés positivement égale au
nombre des radicaux carboxyliques chargés négativement. Dans le cas d’une
modification dans le nombre de radicaux de méme signe la valeur de pHi varie. Par
exemple, une diminution du nombre de radicaux chargés négativement fait

augmenter le pHi.

e SipH < pHi (PI), la charge globale est positive, car la molécule a tendance a
conserver ses protons ou a en capter du milieu acide.
e SipH > pHi (PI), la charge globale est négative, car la molécule a tendance a

céder ses protons au milieu basique. (https://fr.wikipedia.org/).
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Figure 15. Un acide aminé dans sa forme zwitterionique( Ph=pl ) et ionisée ( pH <

> pl).

(https://www.scientecal.com/cours/prot)
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Figure 16. Equilibres de déprotonation de la lysine

(http://biochimej.univangers.fr).
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Figure 17. Courbe de titration de lysine (http://biochimej.univangers.fr).
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4.Ferments mésophiles

Les bactéries lactiques qui constituent ces ferments ont une température optimale de
croissance qui varie selon les souches entre 25°C et 30°C et peuvent atteindre une
température maximale de fermentation de 38°C a 40°C. (Chamba.,2008 ; Carminati et
al.,2010).

Ils sont constitues essentiellement des especes acidifiantes (Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lc. lactisssp. cremoris) et des espéces aromatisantes (Lc. Lactis ssp. lactisbiovar.
diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris) (Chamba.,2008 ; Carminati
et al.,2010).

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

5.Ferments thermophiles

Ils comprennent les lactobacilles, les bifidobactéries et 1’espeéce 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 I’Emmental et le Gruyére (Mayra

Makinen et Bigret., 2004 ; Carminati et al.,2010).
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1.Lieu et objectif de I’étude

1.1.Objectif de I’étude

Cette étude a pour objectif d'étudier les aptitudes technologiques (aptitude a la
coagulation avec la caractérisation des temps technologiques , le rendement fromager en
% et rendement fromager en extrait sec total ) de 02 souches de bactéries lactiques du

souchier du laboratoire LSTPA utilisées sur des laits normalisés préparees.

1.2.Lieu de I’étude
Cette étude a été réalisée du 27/06/2021 au 01/07/2021 au niveau du Laboratoire des
Sciences et Techniques de Production Animales LSTPA de Hassi-Mameche

Mostaganem.
2. Origine des souches lactiques utilisées

Nous avons travaillé sur 02 souches lactiques ; une mésophile du genre Lactococcus
et une autre thermophile du genre Streptococcus du souchier appartenant au laboratoire

de la collection du Dr DAHOU.A isolée des fromages du terroir algérien de type J’ben.

3. Matériel et milieux de culture
Le matériel et produits utilisés sont définies sur le tableau 4.

Tableau 4. Matériel et produits utilisés lors de cette experimentation.

Produit utilisé Matériel utilisé
- Eau distillée -Agitateurs
- violet de gentian (colorant). -Autoclave
- Lugol (eau iodée). -Bain Marie
- Alcool -Balance
- Fuschine (colorant). -Incubateur
- Phénolphtaléine -Microscope optique
- Solution de NaOH -pH metre
- Gélose -Réfrigérateur
- Poudre de lait -Lactoscan SP Ultrasonic
-Bécher
- Flacon
- Pipette
- Burette graduee
- Fiole jaugée
- Thermometre
- Tubes a essai
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Le milieu de culture utilisé dans cette étude pour la croissance des souches lactiques est
le milieu MRS (De Man et al.,1960) (Voir annexe A) .

4. Méthodes
Revivification des souches lactiques
Préparation des échantillons (Dilutions décimales)
» Technique
Les cultures bactériennes récupérées de la congélation ont été décongelées a
température ambiante. 1l a été établi ce qui suit pour les utiliser.

-Agiter pendant 10 secondes les flacons contenant les souches
-Prélever 1 ml de la souche a l'aide d'une pipette graduée stérile.

-Introduire aseptiquement le volume prélevé dans un tube contenant 9 ml d'eau
physiologique pour obtenir la dilution décimale 101.Pour passer aux autres dilutions on

poursuit comme suit :
- Agiter puis transférer 1 ml de ce premier tube dans le deuxiéme.
- De la méme facon, des dilutions décimales successives sont effectuées (jusqu'a 10°°).

