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Résumé

Nous avons cherché a optimiser un milieu de culture a base de lactosérum doux pour la
culture d'une soixantaine de souches lactiques appartenant a trois genres (Lactobacillus,
Lactococcus et Leuconostoc). Le lactosérum déprotéinisé et additionné d’un mélange de
sérum de tomate et d’extrait de levure s’est révélé pauvre en mati¢re grasse et a un pH neutre,
ce qui en fait un lactosérum doux. La teneur moyenne en lactose est de 47 g/L et en cendre de

6,32 g/L, le potassium étant en concentration de 16,4 g/Kg.

Nous avons par la suite réalis¢ 1’étude de la croissance bactérienne et de certaines
caractéristiques d’intéréts technologiques : activité protéolytique, production d’acide lactique
et de diacétyle sur le milieu optimisé a base de lactosérum, en utilisant comme milieux

témoins des milieux de culture décrits et/ou commerciaux.

Les résultats enregistrés avec le milieu BMK sont tout a fait comparables et parfois
meilleurs que ceux obtenus avec les milieux témoins Mayeux, Mayeux m, et le milieu M17 et
MRSm.

Ces activités se sont exprimées de manicre hétérogene, ce qui nous a amené a recourir a
une analyse en composantes principales (ACP) afin d’¢lire la ou les souches les plus
performantes sur le milieu optimisé (milieu BMK). Cette analyse a permis de montrer que
certaines souches, forment un groupe distinct, notamment les souches CHBK 309, CHBK
325, CHBK 327, CHT 27, BH 14 et CHTD 27, qui s’avérent présenter les propriétés
technologiques les plus intéressantes dans le milieu BMK (croissance, production d’acide
lactique, ..), en fermenteur en mode discontinu et dans des conditions de pH non contrdlé.
Nous avons établi un modéle mathématique de fermentation.

La modé¢lisation de cette fermentation lactique a révélé que le modéle Verlhust décrit
correctement la cinétique de croissance des bactéries. La cinétique de la production d’acide
lactique est décrite par une modification du modele Luedeking-Piret, qui révéle que la
croissance de la bactérie et la production d’acide lactique seront inhibées par 1’acide lactique
indissoci¢ [HL]. De plus, les résultats calculés, d’aprés les modeles de la croissance et la

production d’acide lactique, concordent bien avec ceux obtenus expérimentalement.

Mots clés: Bactéries lactiques, lactosérum doux, extrait de levure, jus de tomate fraiche,
milieu BMK, croissance bactérienne, acidification, activité protéolytique, fermentation,
modélisation.



Abstract

We sought to optimize a culture medium based on sweet whey for the culture of sixty
lactic strains belonging to three genera (Lactobacillus, Lactococcus and Leuconostoc). Why
deproteinized and supplemented with a mixture of tomato serum and yeast extract is found to
be low in fat and has a neutral pH, making it a mild whey. The average lactose content is 47

g/L and ash of 6.32 g/L, potassium being in a concentration of 16.4 g/Kg.

We then realized the study of the bacterial growth and some characteristics of
technological interests: proteolytic activity, production of lactic acid and diacetyl on the
optimized whey-based medium, using as described control media described and/or

commercial culture media.

The results recorded with the BMK medium are quite comparable and sometimes better
than those obtained with the control media Mayeux, Mayeux m, and the medium M17 and
MRSm. These activities were expressed in a heterogeneous way, which led us to use a
principal component analysis (PCA) in order to elect the most efficient strain(s) on the
optimized medium (BMK medium). This analysis has shown that certain strains form a
distinct group, in particular strains CHBK 309, CHBK 325, CHBK 327, CHT27, BH 14 and
CHTD 27, which prove to have the most interesting technological properties in the BMK
medium (growth, lactic acid production, etc.), in a batch fermented and under uncontrolled pH

conditions. We have established a mathematical model of fermentation.

Modeling this lactic fermentation revealed that the Verlhust model correctly describes the
growth kinetics of bacteria. The kinetics of lactic acid production are described by a
modification of the Luedeking-Piret model, which reveals that the growth of the bacterium
and the production of lactic acid will be inhibited by the leached lactic acid [HL]. Moreover,
the calculated results, based on growth models and lactic acid production, are in good

agreement with those obtained experimentally.

Keywords: lactic bacteria, sweet whey, yeast extract, fresh tomato juice, BMK medium,
bacterial growth, acidification, proteolytic activity, proteolytic activity, Modeling.
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Introduction

L’industrie agroalimentaire constitue un réceptacle de premier choix pour les déchets
qu’elle génere. Jadis, les processus de valorisation étaient abandonnés au profit des techniques
d'élimination simples et rapides: l'incinération et la mise en décharge, le régne de la décharge
s'est installé pour atteindre son apogée dans les années 60-70. Aujourd'hui, cette situation n'a
plus cours. La prise en compte de l'intérét croissant des populations pour la préservation de
l'environnement a conduit a modifier cette gestion des déchets. La valorisation des résidus
agroindustriels revient a l'ordre du jour et la notion de déchet a bien évolué pour étre

remplacée par le terme coproduit.

De nombreux sous-produits sont rejetés par 1’industrie alimentaire tels que, le lactosérum,
les déchets d’oranges, de datte, le sérum de tomate,...etc, peuvent étre récupérés et utilisés
dans différents secteurs industriels et agricoles, selon leurs caractéristiques et les possibilités

des marchés (alimentation animale et humaine).

Le lactosérum, coproduit de I’industrie laitieére, est incontestablement une matiére noble et
riche. En effet, il est devenu une source intéressante de composés actifs et de nutriments
spécifiques, présentant des propriétés incomparables, tant sur le plan nutritionnel que sur le
plan techno-fonctionnel, tels que le lactose, les protéines solubles, les vitamines hydro-

solubles, les matieres grasses et les ¢léments minéraux.

Une production fromagere type permet un rendement massique moyen de 10% (Lapointe-
Vignola, 2002). Chaque kilogramme de fromage retrouvé sur le marché aura donc entrainé
une production approximative de neuf fois son équivalent massique en coproduit de
production avant de se retrouver au supermarché. Ce faible rendement en fromage est
expliqué par la séparation du lait en deux grandes fractions lors de la fabrication fromagere :

le fromage et le lactosérum.

Depuis 2013, la production algérienne de fromage est de 1540 tonnes, ce qui se traduit par
une production d’environ 14 million de litre de lactosérum (FAO-ONU, 2017). Ces quantités
massives font de la gestion du lactosérum un enjeu a la fois économique et écologique.
Economique puisque la gestion de chaque kilogramme de produit (le terme produit inclut
produits finis, coproduits et sous-produits) représente un colt pour le transformateur
industriel, et écologique puisque le lactosérum, s’il n’est pas géré correctement, représente un

polluant majeur (Smithers, 2008).



Introduction

L'accroissement considérable des quantités de fromages fabriqués par unité de production
ne permettent plus d'éliminer le sérum directement, soit par une consommation animale
proche, soit par déversement dans les cours d'eau, ou il serait a 1'origine de pollution grave
due a la fermentation de ses matieres organiques (lactose et matieres azotées) et a la
diminution de la teneur en oxygene dissous de I'eau au dessous d'un seuil acceptable. La DBO
(demande biologique d'oxygeéne) du sérum est de 40 000, c'est-a-dire qu'un litre de sérum
nécessite 40 g d'oxygéne pour que ses matieres organiques soient détruites par oxydation
microbienne. Dans ces conditions, il est devenu indispensable de le traiter de sorte qu'il ne
constitue plus une matiére gravement polluante. Encore faut-il que son traitement soit

¢conomiquement acceptable (FAO,1995).

Le développement de nouvelles technologies pour la valorisation du lactosérum est donc
nécessaire. Par ailleurs, depuis quelques années, le lactosérum a suscité l'intérét des industries,
plusieurs produits a haute valeur ajoutée ont vu le jour depuis 1970, sous une forme
concentrée et fractionnée de ce lactosérum (Mulvihill et Fox, 1989; Hambraeus, 1992), et c'est
la production de poudre de lactosérum (destiné a 1’alimentation humaine et animale) et de
lactose qui prédomine. Cependant, la tendance actuelle est d'obtenir de nouveaux produits tel
que les acides carboxyliques ou I’acide succinique et la production d’acide lactique par
fermentation du lactosérum (Zeikus et al., 1999; Gana et Touzi, 2001; Boudjema, 2009).
Enfin, il peut étre aussi envisagée de 1’utilisé pour la culture des micro-organismesa moindre

cout.

Parmi les microorganismes utilisés, les bactéries lactiques, qui possédent des qualités
exceptionnelles et un potentiel métabolique important, peuvent utiliser le lactosérum pour
croitre, se multiplier et donner une importante quantit¢ de biomasse et des métabolites

souvent indispensables pour ’homme.

En Algérie, I’inexistence d’une mise en valeur du lactosérum se pose avec acuité en raison
de I’absence d’une réglementation stricte, émanant des pouvoirs publics, pouvant interdire le
rejet de ce produit dans la nature. Le rejet de lactosérum dans les égouts représentant une
perte séche de I’¢lément nutritif. Au cours de ces derniéres années, plusieurs travaux
apportant de nouvelles connaissances sur la valorisation du lactosérum ont été réalisés au

niveau des universités algériennes.

C’est dans ce contexte, que le Laboratoire de Biologie des Microorganismes et

Biotechnologie, a envisagé un travail de recherche qui vise a explorer une voie de valorisation
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jusque-la peu entreprise en Algérie comme alternative au milieu de culture commercialisé,
trés couteux. Par ailleurs, au regard des résultats d’une étude préliminaire (Benaissa, 2010),
visant 1’élaboration d’un milieu de culture a base de lactosérum doux, pour des bactéries

lactiques appartenant au genre Lactobacillus, cette tentative a été encouragée.

L’objectif de cette thése a été de valoriser un milieu de culture BMK (Benaissa, 2010) a
base de lactosérum doux pour les bactéries lactiques et étudier I’influence de la composition
de ce milieu sur D’aptitude a croitre et le comportement microbien de différents genres de

souches lactiques
Les travaux réalisés durant cette thése sont décrits au travers de trois parties.

La premiére partie consiste en une synthése bibliographique qui permettra de rappeler la
composition physico-chimique du lactosérum, de passer en revue les différentes voies de
valorisation de ce coproduit et de souligner les exigences nutritives des bactéries lactiques. Et
enfin, de définir la fermentation lactique et d’étudier quelques modeles de cinétique en mode

de fermentation discontinue.

La seconde partie expose les différents matériels et méthodes développés pour mener a

bien les travaux décrits par la suite.
La derniére partie présente les résultats obtenus et s’articulent en quatre volets principaux :

i. Le premier décrit I’étude de la composition physico-chimique du lactosérum doux brut et
déprotéinisé provenant de ['unité de fabrication de fromage a pate mole type
« camembert » a Oran.

ii. Nous avons ensuite examiné la croissance d’une soixantaine de souches lactiques
appartenant a trois genres (Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc) sur milieu
optimisé a base de lactosérum, en utilisant leurs milieux de culture témoins.

iii. Etude des caractéristiques technologiques de ces souches sur le méme milieu a base de
lactosérum : activité protéolytique, production d’acide lactique et de diacétyle.

iv. Et enfin, la derniére partie traite de I’étude cinétique de la croissance, de la production
d’acide lactique, et de la consommation du substrat dans le méme milieu a base de
lactosérum, en fermenteur en mode discontinu et dans des conditions de pH non controlé
avec ¢établissement d’un modele mathématique de fermentation (modélisation de

production d’acide lactique).
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1.1. Lactosérum
1.1.1. Définition

Appelé autrefois petit lait, le lactosérum est un co-produit de 1’industrie fromagere et de la
préparation des caséinates (Jouan, 2002). Le lactosérum est un produit découvert il y a plus de
3000 ans avant Jésus-Christ, par des Bédouins lors du transport de lait. L’acidification et la
coagulation par la chaleur provoquaient la formation d’une phase liquide au-dessus d’un caillé
de lait (De Witt, 2001). Le lactosérum représente 90 % du volume original de lait utilisé en
fromagerie et en est le principal sous-produit (Moletta, 2002).

Le terme lactosérum se rapporte au liquide translucide et jaune verdatre qui se sépare du
caillé (Heslot, 1996), apres séparation des caséines par coagulation acide ou par processus
enzymatique au moyen de la présure ou de la chymosine (Jouan, 2002).

1.1.2. Différents types de lactosérum

Selon le procédé d’obtention, différents types de lactosérums peuvent ainsi €tre obtenus

comme illustré sur la figure 1. Ces lactosérums peuvent étre classés en deux principales

catégories selon 1’acidité du liquide obtenu (Alais, 1984) :

LAIT Pasteurisation-.Ecl:émage Créme
-Standardisation

LAIT ECREME | LAIT STANDARDISE
. . h Fromagerie
Caséinate acide Casgmene ljromag'ene pites pressées
Présure Pates fraiches N
y pates molles
\ 4 v 4 2
Cas.é ine Caséine Fromage Fromages
acide présure y
— J
Ultrafiltration
Protéines
»| Centrifugation
\ 4

A4
Sérum acide Sérum doux Sérum acide de Sérum doux de Sérum de Perméat
de caséine de caséine pates fraiches fromagerie protéine d’ultrafiltration

Figure 1 : Voies technologiques-permettant I’obtention des principaux types de
lactosérums issus de la premiere transformation du lait (Alais, 1984).
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4 Les lactosérums doux : dont 1’acidité varie entre 15 et 22 °D (pH=6,5). Ils sont issus de la
production de pates pressées et/ou cuites ou molles (Edam, St Paulin, Emmental).

4+ Les lactosérums acides : obtenus lors de la fabrication des pates fraiches ou lors de la

production des caséines atteignent 120 °D, soit un pH proche de 4,5.

1.1.3. Composition biochimique du lactosérum

La composition dépend du lait d’origine et du procédé de coagulation des caséines. Le tableau
ci-dessous présente les chiffres approximatifs de la composition des sous-produits issus de la

fabrication du fromage et de la caséine.
Tableau 1:
Composition de différents types de lactosérum (Sottiez, 1990)

Lactosérum doux Lactosérum acide
L 2 -
g2 2= E = |
a5 e < 5 = o3
g° PR E 2 S
£ g5 |3 £
Liquide (%) 93,5 95 93,5 94 94
Extrait sec (%) 6,5 5 6,5 6 6
pH 6,7 6,5 6,1 6 4,6
Constituants (g/L)
Lactose 76 75 75 65,5 74
Protéines 13,5 13,5 12 12 12
Cendres 8 8 8,25 9 12
Matiére grasse 1 1 1 0,5 0,50
Acide lactique 1,80 2,80 2,20 10 18
Minéraux (%)
Ca 0,60 0,65 0,70 1,90 1,80
P 0,60 0,65 0,70 1,50 1,50

En industries fromageres, la plus grande partie de 1'eau contenue dans le lait se retrouve
dans le lactosérum et avec elle, toutes les substances solubles: le lactose, les protéines
solubles et des peptides, les sels minéraux solubles (lactates, chlorures...) et les matiéres
grasses. Les protéines présentes sont les matieres azotées ne précipitant pas; elles représentent
20 % des protéines du lait; ce sont les albumines (75 %), les globulines (10 %) et divers autres

(15 %).
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En plus de cette composition s’ajoutent les vitamines, avec des quantités importantes de

riboflavine (B2) ce qui donne la couleur jaune verdatre du lactosérum, I’acide pantothénique

(B5), la thiamine (B1), la pyridoxine (B6) et I’acide ascorbique (C) (Woo, 2002).

1.1.4. Valorisation du lactosérum

Le lactosérum peut étre utilisé aussi bien sous sa forme la plus simple, en tant qu’aliment
du bétail, que sous sa forme la plus €laborée pour la pharmacie, pour la diététique ou pour
I’alimentation humaine. Ces extrémes sont économiquement possibles et encadrent toute une

série de possibilités technologiquement faisables (Sottiez, 1990; Bardy et al., 2016).

1.1.4.1. Utilisation du lactosérum a I’état brut

Le lactosérum est un aliment intéressant, mais la teneur relativement élevée en matiéres
salines constitue un inconvénient qui limite la consommation, a 1’état brut, de ce produit par
I’homme. C’est la raison pour laquelle I’alimentation animale est restée pendant longtemps le

débouché privilégié (Rerat et al., 1984).

e Alimentation animale

Le débouché principal des lactosérums est I’alimentation des veaux et de facon plus fluctuante
I’alimentation animale dans son ensemble (Adrian, 1971). C’est sur cette utilisation croissante
que se sont penchées de nombreuses équipes de recherches spécialisées dans ce domaine,

pour améliorer cette alimentation et diminuer les troubles gastro-intestinaux, ainsi :

» I’utilisation du lactosérum fermenté avec Lactobacillus acidophilus pour I’alimentation des
veaux a montré une meilleure croissance sans aucun désordre gastro-intestinal. Cet essai a
¢galement réussi chez les volailles et les porcs.

» D’enrichissement du lactosérum en azote non protéique par fermentation et neutralisation a
donné des résultats satisfaisants pour I’alimentation de beeufs et de vaches laitiéres.

» de nombreux travaux ont signalé le développement réussi d’un ensilage de paille avec le

lactosérum pour I’alimentation des ruminants. (Bardy et al., 2016)

e Alimentation humaine
» L’incorporation du lactosérum dans la fabrication des laits fermentés :

Le lactosérum est incorporé dans la fabrication du yaourt et du leben comme remplagant de
I’eau dans le processus de reconstitution du lait a partir de la poudre du lait. Cette

incorporation permet une amélioration notable du point de vue aspect et ardome du yaourt, due
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essentiellement a D’effet bénéfique exercé par les protéines sériques et le lactose du
lactosérum.

» Boisson de lactosérum :

Un lactosérum pasteurisé a été¢ additionné a cinq types de jus de fruits différents (orange,
raisin, fraise, banane et pomme) en plus de 1’ajout de saccharose et d’acide ascorbique. Les
résultats ont effectivement montré la bonne qualité des boissons obtenues, en particulier celui
du jus d’orange, de pomme et de fraise. Ainsi, on peut avoir a partir du lait, du fromage et des

boissons fruitées a base de lactosérum (Vojnovic et al., 1993).

1.1.4.2. Utilisation lactosérum traité

L’un des développements les plus significatifs de I’industrie laitieére concerne la
transformation du lactosérum en de nombreux dérivés, dont les propriétés nutritionnelles et
fonctionnelles intéressent différents secteurs de I’industrie agroalimentaire, en dermatologie et
en cosmétologie. Le diagramme illustré dans la figure 2 résume les différents procédés utilisés

dans le traitement du lactosérum et montre les produits finis obtenus.

e Utilisation du lactose

» Industries chimiques : 1’utilisation du lactose par ces industries a été¢ mise au point dans les
années 70, ou un procédé original de fabrication d’écumes de polyuréthane a connu une
réussite importante. Ces écumes sont largement utilisées dans la construction, 1’isolation
thermique et phonique et la fabrication des emballages (Bardy et al., 2016).

» Industrie pharmaceutique : elle utilise de grandes quantités de lactose raffiné comme
charge dans la préparation de nombreux médicaments. En effet le lactose est considéré
comme 'un des glucides les mieux adaptés a la préparation des milieux de fermentation
destinés au développement des moisissures dans la fabrication des antibiotiques (Harper,
1992).

» Industries alimentaires : les industriels diversifient de plus en plus les débouchés du lactose
en industrie alimentaire, notamment en charcuterie, confiserie, boulangerie, biscuiterie et
patisserie ; dans la fabrication des chips et des pommes de terre frites pour favoriser les
réactions de brunissement et de caramélisation (Hoppe et Higgins, 1992; Sottiez, 1990)

» Autres utilisations : le lactose peut étre utilisé en aliment pour enfant et destiné a remplacer

le lait maternel.
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Figure 2 : Les produits finis résultants des différents procédés industriels appliqués au lactosérum (Dairy processing handbook, 1995).
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e Utilisation des protéines

Les protéines du lactosérum constituent 20 % de la totalité des protéines contenues dans le
lait (Morr, 1982; Bardy et al., 2016). Elles sont composées de plusieurs types de protéines
dont la B-lactoglobuline et I’a-actoglobuline sont majoritaires. Les immunoglobulines, la
sérum albumine bovine (BSA), le glycomacropeptide (GMP) et les protéoses-peptones font
partie des constituants protéiques mineurs du lactosérum.

» En industrie pharmaceutique la lactoferrine et la lactoperoxidase, possédant des propriétés
antibactériennes, sont utilisées pour fabriquer différents produits de désinfection utilisés en
oto-rhino-laryngologie, comme les solutions pour bain de bouche, les pastilles pour la
gorge et les dentifrices (Bardy et al., 2016).

» La B-lactoglobuline peut remplacer le sérum de veau feetal dans la culture de cellules
d’hybridomes de souris avec des résultats satisfaisants tant en croissance qu’en production
d’anticorps, avec un prix de revient beaucoup moins cher (Capiaumont et al., 1994).

» L’a-lactalbumine, permettrait de lutter contre la déficience hormonale en sérotonine,
puisqu’elle contient dans sa chaine, en 4 exemplaires, un acide aminé rare, le tryptophane,
qui rentre dans la composition de la sérotonine. Les expériences de production par génie
génétique de cet acide aminé, aux USA et au Japon, ne semblent pas concluantes (Pearce,
1983).

» Pour certains types d’alimentation spécifique ou généralement pour tous ceux qui pour une
raison quelconque (ablation partielle de I’intestin, maladie immunodéficitaire, syndromes
allergiques...) ne peuvent s’alimenter normalement, I’INRA (France) a mis au point, a
partir du lactosérum, une solution nutritive composé uniquement de petits fragments
protéiques, directement assimilables par I’organisme pour synthétiser les protéines dont il a
besoin (Roger, 1979).

» Les protéines du lactosérum sont utilisées dans les laits infantiles pour augmenter le taux
des protéines sériques (plus ¢élevé dans le lait maternel que dans le lait de vache) (Hilpert
et al., 1977; Fukumoto et al.,1994).

» Elles sont utilisées dans le monde du conditionnement physique et "bodybuilding", car ces
protéines jouent un grand role dans la construction des fibres musculaires qui ont subi des
micro-déchirures lors de I’entrainement (FAO, 1995).

» Les protéines du lactosérum peuvent donner d’excellents gels pouvant étre utilisés dans

certains desserts comme les glaces, les crémes et les flans (Kinsella, 1984). Elles sont

¢galement utilisées en boulangerie, biscuiterie, charcuterie et salaisonnerie pour 1’apport

11
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protéique, leur valeur nutritionnelle, la rétention d’eau, leur pouvoir gélifiant et leurs

propriétés moussantes (Plock et Kessler, 1992; Bardy et al., 2016).

1.1.4.3. Fermentations diverses du lactosérum

Le lactosérum constitue un excellent milieu de culture, notamment pour tous les micro-
organismes susceptibles de métaboliser le lactose. Il peut étre soumis a de nombreuses
fermentations conduisant a des acides, des alcools, des enzymes, des vitamines, des boissons
alcoolisées ou non (Veisseyre, 1979). En effet, I'utilisation des micro-organismes a trouvé
dans ces industries un champ d’application privilégié pour obtenir toute une gamme de
produits de plus en plus élaborés (Hansen, 1980; Roukas et al.,1991).

Quelques types de fermentations réalisées jusqu’a présent sur le lactosérum sont représentés

dans le tableau 2.

12
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Tableau 2 : Les fermentations du lactosérum (Yang et Silva, 1995; Benaissa, 2010).

Produits Organismes Milieu Référence

P.O.U Kluyveromyces fragilis Lactosérum doux Reinbold et Takemoto, 1988
Rhodopseudomonas
spheroides
Bacillus megaterium
Kluyveromyces marxianus Lactosérum acide Marwson, 1988
Candida pseudotropicalis Lactosérum + E.L Gomez et Castillo, 1983
Lactobacillus casei spp. Sandhu et Waraich, 1983
rhamnosus Djeghri et al., 2007a
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus  delbrueckii
ssp. bulgaricus

Alcool Kluyveromyces fragilis Lactosérum des fromages blanc | Gawel et Kosikowski, 1978

Bio-éthanol
Levure de boulangerie

Acide lactique

Acide acétique

Propionate

Polysaccharide

Huile

Enzymes
B-Galactosidase
Acétone-butanol
Lysine
Vitamine B12

Acide citrique

Acide L-ascorbique
Glycerol

Insecticides
Gomme de Xanthane

Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces marxianus
Saccharomyces cerevisiae

Lactobacillus delbrueckii
ssp lactis

Lactobacillus helveticus
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus helveticus

Streptococcus lactis
Clostridium
formicoaceticum
Propionobacterium
acidipropionici
Propionobacterium sp.
Lactobacillus  delbrueckii
ssp. Bulgaricus RR
Apiotrichum curvatum
Candida curvata

Aspergillus niger
Candida pseudotropicalis

Clostridium acetobutylicum
Mutantd 'Escherichia coli
Propionibacterium sp
Propionibacterium
shermanii
Aspergillus niger
Mutant de Candida
norvegensis

K. fragilis

K. marxianus

Bacillus thuringiensis
Xanthomonas campestris

Lactosérum acide
Lactosérum

Perméat de lactosérum
Perméat de lactosérum acide
+E.L

Perméat de lactosérum
Lactosérum doux
Lactosérum

Lactosérum + E.LL

Perméat de lactosérum

Lactosérum doux
Lactosérum

Perméat de lactosérum

Lactose

Lactosérum + E.L

Perméat de lactosérum + E.L
Lactosérum

Perméat de lactosérum
Lactosérum doux + E.LL
Perméat de lactosérum
Perméat de lactosérum doux
Perméat de lactosérum
Lactosérum doux

Perméat de lactosérum hydro-
lysé + E.L

Tin et Mawson, 1993
Sooch et Singh , 2002
Champagne et al, 1990

Mehaia et Cheryern, 1986

Chiarini et al., 1992
Boudjemaa, 2009
Amrane et Prigent, 1997
Amrane et Prigent, 1998
Tamura et al., 1993

Yangq et al., 1994

Crow, 1988
Briczinski et Roberts, 2002

Ykema et al, 1988
Floetenmeyer et al, 1985

Leuchtenberger et al, 1989
Gomez et Castillo, 1983
Ennis et Maddox, 1985

Sobotkova et al., 1989
Marwaha et al., 1983

Somkuti et
1981
Cayle et al., 1989

bencivengo,

Jeng et al., 1989
Rapin et al., 1994
Salama et al., 1983
Maldonado, 1992

P.O.U. : Protéines d’Organisme Unicellulaire
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1.2. Généralités sur les bactéries lactiques

1.2.1. Définition

Les bactéries lactiques regroupent plusieurs genres dont le caractére commun est la
production de I’acide lactique suite a la fermentation de glucides (Labioui et al.,2005). Elles
sont non pathogenes et comptées, pour la majorité, parmi les microorganismes « GRAS »
(« Generally Recognized As Safe ») par la « Food and Drug Administration » (FDA) (Trias et
al.,2008). Néanmoins, certaines especes de Streptococcus et Enterococcus sont considérées
comme des pathogeénes opportunistes (Aguirre et Collins, 1993).