- Cette démarche est établie pour les 02 souches utilisés, une mésophile et ’autre

thermophile.
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Figure 18. Souches lactiques une mésophile et 1’autre thermophile.

Figure 19. Dilutions décimales préparées pour chague souche .

4.1.2 Purification des souches

Les souches lactiques revivifiées ont été purifiées par ensemencement sur gélose PCA et
incubées a 37°C pendant 48 a 72 heures pour la souche mésophile et 42°C pendant 48
heures pour la souche thermophile. Cette opération a permis de confirmer leur pureté de
point de vue morphologique, sur un aspect macroscopique et microscopique concernant
leur taille, forme et couleur. L’observation de la pureté a été complétée par un test de la

catalase.
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Etude de caracteres morphologiques

Caractérisation macroscopique
En se basant sur I'observation a I'ceil nu des colonies de Lactococcus et Streptococcus
afin de déterminer l'aspect, la taille, la forme, et la couleur des colonies des cultures
bactériennes obtenues sur gélose PCA.

Caractérisation microscopique

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

des frottis colorés (voire annexe B).

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

eau et O2 selon la réaction suivante :
2 H20- catalase 2 HO + 0Oy
_————

Sur une lame et a 1’aide d’une pipette pasteur, on dépose une colonie bactérienne a
laquelle on ajoute de 1’eau oxygénée H202 (a2 10 volumes). La présence d’une catalase
est révelée par I’apparition immédiate de bulle de gaz qui correspondent a 1’oxygéne

dégagé (Tortora et al., 2003) ( voire annexe C) .

Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques
La cinétique d’acidification des bactéries lactiques
L'acidification du lait est essentiellement due a la production d'acide lactique qui est
plus ou moins importante selon la souche lactique. Ce caractére est trés recherché en
industrie laitiere; il dépend de I'aptitude de la souche a fermenter le lactose et a résister,
a l'acidité du milieu. (Guiraud, 1998).

Dosage de I'acidité

Les souches étudiées indépendamment sont les suivantes: Une souche lactique

mésophile « Lactococcus » et une autre thermophile « Streptococcus » .

Chaqgue souche lactique pour le contrdle de sa viabilité a eté ensemencée d'abord sur

MRS liquide et incubée a température de croissance optimale.

1- Pour la souche Lactococcus a 37°C pendant 24 heures .
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2- pour la souche Streptococcus a 45°C pendant 24 heures.
Apres 24 heures un trouble de croissance a éte observe sur les milieux MRS des 02
cultures.

Iml de la culture mésophile et de la culture thermophile a été ajouté séparémentdans
un tube contenant 10 ml de lait préparé. Le tube contenant la culture mésophile aété incubé a
37°C, celui contenant la thermophile a été incubé a 45°C pendant 24h, Aprés fermentation
2.5ml de chaque levain obtenu mésophile et thermophile a été additionné dans 02 flacons
séparés contenant 100ml de lait préparé. Une Incubation aété établie a 37°C pour la
préparation mésophile pendant 24h et une autre a 45°C pourla préparation thermophile.

Ces préparations ont été faites dans le but de déceler d’une part la croissance

bactérienne et la cinétique d'acidification (acidité et pH).
e Mesure du pH

A l'aide d'un pH metre, on détermine le pH ( de chaque culture) chaque 2 heures.

e Lamesure de I'acidité titrable

Dans le lait et les produits laitiers, I'acide lactique provient de la dégradation du lactose
par les bactéries. Plus un lait est frais, moins il contient d'acide lactique. La
concentration en acide lactique dans un lait s'exprime en degré Dornie (°D): 1 °D
correspond a 0.1 g d'acide lactique par litre de lait. Un lait frais contient de 15 a 18°D,

il caille a 60-70°D (Shirai et al., 2001; Papamanoli et al., 2003; Ammor et al., 2006).
» Technique

* On a introduit 10ml de lait dans un bécher .

« On a ajouté 2 gouttes de phénolphtaléine.

* puis on titre (on ajoute goutte a goutte a l'aide d'une burette) du NaOH N/9 tout en

remuant le bécher, jusqu'a I'apparition d'un virage au rose.
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» On note alors le volume de la soude écoulée, et les résultats sont exprimés en °D.

Sachant que :

1°D=V Naon x 10

V naoH : Volume de NaoH utilisé pour titrer I'acide lactique contenu dans les 10ml de

lait.