Les bactéries lactiques sont des coques ou des batonnets, Gram positif, immobiles, non
sporulées, catalase négative et généralement nitrate réductase négative. Elles sont aéro-
anaérobies facultatives ou micro-aerophiles. En présence d’oxygene, elles sont incapables de
phosphorylation oxydatives car elles ne peuvent synthétiser les cytochromes et les enzymes a
noyau héme. Elles sont capables de croitre dans un intervalle de températures allant de 5 °C a
45 °C. Le pH optimal de croissance varie de 5,0 a 9,0 mais elles tolérent les milieux acides
(pH 3,2) et alcalins (pH 9,6) (Caplice et Fitzgerald, 1999; Van de Guchte et al.,2002). Les
bactéries lactiques ont des besoins complexes en facteurs de croissance, acides aminés,
peptides, bases puriques et pyrimidiques, des vitamines B et des acides gras. C’est la raison

qui explique leur abondance dans le lait (Larpent, 1989; Novel, 1993).

1.2.2. Taxonomie des bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques a été défini par Orla-Jensen en 1919. Actuellement et
suite a plusieurs révisions taxonomiques, ce groupe compte plusieurs genres qui appartiennent
tous au phylum Firmicutes, a la classe Bacilli et a I’ordre des Lactobacillales. Par contre, il est

représenté par différentes familles (Brenner ez al., 2005) (Tableau 3).

Tableau 3: Familles et principaux genres des bactéries lactiques

(Brenner et al., 2005).
Familles Principaux genres
Lactobacillaceae Lactobacillus sp., Pediococcus sp.
Leuconostocaceae Leuconostoc sp., Oenococcus sp., Weissella sp.
Streptococcaceae Streptococcus sp., Lactococcus sp.
Carnobacteriaceae Carnobacterium sp.
Enterococcaceae Enterococcus sp., Tetragenococcus sp., Vagococcus sp.
Aerococcaceae Aerococcus sp.
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Les bactéries du genre Bifidobacterium sont parfois considérées comme faisant partie du
groupe des bactéries lactiques grace a la similarit¢ de leurs propriétés physiologiques et
biochimiques et a leur présence dans le méme habitat écologique. Cependant, ces
microorganismes appartiennent au phylum Actinobacteria et sont donc phylogénétiquement
¢loignés des bactéries lactiques (Trias, 2008). Les bactéries lactiques forment donc un groupe
hétérogene en raison non seulement de leur métabolisme mais aussi de leur aspect et de leur

habitat.

1.2.3. Habitat des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés répandues dans la nature, elles peuvent coloniser des
milieux treés différents du point de vue physico-chimique et biologique. Dans certains
¢cosystemes comme le lait elles sont dominantes, dans d'autres elles sont minoritaires.

Leurs grandes exigences nutritionnelles les associent a des environnements naturels
particuliérement riches en nutriments; plantes, animaux, produits laitiers et carnés. Grace a
des phénomenes de synergie ou de coopération, différentes especes de bactéries lactiques sont

trés souvent associ¢es dans un habitat donné (Marshall, 1987).

Les especes du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses especes. L espéce Lactococcus lactis subsp. lactis est
isolée pour la premicre fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue comme

agent primaire de 1’acidification du lait caillé¢ (Sandine, 1988).

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

Les especes 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 (Suhigara, 1985) et des solutions visqueuses de sucre dans les
sucreries (Devoyod et Poullain, 1988). Tandis que, Ryhénen et al., (1996) ont identifié trois
especes (Leuconostoc curvatus, Ln. Citreum et Ln. Mesenteroides subsp. Mesenteroides)
isolées a partir de blé fermenté. Seule I’espece Leuconostoc oenos est isolée du vin (cette
bactérie est absentedu lait) (Fleming et al.,1985; Sugihara, 1985; Devoyod et Poullain, 1988;
Hounhoigan et al., 1993).

Les especes du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les végétaux en
décomposition, parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages

(Parmesan et autres fromages italiens) et les préparations culinaires (saucisses, anchois salés
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ou sauce de soja) (Chapman et Sharpe, 1981; Dellaglio et al.,1981; Uchida, 1982; Bacus et
Brown, 1985; Villar et al., 1985).

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

Lb.curvatus, Lb. buchneri et Lb. san franscisco) (Demazeaud, 1996).

1.2.4. Exigences nutritionnelles des bactéries lactiques

Les besoins nutritionnels varient beaucoup d’un groupe bactérien a un autre. Les bactéries
lactiques ont une faible aptitude biosynthétique et sont, en principe, incapables d’assimiler
directement les principaux précurseurs de 1I’environnement, elles sont considérées comme un
groupe bactérien exigeant du point de vue nutritionnel. Ces exigences ont ét¢ déterminées par
leur aptitude a croitre ou non dans un milieu chimiquement défini (MCD). Les MCDs
contiennent des sels minéraux, une source de carbone, des vitamines, des acides aminés et des
bases azotées, et ont été développés pour différents genres bactériens: Lactobacillus
(Morishita et al., 1974; Morishita et al., 1981; Ledesma et al., 1977; Lauret et al., 1996,
Grobben et al, 1998; Chervaux et al., 2000; Christensen et Steele, 2003 ), Lactococcus
(Poolman et koning, 1988), Leuconostoc mesenteroides (Foucaud,1997), Streptococcus

thermophilus (Letort et Juillard, 2001) et Enterococcus (Murray et al., 1993).

1.2.4.1. Exigences en vitamines

Toutes les especes de bactéries lactiques présentent une exigence absolue en acide
pantothénique (B5) et en niacine (B3) et des exigences différentes pour les autres vitamines.

Les déficiences en cobalamine (B12) peuvent induire une diminution de la synthése
d’ADN et entrainer des changements morphologiques, les cellules devenant filamenteuses.
Une telle élongation cellulaire a aussi été rapportée pour Lb. helveticus subsp. jugurti lors de
déficiences en cobalamine (B12) ou en acide folique (B9).

Bien que les résultats obtenus par les différents auteurs sur les besoins en vitamines ne
concordent pas toujours, il apparait clairement que plusieurs vitamines du groupe B sont
essentielles au métabolisme de I’ensemble des bactéries lactiques (de Roissart et Luquet,

1994).
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1.2.4.2. Exigences en bases azotées

Les bases puriques et pyrimidiques ne sont pas vraiment essentielles au métabolisme des
bactéries lactiques, il semble que I’influence des composés nucléotidiques soit plus forte sur
les lactobacilles que sur les lactocoques et les leuconostocs.

Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles exigent la présence d’adénine, de cytosine,
de désoxyguanosine, de guanosine, de thymidine et d’uracile (Ledesma et al., 1977). L’acide
orotique, qui est un intermédiaire de la synthése des bases puriques, est un facteur de
croissance pour Lb. bulgaricus. 1l régule la synthése des acides ribonucléiques, tandis que la
synthése des acides désoxyribonucléiques n’est pas affectée. En général, chez les
lactobacilles, les exigences en bases azotées sont trés variables selon les souches; 1’addition
de ces composés peut méme, chez certaines souches, entrainer des phénomeénes d’inhibition
de la croissance (Desmazeaud, 1992).

La production d’acide par les lactocoques peut étre stimulée, notamment dans le lait, par le
mélange adénine, guanine, uracile et xanthine (Selby-Smith et al.,1975), pour cette espece, la
présence de glucose stimule fortement la prise d’adénine mais aucun effet sur celle de la

guanine (Hillier et al., 1978).

1.2.4.3. Exigences en acides aminés

Les besoins en acides aminés (ou auxotrophie) des bactéries lactiques sont variables entre
les différents genres bactériens, voire au sein d'une méme espeéce. Ainsi, St. thermophilus est
la bactérie lactique la moins exigeante (tableau 4). Seules la leucine et la valine semblent
nécessaires a sa croissance en MCD, méme si plusieurs autres acides aminés (cystéine,
méthionine, phénylalanine, tryptophane) peuvent stimuler son développement. Les genres
Enterococcus et Leuconostoc sont caractérisés par 5 a 9 auxotrophies trés proches (tableau 4).
Les auxotrophies de Lactococcus lactis se situent entre 7 et 12 selon les souches. la sous-
espece lactis n'exige que 7 acides aminés par contre la sous-espéce cremoris est plus
exigeante. Les lactobacilles homofermentaires (comme Lb. delbrueckii et Lb. helveticus) ainsi
que les hétérofermentaires facultatifs (comme Lb. casei, Lb. sakei et Lb. curvatus) sont les
bactéries lactiques les plus exigeantes, avec de 11 a 17 auxotrophies. On note une exception
avec ’espece Lb. plantarum qui est caractérisée par au maximum 7 auxotrophies, proches de
celles des lactobacilles hétérofermentaires obligatoires (comme Lb. brevis, Lb. buchneri et Lb.
fermentum). Le tableau 5 montre les exigences en acides aminés de quelques souches

Lactobacillus.
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Tableau 4 : Besoins en acides aminés de Sreptococcus thermophilus,Enterococcus faecalis,Leuconostoc mesenteroides

et Lactococcus lactis (Stiles et Holzapfel, 1997)

Lactococcus lactis

Sreptococcus thermophilus Enterococcus faecalis Leuconostoc mesenteroides - ,

Ssp. lactis Ssp. cremoris

Acide aminé S 2 2 N 3 3 ° I -

o o e = - T - O - B < < < < B B - =R I o

= = &) 2 = ]
SR B s s s |z g |2 (BB (2| (B8 %% %0

Z o o | O O O o

L-Acide aspartique - - - S - - - - - - - - - - - - - - N
L-Acide glutamique - - - S - N + + + - - - - - - - R R - -
DL/L Alanine - - - - - - - - - - _ _ _ _ _ _ T - T N
L-Arginine - - S - - S + + - - - - + + - + + + +
L-Asparagine - - - - - - - - - - - - - - - _ + n I I
L-Cystéine S/i+ S S S S - - S S - - - - - - B - - -
L-Glutamine - - - - - - - - - + + + + - + + + + + +
Glycine - - - - - S + + + - - - - - - - - - - -
L-Histidine - - + - - + + + + + + + - + + + + + + +
L-Isoleucine - - - - - + + + + + + + + + + + + + + +
L-Leucine SH | SH | SH | SH+ | SH | SH + + + + + + + + + + + + + +
L-Lysine S - S S/+ - - - - - - - - - - R R S - B R
L-Méthionine S S S S S + + + - + + + + + + + +
L-Phénylalanine - S S S - - - - - - + - - + - - - + - +
L-Proline - - + - - - - + - _ _ _ _ + T T T
L-Sérine - - - - - - - S S - S - - - - - - + - -
L-Thréonine - - - - - - - S S - - - - - - - S _ S
L-Tryptophane S - S S S/+ + + + + + + - - - - - - - -
L-Tyrosine - - - - - - - - - - - - - - - - _ + _ +
L-Valine S S+ | SH | SH | SH S + + + + + + + + + + + + + +
Auxotrophie totale 2 1 4 3 3 5 9 9 9 7 9 5 5 7 7 6 10 12 10 11

+ : essentiel ; - : non essentiel ; ND : non déterminé ; S : effet stimulant
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Tableau 5 : Besoins en acides aminés des lactobacilles (Stiles et Holzapfel, 1997)

Lactobacilles .
Lactobacilles homofermentaires hétérofermentaires Hétérofel;:‘lfetﬁ?;?:;i;cultatifs
obligatoire
Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb.sakei Lb.
acidophilus delbrueckii helveticus casei plantarum curvatus
. g
22| 52 | £§%
Acide aminé - < . g | ga 8 § = § - £2 | . - =
2 2 |2 | 25| 8| Q | E o SOl 3 | fu | 2 = S ~ °
S S |2 |53 (85 2 s s [sBi8 2T s |2 IE g |w |2 |E |E
S |v |8 |2 | 58|22 |58 |[NzZ|8Z2 |s< |2 | = e |9 N w ey n:
& @) 3 2= | o =| Z < & ) O
O | = |S & O |8 | 270 = = o = =
Z % 4 VS,; ®) VS,; z. I~ <« < <
]
L-Acide aspartique ND + | ND - S - - ND | ND ND - ND + S ND - - - + +
L-Acide glutamique + + + + S + + ND + + + + + + + - - - + +
DL/L Alanine - S - + + - S ND - - - R N N R R T T S S
L-Arginine S + + + + + + ND + - + + + S - + + + T +
L-Asparagine S - + - S+ - - ND - - - - - - - + - + ND ND
L-Cystéine - + + - + - S ND + _ + S - - - - T T
L-Glutamine - - - - S - - ND - - - - - - - + - + ND ND
Glycine - S + - S - S ND - - - - - - - + + + + +
L-Histidine - + + + + + + ND S - S _ _ _ _ ¥ T + T T
L-Isoleucine S + - + + + + + + S + + + + S + + + + +
L-Leucine + + + + + + + + + + + + + + S/+ + + + + +
L-Lysine - S - - + - + | ND - - - S/- + - - + + + + +
L-Méthionine - + + + + + + + S - + S/- + + R + + + T T
L-Phénylalanine - + - + + + + + + + + +/- S + - + + + + +
L-Proline + + + + + + - - - - - - + + ¥ + n
L-Sérine - + - + + + S ND - - - S/- + R R S S S T T
L-Thréonine - + - - S/+ + + + - - - S/- + S R + T T T T
L-Tryptophane S + + + + + + ND + - + + + + S/H+ S S S S +
L-Tyrosine S + + + + + + ND + - + + + S S + + + T +
L-Valine + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Auxotrophie totale 3 15 11 13 16 13 13 14* 8 5 9 10 12 7 4 14 13 15 16 17

+ : essentiel ; - : non essentiel ; ND : non déterminé ; S : effet stimulant ; * : détermination incompléte
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1.2.4.4. Influence des cations

e Magnésium

C’est le principal cation divalent chez les cellules vivantes. Il est 1i¢ aux nucléotides
intracellulaires et intervient dans les systémes de transport intra-membranaires. Le
magnésium est un activateur des différentes réactions métaboliques : division cellulaire,
stabilisation des acides nucléiques ou hydrolyse peptidique. De plus, le magnésium est
essentiel pour les phosphokinases impliquées dans la glycolyse. Cet ion serait
indispensable pour la croissance de Lb. helveticus et essentiel pour celle de Lb.
delbrueckii (Desmazeaud, 1992).

Amouzou et al. (1985) ont montré le role de Mg sur les lactocoques : leurs formes
ionis€es entrainent une activation de la fermentation lactique par une meilleure

utilisation des sucres.

e Manganese

Le manganése est nécessaire a la structure et le fonctionnement des enzymes, dont
I’ARN polymérase, la LDH, la NADH oxydase (Archibald, 1986), la superoxyde
dismutase et la catalase formée lors de la croissance sur hématine de Lactobacillus.
(Johnston et Delwiche, 1965).

Il est nécessaire pour la détoxification des cellules mises en présence de 1’oxygene.
Dans ce cas notamment chez Lb. plantarum. le manganése se substituerait au
superoxyde dismutase pour éliminer les radicaux O superoxyde (Desmazeaud, 1992).

Par ailleurs, I’addition de Mn”" au milieu de culture peut stimuler considérablement

la croissance des lactobacilles durant la fermentation (Leroy et al., 2004).

e Fer

Le fer n’a pas d’action générale sur la croissance ou sur la production d’acide
lactique (Boyaval, 1989). Lb. plantarum n’exige pas le fer et ne I’accumule pas
(Archibald et Fridovich, 1981). Certaines souches de leuconostocs peuvent Etre
stimulées par des ions Fe’™ & une concentration comprise entre 10 et 100 mg/L. (De

Roissart et Luquet, 1994)
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e Calcium

I1 est souvent cité pour son role dans la paroi cellulaire en particulier pour ’activité

des protéases de paroi. Il stimule la croissance de Lb. casei.

e Autres cations :

Le Potassium, joue un réle important dans la régulation du pH intracellulaire.

Cet ion est exigé pour la croissance de Lb. helveticus et Lb. casei.

Le Sodium, exerce un effet sélectif sur les différentes especes.

Le Cadmium, contaminant du lait a faible concentration (6.10° mM), peut
inhiber la croissance et la production d’acide chez Lb. delbrueckii et Lb.

helveticus (Korkeale et al., 1984).

Le Césium inhibe la croissance de Lb. arabinosus des 2,25 mM(Boyaval, 1989).

Le Cuivre, inhibe la croissance de Lb. casei et Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
dans le lait et la production d’acide lactique pour des concentrations variant
selon les espéces, entre 1072 et 10 M (Boyaval, 1989). Le cuivre augmente la

production de diacétyle (Kaneko et al., 1987).

Le Cobalt, partie intégrante de la vitamine B12, n’est pas exigé par Lb.

arabinosus ni par Lb. delbrueckii (Boyaval, 1989).

1.2.5. Milieux de culture pour les bactéries lactiques

Malgré une importance considérable dans le domaine agro-alimentaire, la croissance des
bactéries lactiques reste un phénoméne fastidieux qui nécessite un apport complexe, aussi
bien qualitativement que quantitativement, en éléments nutritifs. Actuellement de nombreux
milieux riches et complexes, comme le milieu MRS (De Man et al., 1960) ou M17 (Terzaghi
et Sandine, 1975), sont disponibles et conviennent spécialement a la culture des bactéries
lactiques. Ils contiennent des sources d’azote complexes tels que la peptone, I’extrait de
levure et I’extrait de viande, ainsi que d’autres facteurs de croissance. Cependant leur
utilisation est limitée a des usages spécifiques a cause de leurs cofits élevés.

Plusieurs chercheurs se sont intéressés a I’optimisation des milieux de culture pour les
bactéries lactiques par ’ajout de sources d’azote. Diverses sources d’azote ont été testées :
extrait soluble de mais (Kurbanoglu, 2004), hydrolysat protéiques du lactosérum (Cornelius
et al.,, 1996, Marcela et al., 2016), extrait de germes de malt (Mc Comas et Gilliland, 2003 ;
Watanabe et al., 2004), hydrolysat de caséines (Vahvaselkd et Linko, 1987; Chiarini et al,
1992; Horackova, 2014), cellules de levure (Altaf et al., 2007), substrat végétal (Gardner et
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al., 2001; Nancib et al., 2001; Chalampopoulos et al., 2002; Djeghri-Hocine et al., 2006;
Djeghri-Hocine et al.,2007a), jus de la canne a sucre (Preeti et al., 2016), jus de palme (Reddy
Tadi et al., 2017), hydrolysats de viscéres de poisson (Horn et al, 2007), jaune d’ceuf
(Djeghri-Hocine et al., 2007b). La source d’azote la plus efficace semble étre 1’extrait de
levure, mais ce produit est onéreux en production industrielle. Pour réduire les cofts, des
tentatives ont ét¢ donc faites de remplacer l'extrait de levure par des extraits de bactéries
lactiques (Amrane, 2000 ; Gaudreau et al., 2005; Guha et al., 2013; Vethakanraj et al., 2013).
La substitution de I’extrait de levure par des autolysats des cellules de levures a été également
testé (Barallé et Borzani, 1988; Amrane et Prigent, 1993; Timbuntam et al., 2006).

Gibson et Abdel-Malek (1945) ont mis en évidence un milieu de culture pour la recherche
du type fermentaire des souches. Parmi les constituants de ce dernier on trouve le jus de
tomate. Le jus de tomate est riche en sources de sucres simples (essentiellement glucose et
fructose), en minéraux et en vitamine B. Une augmentation de la biomasse bactérienne a été
observée, un temps de génération plus court et une amélioration de la production d’acide dans
le milieu.

Benaissa (2010) a optimisé un milieu de culture & base de lactosérum déprotéiné, par
I’ajout d’extrait de levure et de jus de tomate qui a conduit a I’élaboration d’un milieu "peu
couteux" permettant ainsi la croissance de certains lactobacilles de maniére similaire a celle
obtenue en milieu MRS, le tableau 6 permet de comparer les compositions physico-chimiques

de I’extrait de levure et du jus de tomate (Cotte, 2000; Ghaly ef al.,2003).
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Tableau 6: Compositions physico-chimiques de I’extrait de levure et jus de tomate

(Cotte, 2000; Ghaly et al., 2003)

Constituant Extrait de levure Tomate crue
Composition (%)

Eau - 93,5
Azote total 8.8 0,75
Protéines 55 1
Glucides - 2,57-3.6
Lipides - 0,3

Acides aminés (%)

Alanine 34 -
Acide aminobutyrique 0,1 -
Arginine 2,1 -

Asparagine 3.8 -

Cystéine 0,3 -
Acide glutamique 7,2 -

Glycine 1,6 -

Histidine 0,9 -

Isoleucine 2,0 -

Leucine 2.9 -

Lysine 3,2 -

Méthionine 0,5 -

Ornithine 0,3 -

Phénylalanine 1,6 -

Proline 1,6 -

Sérine 1,9 -
Thréonine 1,9 -
Tryptophane - -
Tyrosine 0,8 -
Valine 2,3 -

Sels minéraux (ppm)

Calcium - 2,95-3,95
Fer - 0,6-0,8
Magnésium - 2,5-4
Potassium - 18,7-29,5
Sodium - 15,7-17,6
Phosphore - 2,4-2.9

Vitamines (ppm)

Thiamine 20-30 0,6
Riboflavine 50-70 0,4
Pyridoxine 25-35 0,8
Niacine 600 0,5
Pantothénate de calcium 200 -
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1.2.6. Principales propriétés métaboliques des bactéries lactiques ayant des impacts

technologiques

Les bactéries lactiques ont pour principale fonction de produire de I'acide lactique et, dans
certains cas, de produire des composés d'arome ou des précurseurs. les principales activités
métaboliques impliquées sont la glycolyse, la protéolyse et la lipolyse.

Les paragraphes suivants porteront principalement sur les voies de métabolismes des

sucres, du citrate et des protéines.

1.2.6.1. Métabolisme glucidique

Les bactéries lactiques transportent et accumulent les glucides soit sous forme de radicaux
libres, par transport actif, soit sous forme de dérivés phosphorylés, par des systémes

phosphotransphérase-phosphoénolpyruvate dépendant (PEP-PT).

e Systémes de transport actif

En 1961, Peter Mitchell a proposé une théorie pour expliquer comment le transport des
¢lectrons peut étre couplé a la génération d’ATP. D’apres ce concept chimiosmotique, une
enzyme membranaire, 1’adénosine 5’-triphosphate-phosphohydrolase, activée par le
complexe Ca>” + Mg*", couple I’hydrolyse de I’ATP a la sortie de protons (2H") de la
cellule. Le flux de protons sortant de la cellule crée une différence dans la concentration de
protons et de charge é¢électrique de part et d’autre de la membrane cytoplasmique de la
bactérie. Par la suite, en réponse a cette force promotrice, le sucre peut étre assimilé grace

a un gradient de concentration (Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

e Systémes PEP-PT

Les systemes de translocation de groupe les mieux connus sont les systemes
phosphotransférases, dépendantes du phosphoénolpyruvate (PEP-PT). Trois protéines au
moins (EI, HPr et EII) sont requises pour le transport et la phosphorylation du sucre.

Ces protéines forment une chaine de transporteurs qui prélévent des groupes phosphate
riches en énergie sur le phosphoénolpyruvate et les transférent au sucre qui doit pénétrer
dans la cellule. Les deux premiers transporteurs sont identiques dans toutes les chaines
PTS ; il s’agit de I’enzyme EI et d’une petite protéine thermostable HPr (Heat resistant
Protein). L’enzyme I, cytoplasmique est capable de s’autophosphoryler aux dépens du
PEP. Suite a cette premicre réaction, EI catalyse le transfert du groupement phosphate

acquis vers la protéine HPr. La phosphorylation de cette derni¢re a lieu sur I’histidine
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(Kalbitzer et al., 1982 ; Weigel et al., 1982). Chez les bactéries a Gram positif et a faible
pourcentage en GC, la protéine HPr peut également étre phosphorylée sur la sérine
(Figure3). Cette réaction est catalysée par une enzyme bifonctionnelle, 1I"HPr
kinase/phosphatase (Kravanja et al., 1999). L’enzyme III cytoplasmique est inductible par
le sucre, accepte le radical phosphoryl de ’HPr pour former I’EIII~P. L’EIII~P transfere le
radical phosphoryle a I’EIl qui effectue la reconnaissance, la liaison, la phosphorylation et
la translocation du sucre a travers la membrane de la cellule. Les voies de transport et le

métabolisme des glucides par les bactéries lactiques sont résumées dans les Figures 4 et 5.