Burette graduée Introduire la soude jusqu’a

I’obtention d’une coloration

1)

rose pale persistante

La soude Dornic (N/93——"

Nous avons ajoutés 2 gouttes

de phénolphtaléine au lait

10 ml du lait Eprouvette graduée

Figure 20. Mesure de I’acidité Dornic .

. Pouvoir acidifiant des bactéries lactiques

La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part 1’évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément 1’acidité

totale par la soude.

On commence par la répartition du lait écrémé dans des flacons stériles a raison de (\V/
100V).
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Aprés incubation a 37°C, a un intervalle du temps 2h, 4h, 6h, 8h et 24h ; 10ml du lait
sont préleveés stérilement puis titrer par la soude Dornic (N/9) en ajoutant préalablement
2 a 3 gouttes de phénolphtaléine & 1% (alcool), jusqu’au virage de la couleur au rose

pale persistante au moins 10 secondes.
L’acidité est déterminée par la formule : Acidité (°D) = VNaon X 10 Ou :

VNaoH: Volume de NaOH utilisé pour titrer 1’acide lactique contenu dans les 10ml de

lait.

La mesure de pH est faite directement par le pH-métre , en plongeant 1’électrode dans le
volume du lait. Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procéde au dosage de 1’acide

lactique.
1°D =0,1g d'acide lactique dans L1litre de lait.

Coagulation lactique et pH isoélectrique
Préparation de lait reconstitué a I’aide d’une poudre LOYA partiellementécrémé

Pour la préparation du lait reconstitué , il a été établi ce qui suit :

On chauffe I’eau a 35 °C est on laisse réhydrater la poudre de lait mélangée cela va

permettre une meilleure dissolution et une meilleure homogénéisation.
Le dosage utilisé est comme suit :
- 120 g du lait en poudre dans 870ml 1’eau.

- Une pasteurisation a été faite a 85°C et avec un refroidissement et une réfrigération a

10°C pendant 10 heures pour une bonne hydratation des micelles de caséines.
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Figure 21. Etapes de préparation du lait .
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Analyses physico-chimiques par lactoscan SP Ultrasonic

Le lactoscan est un analyseur moderne qui convient a 1’analyse de tout type de lait.
Grace a la technologie a ultrasons qu’il utilise, il n’est pas nécessaire de procéder a son
calibrage a intervalles réguliers. Il est automatiquement calibré, sans utilisation

d’ordinateur.

Dans sa version de base, lactoscan est proposé réglé pour I’analyse de lait reconstitué .
On cite les paramétres d’analyses physico-chimiques suivants :
F : Matiére grasse

D : Densité

C : Taux de cendre

S : Matiére séche

P : Protéines

T : Température

pH : Potentiel hydrogéne

FP : Point de congélation

S : Taux de salinité

W : Activité de I’eau

L : Lactose

Méthode d’utilisation

On introduit une quantité de lait a analyser dans un flacon, puis on trompe 1’électrode

du Lactoscan dans flacon et on appuie sur le bouton « Start ».
Expression des résultats

Les résultats de 1’analyse sont affichés dans les 60 secondes sur I’écran, mais peuvent

étre imprimés sur papier a I’aide d’une imprimante intégrée.
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Figure 22. Image représentative de 1’équipement lactoscan SP utilisé
Coagulation du lait

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

puisqu'elles sont responsables de la stabilité de la micelle.
Coagulation acide

Grace a un élément chargé positivement et contenant des ions H+, les charges négatives
des caséines sont neutralisées. L’acide va déshydrater la micelle, ces micelles vont donc
se rapprocher. Elles se soudent entre elles avec des liaisons fortes et irréversibles. Ces
liaisons sont le résultat d’interactions hydrophobes contenant dans ce réseau des
globules gras, des micro-organismes, des vitamines, du calcium, etc...On obtient un gel

grace a ces interactions.

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

des micelles de caséine.
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Caractéristiques de coagulation
La coagulation du lait se caractérise par trois parametres essentiels :
- temps de floculation : phase primaire
-Le temps de prise : temps de floculation x 2

-La coagulation totale : phase finale = déterminer par le fromager apres un temps de

raffermissement en obtenant une coupe franche du caillé au tranchage manuel
La préparation du coagulum « caillé lactique »
Pour la préparation du coagulum on a établi la démarche suivante :

Dans un flacon contenant 100 ml de lait préparé on a ajouté 2.5 ml de la culture

mésophile.
La méme démarche a été établie pour la culture thermophile.

L’incubation a été¢ a 37°C pour la préparation mésophile et a 45°C pour la préparation

thermophile pendant 24 heures .
Determination le pH isoélectrique

Cette incubation nous a permis se déterminer les pH a différents temps technologiques
de coagulation (temps de floculation, de prise et de coagulation totale) avec le pH
isoélectrique nécessaire au raffermissement « coagulation totale ». Ce suivi du pH et

de I’acidité a été établi chaque 2 heures.
Rendement fromager

Pour pouvoir suivre I’évolution du rendement fromager, il est nécessaire de toujours
peser les caillés obtenus aprés la filtration au méme stade et de comparer les caillés

fromagers issus de chaque souche et de la méme technologie.
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Calcul du rendement fromager

Le rendement est généralement exprimé en kg de fromage obtenu a partir de 100 litres
de lait .

Poids de caille fromagerie
Rendement x 100

Nombre de litre de lait

Détermination du Rendement en extrait sec total (EST)

Cette méthode consiste a une évaporation de 1’eau de la prise d’essai dans une étuve
(Memmert) a une température de 103°C et la pesée du résidu, selon la méthode AOAC
926.08 (F.I.L .,2018). Dans une capsule métallique préalablement séchée, En prendre
10g du caillé lactique issu de la culture mésophile et de le sécher dans une eétuve
pendant 3 heures a 103°C. La méme démarche est établie pour le caillé lactique issu de

la culture thermophile.

Apres dessiccation une pesée est effectuée pour pouvoir déterminer I’EST du caillé issu

de chaque culture

L’extrait sec total est déterminé en utilisant la formule suivante :

c2-Co

EST % = x100

C1-Co

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

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

Page 65



Chapitre I
Resultats et Discussion




Chapitre 11 Résultats et Discussion

1.Revivification et purification des souches lactiques

Initialement il a été établi la revivification des 02 souches lactiques , leur culture sur le
milieu gélosé PCA, leur observation microscopique et la caractérisation de leur

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

2.Examen macroscopique

L’observation a I’ceil nu des cultures sur gélose PCA a révélé des colonies visibles, de
tailles similaires pour chaque genre (environ 2 mm de diametre pour Streptococcus et
1,5 mm de diametre pour Lactococcus ), de forme ronde avec une couleur blanchéatre
pour les Streptocoques et de petites tailles lenticulaires blanchatres pour les
Lactocoques (voir figure 23 et 24) Le test de catalase négatif confirme que nos 02

souches sont des bactéries lactiques.

Figure 23. Les colonies de la souche Streptococcus thermophilus obtenues aprés 48

heures d’incubation a 42 °C.
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Figure 24. Les colonies de la souche Lactococcus obtenues aprées 72 heures
d’incubation a 37 °C.
3. Examen microscopique

La caractérisation microscopique apres une coloration de Gram a donné une coloration
de Gram positif, des bactéries de forme cocci, diplocoques et en chainettes pour les
Streptocoques lactiques et de forme cocci ovoide pour les Lactocoques (voir figures 25
et 26). Cette description confirme les résultats donnés par Carr et al., 2002 et Dahou et
al., 2017 .

Figure 25. Observation microscopique de la souche Streptococcus thermophilus apres
coloration de Gram ( G x 100).
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Figure 26. Observation microscopique de la souche Lactococcus aprés coloration de
Gram ( G x 100).

4.Test catalase

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

gazeuses).
5.Résultats d’étude des aptitudes technologiques
5.1.Pouvoir acidifiant et évolution du pH

Les bactéries lactiques sont reconnues par leur pouvoir acidifiant .Dans le présent
travail, nous avons testé les 02 souches lactiques étudiées appartenant au genre
Lactococcus et Streptococcus, en suivant I’évolution du pH et de ’acidité Dornic en
fonction du temps. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 5 et représentés
sur les figures 27 et 28. D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que les deux
souches étudiées ont un pouvoir acidifiant appréciable en produisant de I’acide lactique
progressivement en fonction du temps. Cette acidité produite accompagnée d’un

abaissement du pH du lait provoque une coagulation lactique.
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Tableau 5. Evolution du pH —Acidité Dornic en fonction du temps d’incubation pour

chaque souche.
OH 2H 4H 6H 24H
Souches _
Acidité
D° pH | Acidité Acidité Acidité Acidité
I pH pH pH pH
Initiale | initial | D° De° D° D°
Lc 19 7.16 20 6.68 35 5.92 70 525 | 105 | 4.87
St 19 7.16 20 6.50 49 5.60 68 5.30 99 4.60

120

100

L'acidité (°D)

N
o

o

Evaluation de I'acidité en °D des souches utilisées

s

Z

/

=

N

4

6

24

Temps d'incubation ( Heure)

=== souche Lc

= souche St

Figure 27. Evolution de L’acidité en °D des souches utilisées en fonction du

temps d’incubation .
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Evaluation du pH des souches utilisées
8
7
T 6 \
o
35 \
©
24
3 === souche Lc
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2
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Figure 28. Evolution du pH des souches utilisées en fonction du temps d’incubation.