Glucose

Membrane
cellulaire
PEP @ EHA%: :ar

(faible concentration)
Glycalyse
Pyruvate P-EllAC

Figure 3 : Phosphorylations d’Hpr, PEP-dépendante par P~ EI ou ATP- dépendante
par Hprk/P, en présence de glucose (Deutcher et al., 2002)
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MILIEU

MILIEY
INTRACELLULAIRE

EXTRACELLULAIRE

Diffusion simale
par osmose

par un médiateur (M)

ATP

Transport actif par
pe ATP-dépendante

ATD

PEP

Ti it aclif (minimum)
par -PEP-dépendante

Pyruvata

se

Tra actif
X X o
Em HPY PEP

S : Substrat assimilable Hpr : Protéine membranaire non spécifique du substrat
M  : Médiateur de transport EI :Enzyme cytoplasmique non spécifique du substrat
ATP : Adénosine triphosphate EIl : Enzyme membranaire spécifique du substrat

PEP : Phosphoénolpyruvate EIII : Enzyme cytoplasmique spécifique du substrat

Figure 4 : Principaux systémes de transport des substrats a travers la membrane

cellulaire (Thompson et Gentry-Weeks, 1994)
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aMG*)

Figure 5 : Voies de transport et de métabolisme des glucides par les bactéries

lactiques (Thompson et Gentry-Weeks, 1994)
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1.2.6.1.1. Métabolisme des sucres

Comme écrit plus haut les bactéries lactiques sont divisées en deux groupes principaux
d’especes, homofermentaires ou hétérofermentaires selon la nature et la concentration des

produits terminaux issus de la fermentation des sucres (Figures 6 et 7).

e Voie homofermentaire ou EMP (EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS)

Les lactobacilles homofermentaires convertissent presque exclusivement le glucose en
acide lactique (90-95%). Une des enzymes clé¢ de la glycolyse, présente dans toutes les
especes homo-fermentaires, est la fructose-1,6 diphosphate aldolase. C’est une enzyme qui
transforme le fructose diphosphate en deux trioses phosphates.

Les bactéries homolactiques contiennent habituellement de fortes concentrations de
fructose diphosphate (FDP). Cette molécule, importante pour la régulation, sert
d’activateur de la synthése des enzymes terminales de la voie glycolique (pyruvate kinase

et lactate déshydrogénase).

e Voie hétérofermentaire ou PPC (PENTOSE PHOSPHOCETOLASE)

La fermentation hétérolactique doit sa dénomination au fait qu’en dehors du lactate,
elle aboutit a la formation d’éthanol, de CO, et éventuellement d’acétate. Les bactéries
lactiques hétérofermentaires ne contiennent pas de FDP aldolase ni de triose-phosphate
isomérase. Elles sont également dépourvues d’un systéme phosphotransphérase-PEP pour
le glucose. Chez ces bactéries, le glucose est accumulé par I’intermédiaire d’un transport
actif, puis est phosphoryl¢ par une glucokinase ATP-dépendante. Le glucose-6P est
transformé en acide 6P-gluconique puis décarboxylé en 5P avec libération de CO,. Ce
pentose-P est métabolisé en triose phosphate et en acétyl-P. Enfin I’acétyl-P est réduit en
éthanol, et le triose phosphate est métabolisé en acide lactique par les dernieres réactions

de la voie EMP (Djidel, 2007).
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Figure 6 : Principale voies du métabolisme du glucose par les bactéries lactiques.

(Wee et al., 2006)
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Figure 7 : Transport et métabolisme du lactose et du galactose chez les bactéries

lactiques. (Thompson et Gentry-Weeks, 1994)
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1.2.6.1.2. Régulation du métabolisme des sucres

La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes :
1. le transport du sucre a travers la membrane cellulaire
2. le catabolisme intracellulaire du sucre

3. la formation et I’expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Cette fermentation aboutit principalement a la production d’ATP et d’acide lactique. La
dégradation des hexoses est soumise a un mécanisme rapide d’activation-inhibition des
enzymes allostériques dont le role est important pendant la croissance bactérienne. Ainsi la
conversion du phosphoénolpyruvate (PEP) en lactate fait intervenir deux enzymes
allostériques : la pyruvate kinase (PK) et la lactate déshydrogénase (LDH) (toutes les deux
stimulées par le fructose-1-6-diphoshate) (Crow et Pritchard, 1976 et 1977).

Le PEP constitue non seulement une étape de la chaine glycolytique, mais intervient
aussi dans le transport des sucres a travers la membrane. Il a été constaté que lorsqu’une
bactérie lactique est soumise a une carence en sucre, la teneur en PEP croit notablement
(inhibition de la pyruvate kinase), tandis que les intermédiaires métaboliques qui stimulent
la PK décroissent (Otto et al., 1985; Poolman et al., 1987). Dans ces conditions, la
dégradation se ralentit mais produit assez d’ATP pour entretenir la vie cellulaire et la
concentration ¢élevée en PEP permet la reprise du transport du sucre dés que celui-ci est a

nouveau disponible (Thomas, 1976; Thompson et Thomas, 1977).

1.2.6.1.3. Régulation du systéme de transport des sucres

De nombreux facteurs déterminent si un sucre donné sera ou non transporté par des
bactéries lactiques, et les mécanismes de transport sont soumis a diverses contraintes
génétiques ou environnementales. Pour accumuler un sucre donné, une bactérie doit

posséder I’information génétique correspondante a la protéine de transport appropriée.

e Transport préférentiel des sucres

La protéine HPr peut étre présente sous trois formes: HPr phosphorylée, HPr
phosphorylée par I’enzyme EI sur I’histidine et HPr phosphorylée par une protéine kinase
(HPrK/P) sur la sérine. Cette derniére enzyme joue un role clé dans la régulation du
transport par le PTS et dans la répression/activation catabolique. En présence d’un sucre
rapidement métabolisable comme le glucose, I’activité augmente et conduit a

I’augmentation de la concentration en fructose diphosphate (FDP) et en ATP (Thompson
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et Torchia, 1984; Neves et al., 1999; Mijakovic et al., 2002), ’HPrK/P, stimulée par ces
effecteurs, va phosphoryler I’HPr de fagon ATP-dépendante sur la sérine (Galinier ef al.,
1997, Galinier et al., 1998; Reizer et al., 1998; Jault et al., 2000; Ramstrom et al., 2003).
Lors d’études concernant le transport des sucres pour de cellules au repos de
Lactococcus lactis MLs, Thompson et al., (1978) ont montré que dans un mélange de
sucres métabolisables (glucose, galactose et lactose) et d’analogues non métabolisables
(2-désoxy-glucose ou 2-DG et méthyl-B-D-thiogalactopyranoside ou TMG) la souche
transporte de préférence le glucose et son analogue. Ce transport préférentiel a été attribué
(1) a la compétition entre les différents enzymes II (EII) pour le donneur commun de
phosphoryles, L’HPr-P, (2) a la compétition entre les substrats (lactose et TMG) pour

EII™ commune.

e Exclusion de I’inducteur

De maniere générale, on peut distinguer deux facettes dans la régulation de I’expression
des génes du métabolisme du carbone. Le mécanisme global de la répression/activation
catabolique qui permet, d’une part de réprimer I’expression des génes impliqués dans
I’utilisation de sources de carbone non préférentielles en présence de sucre rapidement
métabolisable comme le glucose (Luesink et al., 1998) et d’autre part, & ["opposé, de
stimuler I’expression des genes impliqués dans 1’utilisation de ces sources préférées de
carbone et d’énergie. En présence d’un mélange de glucose, lactose et galactose, les
cellules de Lactococcus lactis ML3 co-métabolisent le glucose et le lactose, mais le
galactose n’est consommé qu’apres épuisement des sucres précédents (Thompson et al.,
1978). Liberman et Bleiwiss (1984) ont décrit lors de la croissance en présence de glucose
et de lactose dans le milieu de culture, des profils de croissance diauxique, ainsi qu’un
métabolisme sélectif du glucose par rapport au lactose pour plusieurs especes bactériennes.
L’utilisation préférentielle du glucose est une conséquence de 1’exclusion des molécules
non préférentielles de la cellule (Figure8) (Saier et Crasnier, 1996). Chez Lactococcus
lactis la protéine HPr-sérine interagit avec la perméase PTS spécifique du lactose pour
inhiber son activité (Ye et al., 1994).

On peut citer aussi I’exemple de 1’accumulation de galactose dans différents milieux de
culture et qui est due a la fermentation incompléte du lactose par Streptococcus
thermophilus (Hutkins et al., 1985). Contrairement a I’idée qui a longtemps prévalu,
I’incapacité¢ de cette souche a métaboliser le galactose n’est pas dii a 1’absence de

I’information génétique requise pour la synthése des voies cataboliques appropriée. Les
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causes de ce phénotype ne sont pas connues : il serait dii en partie a une répression sévere
de la synthese de ces enzymes exercée par le glucose issu de I’hydrolyse du lactose. Ce
phénoméne d’inhibition de I’utilisation d’une source de carbone secondaire par la présence

d’un sucre métabolisable est appelé répression catabolique (Miwa et al., 2000).

e Expulsion de 'inducteur

I s’agit de mécanisme par lequel I’ajout d’un sucre rapidement métabolisable dans le
milieu de culture conduit a I’expulsion des autres sucres préalablement accumulés dans le
cytoplasme (Reizer et Panos, 1980; Thompson et Saier, 1981; Luesink ef al., 1998).

Chez Lactococcus lactis le méthyle-B-D-thiogalactopyranoside (TMG) est accumulé
dans la cellule sous forme phosphorylée (TMG-6P). mais 1’ajout d’un sucre rapidement
métabolisé provoque une expulsion du TMG sous forme déphosphorylée (Thompson et
Saier, 1981). Ainsi en présence de glucose, HPr se trouve majoritairement sous la forme
HPr-Ser-P (Deutcher et Saier, 1983; Deutcher et al., 1986). Celle-ci stimule 1’activité
d’une hexose-phosphate-phosphohydrolase qui va alors déphosphoryler le sucre phosphate
pour permettre son expulsion hors la cellule (Reizer ef al., 1983; Thompson et Chassy,

1983). La figure 9 illustre ce mécanisme d’expulsion de 1’inducteur.

Lactose

Gilucose

lactose
externe
Glucose-6-P

= l
FBP P-His-HPr
P-ser-HPr @  HPr
-__ v
El
P-%
Pyruvate PEP

Figure 8 : Modéle d’exclusion de I’inducteur chez les bactéries a Gram positif.

(Saier et Crasnier, 1996)
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Figure 9 : Modéle du mécanisme d’expulsion de ’inducteur chez les bactéries a Gram

positif (Saier et Crasnier, 1996).

1.2.6.2. Protéolyse et nutrition azotée des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques forment la flore bactérienne principale des aliments fermentés, elles
ont un mécanisme intrinséque pour la métabolisation des protéines (notamment alimentaires).
Cette activité protéolytique apporte aux cellules de bactéries lactiques les acides aminés
essentiels pour leur croissance et donc par conséquent, ces bactéries ont des capacités limitées
pour la synthése des acides aminés a partir de source d'azote inorganiques (Salminen et Von
Wright, 2009). Elles restent donc dépendantes des acides aminés pré-formés présents dans le
milieu de culture comme sources d'azote. Néanmoins des variations existent entre les souches
(Salminen et Von Wright, 2009):

» certaines souches de Lc. lactis subsp. lactis sont capables de synthétiser la plupart des
acides aminés dont elles ont besoin.
* les souches de Lc. lactis subsp. cremoris et Lb. helveticus ont besoin d'une quinzaine

d'acides aminés.
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Leur croissance dans un milieu de culture minimum est généralement faible et il est clair
que les bactéries lactiques se sont adaptées a des environnements riches en développant des
systémes pour exploiter efficacement les sources d'azote présentes. Le systéme le plus étudié
est le systtme des bactéries lactiques laitieres, en particulier celui de Lc. lactis, pour le
développement des technologies fermentaires laiticres.

La machinerie protéolytique développée chez ces bactéries est assez complexe du fait de la
présence limitée d'acides aminés libres dans le milieu lait et des auxotrophies de ces bactéries
pour plusieurs acides aminés. Le systéme protéolytique joue un role clé dans la fermentation
du lait et permet l'obtention d'acides aminés a partir des caséines, les protéines les plus
abondantes dans le lait.