Les résultats obtenus en fonction du temps d’incubation de nos laits préparés
partiellement écrémé et ensemencés par nos souches lactiques ont donné une nette

diminution du pH accompagnée d’une évolution progressive de I’acidité Dornic .

Un phénoméne di a la production de I’acide lactique suite a la fermentation du lactose

par les bactéries lactiques mises en culture.

Selon Bourgeois et Larpent, 1996, 1’acidité titrable est une expression de 1’acidité
développée dans le lait par la fermentation du lactose en acide lactique. Aprés 24 heures
d’incubation, la souche Lc est la plus performante avec une acidité de 105°D et un pH

qui a atteint 4.87 par rapport a St avec une acidité de 99 °D et un pH qui a atteint 4.60.

Dans cette étude, les conditions de fermentation étaient les mémes pour toutes les
souches, par conséquent, la différence des propriétés acidifiantes dépend de la
specificité de chaque souche comme il a été rapporté dans les recherches de Badis et
al.,2004.
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Figure 30. Mesure du pH du coagulum suite a une fermentation thermophile.

5. 2. Résultats des analyses physico-chimiques du lait préparé partiellement

écrémé

Les résultats relatifs aux analyses physico-chimiques du lait partiellement écrémé objet
de I’étude, a savoir le pH, la densité, la matiére grasse, le taux de cendre , la matiére
séche, les protéines, la température , le potentiel hydrogene, le point de congélation, le
taux de salinité, I’activité de 1’eau et le lactose sont illustrés dans le tableau 6.
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Tableau 6. Les analyses physico-chimiques du lait préparé partiellement écrémeé.

Analyses Réalisées Essali Les normes
Température (°C) 27.8 /
pH 6.46 6.6-6.8
Matiere seche % 11.67 11a12
Matiéres grasses% 1.02 1.5-2
La densité 1.040,60 1.036-1.042
Protéines % 3.45 32236
Lactose % 4.76 4.1-5.2
Taux de cendre % 5.75 /
Le points de congélation (°C) -0.548 (-0,54 - -0,55)
Taux de salinité % 0.67 /
L’acidité (°D) 19 16-19

Globalement, la valeur du pH enregistrée lors de la présente étude est de 6.46. Cette
valeur est en étroite relation avec la variation du niveau de lactate dans le milieu. Le lait
a présenté une acidité titrable de 19°D. Ces résultats sont conformes aux normes
admises rapportés par (Mathieu., 1998) s’inscrivant dans la fourchette variable de 16 a
19 °D. Ce lait peut ainsi étre orienté soit vers la consommation et/ou a la transformation
sans consequences néfastes sur la santé humaine et adaptable a la transformation

laitiére.

Concernant la densité, la valeur moyenne des échantillons est estimée a 1.040 g/l. Cette
valeur reste conforme a la norme requise dans le Journal Officiel de la République ;
axillant entre 1.036 a 1.042 g/I.

Pour la matiére grasse, la valeur moyenne de I’échantillon est estimée a 1.02%. Ces

valeurs sont en dessous des normes technologiques (1.5-2%).

De méme pour les mesures du point de congeélation, les résultats trouvés avec une
moyenne de -0.548°C sont conformes aux normes de (-0,54°C et — 0,55°C) rapportées

par le Journal Officiel de la République Algérienne.
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On conclut donc que la qualité physico-chimique du lait préparé partiellement écrémé

est satisfaisante.

Figure 31. Résultats des analyses physico-chimiques du lait préparé partiellement

écréme établies par Lactoscan SP .

Résultat de la coagulation lactique

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

ensemencé avec la culture mésophile et la culture thermophile.