La protéolyse chez les bactéries lactiques commence par 1'action d'une protéase de paroi,
enzyme a sérine qui hydrolyse les caséines du lait en oligopeptides. Certaines souches de
bactéries lactiques ne possedent pas de protéase de paroi et dépendent de la protéase de paroi
présente chez les autres souches pour se développer dans le lait (Savijoki et al., 2006). Cinq
types de protéases de paroi de la méme famille mais présentant certaines différences ont été
caractérisées chez les bactéries lactiques: PrtP chez Lb.paracasei et Lc. lactis, PrtH chez Lb.
helveticus, PrtR chez Lb. rhamnosus, PrtB chez Lb. bulgaricus et PrtS chez St. thermophilus
(Savijoki et al., 2006). Elles contiennent différents domaines (Figure 10). Le domaine
correspondant au peptide signal (PP), le domaine catalytique des protéases a sérine (PR), un
domaine d'insert (I) qui régule probablement leur spécificité, le domaine A de fonction
inconnue, le domaine B participant probablement a la stabilité, le domaine hélix (H) qui

positionne A et B a I'extérieur de la cellule et un domaine hydrophobe W (Siezen, 1999)
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C
Le. lactis
L. paracasei PriP

L. helveticus PrtH

L. bulgaricus PriB

L. rhamnosus PrtR

St. thermophilus PriS

Figure 10 : Représentation schématique des différents domaines composants les
protéases de parois (Siezen, 1999; Fernandez-Espla et al., 2000; Savijoki ez al., 2006)
PC: paroi cellulaire , M: membrane cellulaire, C: cytoplasme, PP: préprodomaine, PR: domaine catalytique,

I: domaine d’insertion, A: domaine globulaire, B: domaine B, H: domaine hélicoidal, W: domaine espaceur,

AN: domaine d’ancrage.

Les oligopeptides produits par l'action de la protéase constituent la source principale
d'acides aminés pour les lactocoques. Ces derniers sont ensuite transportés a l'intérieur de la
cellule (Tynkkynen et al., 1993) par l'intermédiaire de trois ou quatre transporteurs selon la
souche. Une fois a l'intérieur, des peptidases coupent les oligopeptides en acides aminés.

Bruinenberg et al., en 1992, ont montré une augmentation du taux de croissance de Lc.
lactis dans le lait pour des souches ou une surproduction de protéase membranaire avait été
induite. Il a aussi ét¢ montré que dans l'ensemble du processus de dégradation des protéines
en peptides puis en 12 acides aminés libres, 'absorption des peptides de taille importante du
milieu extérieur vers l'intérieur de la cellule, dictée par le transporteur d'oligopeptides (Opp),
est une étape cruciale dans la croissance de Lc. lactis dans le lait. Kunji ef al., en 1995, n'ont
pas pu faire se développer des mutants Opp-négatif dans un milieu de culture ou la caséine
¢tait la seule source d'acides aminés. En effet, Juillard et al., en 1995, ont analysé les peptides
dans le lait pendant une croissance de lactocoques et ont montré que les oligopeptides

acceptés par le systeme de transport représentaient 98 % de la source d'azote utilisé par les
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cellules. La transposition de ce systeme a d'autres LAB que Lc. lactis ne peut pas encore étre
énoncé, les travaux sont encore trop rares. Néanmoins, lorsqu'ils ont été identifiés pour
d'autres souches, ces systémes protéolytiques sont identiques a celui de Lc. lactis (Salminen et
Von Wright, 2009). Par exemple, le génome de Lb. plantarum contient tous les génes (dont
les génes codant pour le systtme Opp (transporteur d'oligopeptides) pour mettre en place la
dégradation de protéines (Salminen et Von Wright, 2009).

La figure 11 présente le catabolisme des acides aminés par Lactococcus lactis sp.

37



Analyse bibliographique

LAIT ﬁl.r.:ldcsmm Caséines l}i-ﬁui-pqxidf&
| |
Eﬂippq.!id:s Higopeptides .:
PAROI b (> 102a) (<10aaet>3aa) !
CELLULAIRE |@ |
¢ extracellulaires ? |
v v
Acides aminds Di- et tri- peptides '
1 |
MEMBRANE ant Dpp Cpp
PLASMIQUE
Acides aminds ‘T - et ini- peplides Oligopeptides
(< 10aael™>3m)
CYTOPLASME :W’v -w:ﬂ.ﬂ&nwm-chm
= Profidase : Q T
o —Trineotidssss : T+ poa ciasd :Aninmqﬁl}iuﬁ:&.ﬂ&ﬁ+mndm&
w
Rotion " - Aldéhydes
- Amines

Figure 11 : Catabolisme des acides aminés par Lc. lactis sp.

(Grattepanche, 2005)

Dpp : systéme de transport des di- et tripeptides; Opp : systéme de transport des oligopeptides;

aat : systéme de transport des acides aminés
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1.2.6.3. Métabolisme du citrate

Le diacétyle (2,3-butanedione) est le principal composé qui participe a lI'arome de trés
nombreux produits laitiers. La présence de ce composé carbonylé dans le beurre, les laits et
les crémes fermentés, dans certains fromages et, pour le diacétyle, dans les margarines est
désirable et méme indispensable a la flaveur caractéristique de ces produits. Ce composé
volatile a 'arome de beurre est issu du métabolisme du citrate par différentes espéces de
bactéries lactiques.

Chez les bactéries lactiques, le transport du citrate a travers la membrane cellulaire est
assuré par une citrate perméase. Une fois dans la cellule, le citrate est clivé en acétate et
oxaloacétate par une citrate lyase. L’oxaloacétate est décarboxylé en pyruvate qui est
transformé en diacétyle par le biais d’une série de réactions intermédiaires. Le pool du
pyruvate disponible pour les voies de synthése du diacétyle dépend de I’activité des enzymes
impliquées dans la bioconversion du citrate en pyruvate (figure 12). Il est a noter que le
maintien du gradient de concentration dépend de la vitesse de disparition du citrate dans le
milieu intracellulaire, donc de [I’activit¢ du citrate lyase (dégradation du citrate en
oxaloacétate et acétate) et de 1’oxaloacétate décarboxylase (décarboxylation de 1’oxaloacétate
en pyruvate). L’activité de la citrate lyase est inductible par le citrate et disparait rapidement
apres épuisement du citrate dans le milieu.

Lindegreen et al. (1990) ont pu démontrer le co-métabolisme du lactate et du citrate chez
Lactobacillus plantarum dans des conditions d’anaérobiose. Le citrate est ainsi transformé en
acétate et en succinate. Dans ces conditions, il y a aussi induction de la pyruvate formate lyase
sans formation de diacétyle et d’acétoine. L’acide succinique a été retrouvé par Kanenchi et
al. (1988) dans le métabolisme de I’acide citrique des lactobacilles. Ces auteurs ont pu
constater que 1’acide succinique pouvait étre formé a partir de 1’acide fumarique, mais pas a

partir de 1’acide pyruvique ni de I’acide a-cétoglutarique.
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Figure 12 : Principales étapes du métabolisme du citrate par les bactéries lactiques
(Bourel et al., 2001).

(1) :Citrate perméase, (2): Citrate lyase, (3): Oxaloacétate décarboxylase, (4): Lactate déshydrogénase,
(5): a-acétolactate synthase, (6): o -acétolactate décarboxylase, (7): Décarboxylation non enzymatique,
(8): 2,3-butanediol déshydrogénase, (9): Acétate kinase, (10): Phosphotransacétylase

(11): Alcool déshydrogénase
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1.3. Généralités sur la fermentation lactique

La fermentation microbienne est un procédé qui consiste a faire croitre une population de
microorganismes (bactéries, levures, moisissures...) aux dépens de certains éléments nutritifs
sous des conditions environnementales (température, pH, agitation, aération...) favorables.
Elle correspond a la transformation de substances (substrats carbonés généralement) en
produits résultant de l'activité métabolique des cellules (Grisales Palacio, 2007).

On entend par fermentation lactique la transformation de certains sucres tels que: sucre de
lait, glucose, sucre de canne (lactose) en un acide liquide et soluble dans 1’eau, qui est I’acide
lactique.

La fermentation lactique concerne une part importante des produits alimentaires. On peut
citer pour les produits animaux : les laits fermentés, les fromages et pour les produits
végétaux : le vin, le pain au levain, la choucroute, les olives, etc. Cette fermentation met en
jeu des bactéries lactiques qui sont de plus en plus souvent des bactéries lactiques

s¢lectionnées, produites par des industries spécialisées (Spinnler, 1998; Toumi, 2009).

1.3.1. L’acide lactique

L’acide lactique est I’'un des acides organiques les plus importants, produit par des
bactéries lactiques, découvert par Scheel en 1780 dans le lait fermenté. Il est également un
acide organique hydrosoluble, aliphatique et fortement hygroscopique et un produit chimique
énigmatique polyvalent, ayant un large champ d’applications (Reddy et al., 2008). L’acide
lactique existe en deux stéréo-isomeres optiquement actifs, le L(+) et D(-) (Figure 13).
Puisque les niveaux ¢élevés de 1’acide lactique D(-) sont nocifs aux humains, 1’acide lactique
L(+) est I’isomére préféré dans les industries alimentaires et pharmaceutiques (Zhang et al.,

2008).

C(l)OH C(l)OH
H—C—OH OH— ? —H
|
CH3; CH3;
Acide lactique levogyre D(-) Acide lactique dextrogyre L(+)

Figure 13 : Les deux structures isoméres d’acide lactique L(+), D(-) (Reddy et al., 2008)
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L’acide lactique peut étre fabriqué par une synthése chimique ou par fermentation
microbienne (Lin et Wang, 2007). La synthése chimique est le résultat d’un acide lactique
racémique D-L, tandis que la fermentation nous donne les formes stéréospécifiques L(+) et
D(-) et un mélange D-L (Lin et al, 2007). L’avantage significatif que présente la production
biologique par rapport a la synthése chimique réside dans 1’utilisation des matiéres premicres
a bon marché telles que : petit lait, mélasse, betterave, amidon, sucre de canne et d’autres

matériaux riches en hydrates de carbone (Reddy et al., 2008).

1.3.2 Applications de la fermentation lactique

L’acide lactique est un produit du processus de la fermentation lactique existant dans le
fromage, beurre, biére, levain, et beaucoup d’autre d’aliments fermentés, on utilise comme un
additif alimentaire. Litchfield (1996) a résumé des applications alimentaires typiques pour
I’acide lactique et leurs sels. Le marché de la consommation d’acide lactique est dominé par
le secteur alimentaire et boissons depuis 1982. Plus de 50% d’acide lactique produit est
employé comme un agent émulsionnant dans des produits de boulangerie (Litchfield, 1996). 1
est utilis¢ comme agent acidulant ou inhibiteur de la détérioration bactérienne dans une large
variété d’aliments traités tels que : sucre, pain, et produits de boulangerie, boissons non
alcooliques, biére, mayonnaise, et les ceufs traités, produits laitiers, confitures, ainsi que
d’autres acidulants. L’acide lactique ou ses sels sont utilisés dans la désinfection et
empaquetage des carcasses, en particulier ceux de volaille et poissons. Les esters de calcium
et les sels de sodium de lactate avec une longue chaine des acides gras ont été¢ développés en
tant que excellents émulsifiants dans les produits de boulangerie (Datta et al., 1995 ; Naveena
et al., 2004; Toumi, 2009 ).

La capacité de retenue d’eau de 1’acide lactique le rend approprié a 1’'usage comme produit
hydratant dans les formulations cosmétiques. Le lactate d’éthyle est un ingrédient actif dans
plusieurs préparations anti-acné. L’occurrence naturelle de I’acide lactique dans le corps
humain fait qu’il est trés utile comme substance active dans les produits cosmétiques (Reddy
et al., 2008).

L’acide lactique a ¢été longtemps utilis¢é dans les formulations pharmaceutiques,
principalement les onguents (pommades) et les solutions parentérales. Il est également utilisé
dans la préparation des polymeéres biodégradables pour des usages médicaux tels que les
sutures chirurgicales et les protheéses (Wee et al., 2006). La présence des deux groupes

fonctionnels réactifs donne a 1’acide lactique un élément de base le plus potentiel pour les
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conversions chimiques en produits potentiellement utiles comme [’acide acétique et 1’acide
acrylique, etc.

L’acide lactique est utilisé, dans divers procédés industriels, comme : agent de détartrage,
dissolvant, nettoyant, mouillant, etc. En raison de I’augmentation des quantités de déchets
plastiques, dans le monde entier, des efforts considérables de recherches et de développement
ont été consacrés afin de substituer les thermoplastiques conventionnels par des matériaux
biodégradables, a une seule utilisation (Reddy et al., 2008).

Les polymeéres biodégradables sont classifiés en tant que famille de polyméres qui se
dégradent compleétement en monomeres correspondants ou en produits non toxiques par
I’action métabolique des microorganismes vivants (Senthuran et al., 1997).

On prévoit une augmentation de la demande de I’utilisation de 1’acide lactique suite a
I’augmentation dans la production industrielle des plastiques biodégradables comme 1’acide
polylactique (Sun et a/, 1999; Balannec et al., 2007; Nandasana et Kumar, 2008); car ’acide
polylactique, qui suscite une attention considérable, est utilisé comme précurseur pour la
syntheése de plastiques biodégradables (Reddy et al., 2008). Les polymeres de 1’acide lactique
présentent de nombreux avantages comme : biodégradabilité, thermo-plasticité, potentiel-
lement pour de grands marchés. La propriété physique de I’acide polylactique dépend de la
composition isomérique de 1’acide lactique, la production de 1’acide lactique optiquement
pure est essentielle pour la polymérisation.

L’acide polylactique est utilis¢ dans plusieurs applications biomédicales telles que : la
fixation orthopédique, les applications cardiovasculaires, dentaires et intestinales (Wee et al.,

2006).