A pH iso-électrique on détermine la coagulation lactique totale.
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La coagulation lactique ou acide se fait grace a un élément chargé positivement et
contenant des ions H+, les charges négatives des caséines sont neutralisées. L’acide va
déshydrater la micelle, ces micelles vont donc se rapprocher. Elles se soudent entre elles
avec des liaisons fortes et irréversibles. On obtient un gel gréace a ces interactions.

On note également que le sel diminue les répulsions électrostatiques.

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

rassemblement des micelles de caséine.
Caractéristiques de coagulation
La coagulation lactique du lait se caractérise par trois paramétres essentiels :

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

- Le temps de prise : temps de floculation x 2 (en coagulation lactique se fait a pH 4,8 a
5,0).

- Le temps de coagulation totale (ou vitesse de raffermissement) :
Phase secondaire= temps de prise x 4 (en coagulation lactique se fait a pH isoélectrique
4,53a4,6).

Nos résultats concordent avec les normes FIL destinées a la transformation fromagere.
Résultats de la préparation du coagulum (du caillé lactique)

Apreés incubation de 37°C pour la préparation mésophile et a 45°C pour la préparation
thermophile pendant 24H, on mesure 1’acidité et le pH pour chaque coagulum obtenu
(voir les figures 29 et 30) et ( le tableau 5). On chauffe Iégérement le coagulum obtenu

pour assurer la synerése et separer le caillé fromager lactique du lactosérum.
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Figure 32. Le chauffage du coagulum obtenu .

Résultats du rendement fromager

Apres égouttage de chaque caillé, le caillé obtenu de la préparation mésophile était
ferme et celui de la préparation thermophile friable.

Figure 33. Caillé fromager obtenu de la préparation thermophile apreés caillage et

égouttage.
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Figure 34. Caillé fromager obtenu de la préparation mésophile apres caillage et

égouttage.
Apres avoir pesé chaque échantillon du caillé, nous avons obtenu les résultats suivants :

Tableau 7. Résultats obtenus en rendement fromager pour nos caillés égouttes.

Caillé fromager Quantité
De la préparation mésophile 16.39 ¢
De la préparation thermophile 24.24 g
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Rendement fromager %
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Figure 35. Evaluation du rendement fromager % sur nos échantillons .

Nos échantillons de lait partiellement écrémé présentent un rendement fromager en %
avec une moyenne de 8.09 % pour la préparation mésophile et de 12,12% pour la

préparation thermophile.
Résultat de rendement en extrait sec total

Apres dessiccation de 3H dans 1’étuve de dessiccation a 103°C, nous avons obtenu un

extrait sec total pour chaque échantillon comme suit :

Tableau 8. Résultats obtenus du rendement fromager en extrait sec total (g) pour nos

échantillons apreés dessiccation.

Extrait sec total Quantité
Caillé fromager de la préparation mésophile 3.369
Caille fromager de la préparation thermophile 2.47¢
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Rendement fromager en fonction de la variation
de I'EST
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Figure 36. Le rendement fromager en fonction de la variation de I’EST.

Figure 37. Extrait sec total obtenu de la préparation mésophile aprés dessiccation.
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Figure 38. Extrait sec total obtenu de la préparation thermophile aprés dessiccation.

Aprés 3 heures de dessiccation a 103°C, nous avons décelé que le rendement fromager
en extrait sec total pour la préparation mésophile est de 33.6 % supérieure a celle

thermophile avec seulement 24.7 %.

Nos résultats sont conformes a la norme FIL, 2018 : en effet le rendement fromager
pour la préparation mésophile est de 8.09% (norme 7 a 14%) et celui de la préparation
thermophile est de 12.12% (norme 7 a 14 %).

Pour la faiblesse du rendement en extrait sec totale de la préparation
thermophile (24.7% : Norme 30 a 35%) celle-ci est due, tenant compte des
normes FAO du codex alimentaires,1996 et de la (FIL, 2018), aux
déperditions des protéines sériques constatées sur le lactosérum lors de
I’égouttage du caillé obtenu d’ou nécessité d’amender le lait reconstitué
par un apport minéral avant sa transformation. En effet, la fraction minérale
du lait joue un réle important en technologie laitiére et plus précisément
fromagere (coagulation-synérese et texture du caillé fromager).En effet toute
fluctuation dans la répartition minérale se répercute sur les propriétés
technologiques des laits et les propriétés rhéologiques du coagulum :
agglomération des micelles de caséines entrainant leur déperdition au niveau du
lactosérum lors de la synérese (Desmasures, 1995 ; Eck etal ., 2006).
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Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement depuis des siécles dans la
fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers. Elles ont un
intérét industriel tout particulier, ou elles sont utilisées pour améliorer les caracteres
organoleptiques de différents produits alimentaires (le golt, la saveur, la texture,
I'aréme de produits comme par exemple le lait fermenté, le yaourt, le fromage, le pain et

les produits carnées. . .etc.)