1.3.2. Fermentation discontinue (ou Batch)

Dans ce mode de fonctionnement la totalit¢ des éléments nutritifs nécessaires a la
croissance biologique est introduite lors du démarrage de la réaction. Aucun apport ni
prélevement (excepté bien sir pour quelques mesures hors lignes éventuellement) n'est réalisé
par la suite et la réaction se déroule a volume constant (Manyri, 2005). Les seules actions
possibles de l'opérateur ne concernent que les variables d'environnement (pH, température,
vitesse d'agitation,...). Peu de moyens sont ainsi nécessaires a sa mise en ceuvre, ce qui en fait

son attrait du point de vue industriel (Grisales Palacio, 2007).
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1.3.2.1. Etude de quelque modéles de cinétique de croissance

La croissance bactérienne peut se mettre sous la forme:
dx
— =X 1
M (D
ou x représente la concentration cellulaire et u la vitesse spécifique de croissance.
Pendant la phase exponentielle, 1'intégration entre t;et t,, en prenant y constant et égal a sa
valeur maximal (Umax), donne la relation (2), correspondant a la phase exponentielle de

croissance.

p max( t, —t;) (2)
X = Xx,e ~

Lorsque la croissance est limitée par un manque de substrat S et en l'absence d'inhibition

par le produit, le modele le plus utilisé est celui de Monod (1942):

S

H = H K—+s

(3)
Ou : S et K sont respectivement la concentration et la constante de saturation du substrat
limitant.

Pirt (1975) a intégré le systéme formé par les équations (1) et (3), en considérant (U max, K s

et Yy s(le rendement de transformation du substrat S en biomasse X ) comme constants :

KS'Y X Ks'Yx/s Xf_XO

x5y In + In
; X, X X, —x

Mmoot =1+
(4)

Ou : X ¢ et X sont respectivement les concentrations initiales et finales en biomasse.
Tayeb et al., (1984) ont considéré que la variation du taux spécifique de croissance avec la
concentration en produit peut étre décrite par une relation hyperbolique de type d’inhibition

non compétitive :

K

/u:/umax—p 5
p+ K, (3)

Ou : P et Kpsont respectivement la concentration et la constante d’inhibition du produit.
Plusieurs auteurs ont tenu compte des deux effets a la fois la limitation par le substrat
carboné et I’inhibition non compétitive par le produit formé. La vitesse spécifique de

croissance devient :
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(6)

Luedeking et Piret (1959) ont proposé un modele ou p vari linéairement avec la concentration

du produit :

H =ty —h.p
7

Cette relation ou / est une constante, rend bien compte de leurs résultats obtenus avec le
type de bactérie Lactobaccilus delbrueckii utilisant le glucose comme un substrat.

Belhocine (1987) a montré que les résultats obtenus en continu avec la bactérie
Lactobaccilus helveticus ne donnent une bonne concordance qu’avec ceux obtenus par la loi
d’inhibition proportionnelle (7).

Roy et al., (1987) ont utilisé, pour la modélisation de la croissance de la bactérie
Lactobaccilus delbrueckii sur le glucose, une loi de Verhulst qui dépend uniquement de la

concentration de la biomasse :

X

- - =
ILl ILl max X (8)

max

Ou : X ax st la concentration maximale atteinte par la biomasse.

Leh et Charles (1989) ont proposé un modele mathématique qui tient compte des deux

limitations de 1’azote et le substrat carboné par une modification de la loi de Monod (3) :

H = lumax .
KPR

(€))
Dans cette relation, P, et K pr sont respectivement la concentration et la constante de
saturation des protéines utilisables.
Lorsque K est négligeable devant S (Leh, 1987), 1’équation précédente (9) est ramenée a la

loi de Monod, c'est-a-dire a un seul substrat limitant qui est 1’azote :

lLl = /umax ‘—r (10)
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Lorsqu’on tient compte de I’inhibition par le produit dans 1’équation (10), I’expression de la

vitesse spécifique de croissance devient :

P,
lu:lumax' 2
J ) .
K, +1 (11)

Le mode¢le logistique, qui est trés utilisé par plusieurs auteurs pour décrire la cinétique de

croissance de la phase exponentielle de décélération sous la forme suivante:

LogX , — LogX | = ly (£, — 1))
(12)

Au cours de cette phase, la composition cellulaire est constante, et bien que la composition
du milieu de culture varie beaucoup, pour permettre les synthéses cellulaires, le taux de
croissance reste constant. Cette phase correspond, particulierement pour les bactéries a taux
de croissance ¢élevé, a un potentiel de multiplication et de synthése considérable, justifiant a
lui seul leur emploi en biotechnologie (Leveau et Bouix, 1999).

Le modele mathématique exprimé par I’équation (8) est un modele logistique qui tient
compte des trois premieres phases de croissance, a savoir celles de latence, exponentielle et de
décélération. L’arrét de la production a la fin de la phase stationnaire démontre bien
I’insuffisance de ce modele pour décrire la cinétique de la croissance jusqu’a la fin de la phase
stationnaire.

Amrane (1991) a développé un modéle mathématique qui prend en considération la phase

stationnaire. L’expression de la vitesse spécifique de croissance est donnée par la relation

suivante :
H = H !
max Ce dt
l+| ——
/umax - C
(13)
A partir de la loi précédente, il est possible d’obtenir la loi décrivant la croissance :
7, U —c+ce”
X =X,exp | pu,, t——2| [n —2 (14)
d H
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Dans cette expression, ¢ et d sont des constantes sans signification biologique évidente.
Kumar Dutta et al., (1996) ont développé un modele mathématique de la fermentation du
glucose en acide lactique par Lactobacillus delbrueckii en considérant 1’inhibition par le
produit formé, en tenant compte de 1’effet d’une puissance toxique (n). Ces auteurs ont utilisé
le modele de Levenspiel (1980) qui propose une généralisation simple de 1’équation de
Monod en tenant compte de 1’effet d’inhibition par le produit formé pour les différents types
de réacteurs ainsi que Keller et Gerhardt (1975) qui ont confirmé cette idée d’inhibition dans
la formulation de leur modele pour la fermentation continue. La cinétique de croissance est

donnée par 1’équation suivante :

dx PY SX
E_{umax(l_})*j i||:(KS+S)j| (15)
Ou,
dx . SX
E_’{(Kﬁsj (10
Ou:

u’iﬂ{umax(l—]];” (17)

Avec : P* | la concentration maximale d’inhibition par le produit ; n la puissance toxique qui
caractérise la maniére dont on peut approcher la concentration limite supérieure pour
I’inhibition par le produit P* , au-dessus de laquelle la fermentation est stoppée.

Les travaux de Berry ef al. (1999) ont développé un milieu de culture pour la croissance de
la bactérie Lactobacillus rhamnosus. Ce milieu offre une gamme d’études métaboliques
pouvant étre réalisée favorablement. Par contre elle n’est pas faisable dans des milieux
complexes traditionnels. Celui-ci inclut [’utilisation des acides aminés. Leurs études
préliminaires ont identifié¢ quatre acides aminés principaux : sé€rine, glutamine, asparagine et
cystéine.

Ces auteurs ont modifi¢ un modele non structuré qui a été proposé¢ par Yabannavar et
Wang (1991) pour décrire la croissance du Lactobacillus rhamnosus dans ce milieu défini.
Cette modification inclue un terme de la mortalité des cellules dans la cinétique de croissance.
La cinétique de croissance peut étre décrite par 1’équation (18), ou le taux spécifique de

croissance est inhibé par I’acide lactique dissocié et non dissocié (équation (19)) :

XX —K, X (18)
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| S | L |yl - L
ﬂ_(KS+S](l K#L]eXp[ KHHLJ (19)

Dans cette relation, K,;, Kun, L , HL sont respectivement la constante d’inhibition

d’acide lactique dissocié¢, la constante d’inhibition d’acide lactique non dissocié,
concentration d’acide lactique dissocié, concentration d’acide lactique non dissocié.

Biazar et al., (2003) ont utilisé pour décrire la croissance de Lactobacillus helveticus un
modele de la croissance qui tient compte des effets de limitation par le substrat, les inhibitions
par le substrat et le produit ainsi que la mortalité des cellules :

| eSS P gy
dt K, +S

(20)
Ou:

K; la constante d'inhibition du substrat a laquelle le facteur d'inhibition par le substrat est :
e (S/TKDM = (368 g/L ; K;p la constante d'inhibition d'acide lactique a laquelle le facteur
d'inhibition par le produit est e (P / KiP) n2 =0.368g/L ; n;, ny les constantes de forme (allure)

pour la fonction exponentielle et K, le taux de mortalité spécifique de cellules.

Nandasana et Kumar (2008) ont développé leur modéle en se basant sur les résultats
expérimentaux de Boonmee et al., (2003) de la croissance de la bactérie Enterococcus
faecalis, utilisant la mélasse comme matieére premiére a bon marché. Ces auteurs ont proposé
un modele cinétique qui tient compte des effets de la limitation de substrat, I’inhibition
desubstrat et du produit aussi bien que ’effet de la mortalité des cellules. La cinétique de
croissance est donnée par 1’équation suivante :

dx
E_(:u_Kd)X (21)

Ou le taux spécifique de croissance :

/umaxSKix e—P/KPX

= (22)
(Kgy +S)(K, +5)

U

Dans cette relation : Kix, Ksy, Kpxy sont respectivement les constantes : d’inhibition du
substrat, de limitation par le substrat, et d’inhibition par le produit pour la croissance de la

biomasse.
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1.3.2.2. Modélisation de la production d'acide lactique
Dans le cas général de la fermentation lactique, Luedeking et Piret (1959 a et b) ont montré
que la production d'acide lactique est partiellement associée a la croissance, d'ou la loi

suivante:

dP
=——=0Uu + 23
D= ar ~ T 3)

Dans cette relation, g, est la productivité spécifique, a un coefficient de production lié a la
croissance et B un coefficient de production li¢ au maintien.

L'examen des courbes de p et de g, en fonction du temps (obtenues par ces auteurs a
différents pH) montre que cette relation rend bien compte de 1'expérience, sauf a pH= 5,4. A
ce pH, la production est totalement liée a la croissance, car les deux courbes p (t) et gp (t)

peuvent se déduire 1'une de l'autre par une affinité orthogonale, c'est a dire que  q,=p. «

Cogan (1978) a résolu le systéme formé par les deux équations (1) et (23), en prenant p

constant et égal a sa valeur maximale P,y , €t a trouvé 1’équation suivante:
P=x, P PP (i (24)
Hinax

Cette loi décrit la cinétique de la production de la phase exponentielle de croissance. Son
intérét est qu’elle permet de calculer la pente pnax(pente de la courbe (In (dp/dt) = f(t)).

Roy et al., (1987) ont proposé que la quantité¢ d’acide lactique totale soit égale a la somme
des deux termes :

P=P,+P, (25)

Le premier est la quantité d’acide lactique synthétisée par le mécanisme associé a la
croissance (P,) et le deuxiéme est celui correspondant a la quantité synthétisée par le

mécanisme non associ€ a la croissance (Pp) :

H
po=a = ax, . 26)
dt 1_ 0 (l_emax')
et
py=BX=p X 1;{1 - ; 0_(1—e"m )j (27)
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D’aprées Amrane (1991), ce modéle est insuffisant car il ne permet de calculer que P a
partir de X, alors que I’inverse aurait été souhaitable. Leh et Charles (1989) ont utilisé une loi
de production qui dépend de la consommation en substrat:

dP das das
E = _YP/S,G E - YP/S,M E (28)
G M

Ou
Yp /s get Yp,s asont respectivement les rendements de conversion du substrat en produit,
pour la croissance et la maintenance (G est un indice désignant la croissance et M un indice
désignant la maintenance).

Kummar Dutta et al, (1996) ont estimé la vitesse de production d’acide lactique par
I’incorporation de 1’équation (17) dans 1’équation (23) et par une analogie avec 1’équation de

Michaelis-Menten on obtient une modification de 1’équation de la formation du produit :

dP _ _PY SX
E{W m"“‘(l P*j P }{(KSJFS)} )

Kummar Dutta et al, (1996) ont observé d’aprés le graphe du taux spécifique de

croissance en fonction de la production d’acide lactique une courbe et non pas une droite
linéaire comme le présente le modele de Keller et Gerhardt (1975). Cependant, la courbe non
linéaire est justifiée par I’introduction de la valeur de n dans leur modele qui est égale a 0,88,
par contre le modele de Kellern = 1.

Selon Toumi (2009), Les résultats expérimentaux concordent assez bien avec ceux obtenus
a partir du modele de Kummar Dutta et al., (1996). Cependant 1’insuffisance du modele de
Keller qui sous-estime le taux de croissance en fonction de la production.