Au cours de cette étude, deux souches lactiques mésophiles et thermophiles appartenant
au genre Lactococcus et Streptococcus thermophilus ont fait préalablement I'objet d'une
évaluation in vitro de leurs aptitudes technologiques a savoir: Le suivi du pouvoir
acidifiant, de la production d'acide lactique, le rendement fromager et rendement en

extrait sec total.

Toute cette évaluation sur la base d’une application de ces souches lactiques

dans un essai de fabrication de 02 caillés fromagers.

Les souches ont été revivifiées et purifiées et identifiées phénotypiquement par

la détermination des caractéristiques morphologiques et physiologiques.

L’étude des caractéres morphologiques nous a permis de confirmer que les
souches Lactococcus lactis et Streptococcus thermophilus sont des Gram positif et

catalase négative .

D'aprés les résultats de I'étude des caracteres technologiques, nous avons

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

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

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

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

: Phase secondaire= temps de prise x 4 (en coagulation lactique se fait a pH iso-
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électrique 4,5 a 4,6) . Nos résultats concordent avec les normes FIL destinées a la

transformation fromageére

La production d'acidité est fonction de la souche bactérienne. Nos résultats ont
permis de distinguer des souches fortement acidifiantes a 105°D, abaissant le pH du
milieu a pH 4,87. La souche Lactococcus lactis est la plus acidifiante par rapport a la
souche Streptococcus thermophilus avec une acidité de 99°D et un pH qui a atteint 4.60.

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

Concernant le dosage du degré Dornic dans le lait partiellement écréme, nous

avons enregistré une augmentation dans les valeurs avec le temps.

Par leurs activités acidifiantes , on avons obtenu un coagulum ferme et un lactosérum
clair avec un rendement fromager a 8.09 % pour la préparation mésophile et a 12.12%
pour la préparation thermophile et un rendement en extrait sec total pour la préparation
mésophile de 33.6% plus que celle de la préparation thermophile de 24.7%.

La maitrise des préparations fromageres passe initialement par la conformité de
la qualité du lait, des bonnes aptitudes technologiques des souches lactiques utilisées et
I’adaptation des techniques de transformation fromagére & I’obtention du caillé

fromager escompté.
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Annexe A : Composition des milieux de culture

» Milieu MRS (pH 6.5)

= PEPTONE ... 10g
SEXErait 08 VIANGE ... s 10g
SEXEFAIT 08 1EVUIE ... e 5¢
SGHUCOSE ... s 20g
STWEEN B0 .. ettt iml
-Phosphate DipotasSiqUE. .. ....cceiveirieieiie e 29
SACELALE 0B SOIUIML. .. .oveiiiieicieccie et esre e e 5¢

- Citrate d'ammONIUM .........ccuoiiiieeie e sre e e 29
-Sulfate de magnesium, 7 H20 ... 0.29
-Sulfate de Mangan@se, 4 H20 ... 0.5g
SA AT . e 159
-EQU dISIHIBE GSP. .. oo 1000ml
-Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant ...........c.ccceeevvieieeiecieeseecie e, 15min

> Milieux solides
1. Gélose (PCA)

Compositionen g/l :

S 1 Y/ 01 (0 ] TSP 5,09
- Extrait autolytique de [eVUIE ..........oovi i 2,09
SGHUCOSE .ttt re s 1,09
- Agar agar bacteriolOgIQUE ..........coveiueeie e 12,09

- PH du milieu prét-a-1’ emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.
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Annexe B : Coloration de Gram (Singleton,1999)

DN N NN

<

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

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

Laver I’excés du colorant avec de 1’eau distillée.

Couvrir de lugol pendant 30 secondes.

Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

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

Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes.

Laver avec I’eau distillée pendant 10 secondes.

Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a un

fort grossissement.

Lecture : Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent violettes en

apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.
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Annexe C : Test de catalase

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

v Mélanger soigneusement les cellules avec de 1’eau oxygénée.

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

de gaz signifie que la souche est catalase négative (Leveau et al., 1991 ; Delaras, 2007).
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