Berry et al, (1999) ont utilis¢ pour la production d’acide lactique une bactérie
Lactobacillus rhamnosus dans un milieu bien défini, un modele mathématique suppose que la
formation d’acide lactique est une combinaison des mécanismes associés et non associés a la
croissance, et que la part de production non associée a la croissance est €également liée par la
dépendance des approvisionnements de substrat par l'intermédiaire de la cinétique de Monod.
La cinétique de formation du produit peut étre décrite par une équation de Luedeking et Piret
(1959) modifiée :

fi_’; = [ouX + XS /(K + S)] (30)

Biazar et al., (2003) ont exprimé la vitesse de production par la relation suivante :
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dP

. = X|:(lumaxa—

“SK e _(PIK, ) —K,)+ 31
dt KS+Se e ( zp) d) ﬁ ( )

Les travaux de Bouguettoucha et al, (2007) ont montré que la fermentation lactique
utilisant une souche Lactobaccilus helveticus se déroule en deux étapes; une premiere a pH
libre, suivie d’une seconde a pH régulé. Concernant le pH libre: ceci, en introduisant la part
non dissociée de 1’acide lactique, qui est la principale espéce inhibitrice de la croissance

(Balannec et al., 2007) :

9P g x| - L (32)
dt - di HL,,

Ou HL;,, représente la concentration d’acide lactique non dissocié¢ inhibitrice. Le pH a été

¢galement inclus dans le mode¢le par 1I’équation de Henderson-Hasselbach suivante:

oL -—L (33)

10PH*1’KA

Le mode¢le correspondant simule correctement les résultats expérimentaux, et a été validé
pour différents milieux de culture.

Pour ce qui de I’étape a pH régulé, le modele repose sur une limitation par le substrat
carboné. La signification biologique des parametres a été améliorée et le modele a été validé
dans différentes conditions de culture. Le modéle est décrit par 1’équation suivante (Amrane,
2005):

aP dx s
AL _ g gyl S 34
a Car ﬂ( Sj (34)

Ou : Siim la concentration limitante du lactose.

Afin d’éviter 1’utilisation de deux modéles, selon les conditions de culture, un modéle
généralis¢ a été développé, qui tient compte a la foi de I’effet inhibiteur par 1’acide non
dissocié (et le pH) et des limitations nutritionnelles. Ce modele décrit bien les résultats a pH

libre et a pH régulé.

d—P=ad—X+,BX(l—S“m) . (35)
dt - di s\ HL,

1.3.2.3. Modélisation de la consommation du substrat

Il y a trois types de consommation du substrat dans le processus de la fermentation qui

produit des métabolites :
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» d’une part, la consommation nécessaire a 1’élaboration de cellules nouvelles ou
syntheése de la biomasse;
» d’autre part, la consommation nécessaire a la production de métabolites ;
» ensuite, la consommation de substrat nécessaire au maintien des cellules dans un état
viable.
Dans la plupart des modeles cités dans la littérature, la vitesse de consommation du

substrat est la somme de deux termes de la croissance et la maintenance des cellules:

(%), %) (%) s
dt ), \dt), \dt), (36)

Ou (dS/ dt )¢ est le terme 1ié a la croissance et (dS / dt )y celui lié a la maintenance.

Pirt (1975) a exprimé les termes liés a la croissance et a la maintenance par les équations

suivantes :

(ﬁ} =— HX =— 1 d_X (37)
dt G YX/S,G YX/S,G dt

et

ds
(EJM =-m.X (38)

Ou mg est le coefficient de maintenance et Yy, s ¢ est le rendement vrai de la conversion du

substrat en biomasse, pour la croissance, qu’il est défini par :

1704
YX/S,G = _(EJG (39)

En combinant les équations (36), (37) et (38), la consommation spécifique du substrat est:

o= )y (40)
Xdt) Yys6

La division des deux membres de 1’équation précédente par le taux de croissance | , permet

d’aboutir a la loi de Pirt :

YX/S,obx ax H YX/S,G

Ou Yyx/ s obs €5t le rendement observé de conversion du substrat en biomasse.
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Roy et al., (1987) ont utilisé une loi dérivant du modele de Luedeking-Piret qui exprime le
taux spécifique de la consommation du substrat :

das
q, = _(X_dl‘j = o+ P (42)

Ces auteurs ont remarqué que le rendement de la transformation du substrat en produit est
constant dans un processus de la fermentation lactique, ce qui a été confirmé par Belhocine

(1987) et I’équation s’écrit :

1 a p @3)

a 1
= (44)
)IP/S YX/S,G
et
P (43)
YP/S

Cette relation est faisable car quand Sy est grand (48 g/L, dans le cas de lactosérum), la
plus grande partie du substrat consommé convient a la production de I’acide lactique, alors
que quelques g/L de sucre contribuent a la croissance de la biomasse.

Berry et al., (1999) ont proposé pour la prise de substrat une fonction linéaire associée au
produit d’acide lactique. De ceci, la relation entre la consommation de glucose et 1’acide
lactique peut étre décrite :

ds dP
= =Y. 46
df S/P dt ( )

Ou Ys, pest le rendement du substrat pour la formation du produit.

Biazar et al., (2003) ont signalé que la vitesse de consommation du substrat par la bactérie

Lactobacillus helveticus peut étre décrite par I’équation suivante :

ds X N n - n 1 dP
E o (U e S T K e X (47)
dt Y, s K,+S Y, dt

Cette équation prend en considération tous les effets a savoir : limitation par le substrat,
I’inhibition par le substrat et le produit ainsi que la mortalité des cellules, et le coefficient de

maintenance.
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Ou :Yy,s, Yp, ssont respectivement les rendements de la biomasse et du produit par rapport
au substrat.

Ces auteurs ont utilisé¢, pour la résolution numérique de systéme des trois équations
différentielles, une méthode de décomposition par domaine. Ces équations représentent la
cinétique de croissance (20), production (31), et la consommation du substrat (47).

Nandasana et Kumar (2008) ont utilisé 1’expression de la vitesse de consommation du
sucre suivante :

ds SK, o PlKns y

1S

dr K S) (K 1 S)

(48)

Ou ¢sm la consommation spécifique maximale du substrat, K5, Kgs, Kps sont
respectivement les constantes : d’inhibition du substrat, de limitation par le substrat, et
d’inhibition par le produit pour la consommation du substrat.

En plus, ces auteurs ont montré I’effet du pH sur les paramétres cinétiques du modele, et
ont conclu que les paramétres K;s, Kss, Kps, gsmax SONt sensibles au changement du pH et par
conséquent les valeurs extrémes du pH peuvent influer défavorablement sur la production
d'acide lactique. Le pH optimum étant de 7.

Ce modele peut étre utilisé pour la fermentation continue et discontinue, en utilisant les

substrats a bon marché tels que la mélasse.
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2.1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude appartiennent a la collection du

Laboratoire de Biologie des Microorganismes et Biotechnologie (LBMB). Elles ont été

isolées a partir de différents écosystémes et appartiennent a divers genres bactériens

(Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc).

Le tableau 7 montre le code et I’origine des bactéries lactiques utilisées.

Tableau 7 : Code et origine des bactéries lactiques

Genre Code Origine Référence
CHM9, CHM11, CHM12, .
CHM16,CHM17, CHM18, Lait cru de chamelles Cheikh, 2008
CHM19, CHM20 (Mauritanie)
BH14, BH21 Lait cru de chamelles Bounoua, 2005
(Iliz1)
7] N
S CHTD25, CHTD27, CHTD29 | LAiteru de chamelles Belkheir , 2004
S (Tindouf)
.§ 9(b) Saumure d’olive (Sig) Hebali, 2006
§ H3 Hamoum (Relizane) Bougziani et Sabaha, 2006
]
= . . .
V7, V8, V14, v20,v21,v23 | Viande bovine fraiche Benbernou, 2008
(Mostaganem)
LVKY, LVK11, LVK12, LVK13, Lait cru de vach
LVK14, LVK15, LVK29, LVK30, al Crg ¢ vache Karam, 1995
LVK31, LVK32 (Oran)
CHT3, CHT4, CHT5, CHT16, .
CHT17, CHT19, CHT22, CHT24,|  Lait de chamelle Karam et Karam,2006
. CHT25, CHT26, CHT27 (Timimoune)
2 - - -
S V10-1, V11, V17 Viande bovine fraiche Benbernou, 2008
S (Mostaganem)
§ H2.3 Hammoum (Relizane) | Bouziani et Sabaha, 2006
E OVs5 Saumure d’olive (Sig) Hebali, 2006
GHBI15 Ghars (Biskra) Benmouna, 2008
LV4,LVS8, LV12 Leben (Oran) LBMB
CHBK309, CHBK310,
S CHBK312, CHBK314,
& CHBK315, CHBK316, Lait de chamelle Belkheir,2009;
S CHBK318, CHBK319, (Béchar) Kalbaza,2010
2 CHBK320, CHBK323,
N CHBK325, CHBK326,
CHBK327,
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2.2. Milieux de culture

Les principaux milieux employ¢€s sont :
» Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975): Milieu spécifique des lactocoques.
» Milieu MRS (De Man et al., 1960): Milieu spécifique des lactobacilles.
» Milieu MRS modifié (MRSm): Le glucose est remplacé par le lactose.
» Milieu Mayeux (Mayeux et al., 1962): Milieu spécifique des Leuconostocs.

Y

Milieu Mayeux modifié (Mayeux m): Le saccharose et le glucose sont remplacés par

le lactose

» Milieu BMK : Milieu a base de lactosérum doux mis au point par Benaissa en 2010 (le
lactosérum utilisé provient de la fabrication de fromage a pate molle type "Camembert"
d’une unité de production située a Maraval, Oran, Algérie).

La composition par litre de chacun des milieux utilisés est indiquée en annexe.
2.2.1. Préparation du milieu de culture BMK

2.2.1.1. Déprotéinisation du lactosérum

Cette étape consiste a faire chauffer le lactosérum au bain Marie & 100 °C pendant 30 min, le
centrifuger deux fois de suite a 5000 tr/min pendant 15 min, le surnageant obtenu est ensuite

filtré sur un papier filtre standard (DURIEUX, réf: 66301130).

2.2.1.2. Préparation du jus de tomate

La tomate est lavée et broyée, le broyat obtenu est ensuite centrifugé a 5000 tr/min pendant
15 min, le surnageant recueilli est par la suite filtré sur un papier filtre standard (DURIEUX,

réf: 66301130).

70 % du lactosérum déprotéiné est supplémenté en extrait de levure (Biochem) a 1 % et en
30 % de jus de tomate fraiche (le pH est ajusté avec NaOH ou HCI 5 N, selon le pH optimum
de croissance pour chaque genre bactérien) ainsi que 0,1 g sulfate de magnésium et 0,05 g de

sulfate de manganése (Benaissa, 2010).

2.3. Confirmation de I’appartenance des souches au groupe lactique et de leur pureté

L’observation macroscopique des colonies apres culture des souches sur milieu MRS (De

Man et al., 1960), la recherche de catalase et I’examen microscopique a I’immersion des
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bactéries aprés coloration de Gram permettent de déterminer I’appartenance de nos souches

au groupe lactique. Le dernier test permet €également de vérifier leur pureté.

2.4. Conservation des souches

Les bactéries étaient conservées sur milieu gélosé incliné MRS en double exemplaire a +4
°C, ainsi qu’en lait écrémé a 10 % ou en milieu MRS additionné de 20 % de glycérol sous

forme congelée a -20 °C (Herrero et al., 1996; Samelis et al., 1994).

2.5. Analyses physicochimiques du lactosérum

Les analyses physicochimiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de contrdle de
qualité¢ et répression des fraudes (CACQE) d’Oran. Elles permettent de déterminer les
parametres physicochimiques du lactosérum selon des techniques standards officielles,
décrites dans I’ouvrage de référence AFNOR, édition 1986. Les analyses des sels minéraux
ont été réalisées au niveau du Laboratoire de Chimie Analytique et Marine (LCAM) de

l'université des Sciences et Technologies de Lille 1 (France).

2.5.1. Mesure de ’acidité

Elle se fait immédiatement aprés prélévement d’un échantillon de 30 ml de la culture
bactérienne, réparti dans 3 béchers, a raison de 10 ml chacun. On mesure d’abord le pH et on
dose ensuite 1’acidité par titration avec de la soude N/9 en présence de quelque goutes de
phénophtaléine (a 1 % dans 1’éthanol). Le volume de soude utilisé pour obtenir le virage de la
couleur au rose pale est alors noté et les résultats sont exprimés en degrés Dornic suivant la

relation :

Acidité °D = Vyuon . 10

avec Vnaon : volume moyen de la soude utilisé pour titrer 10 ml.

2.5.2. Teneur en matiére séche totale

Le principe de cette méthode consiste a peser le résidu apres dessiccation a 1’étuve a plus
de 103 °C = 2°C. Une capsule séche et tarée contenant 5 ml de 1’échantillon est pesée puis
placée dans I’étuve a 103 °C pendant 3 h. Aprés refroidissement dans le dessiccateur la
capsule avec le résidu sec est de nouveau pesée.

Le taux de la matiére seche est calculé (en g/L ou en %) selon les formules :
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M.S (g/L) = ((mz-my)/5). 1000
M.S (%) = ((mz-my)/(m;-my)). 100

avec :
m, : masse de la capsule vide.
m; : masse de la capsule avec I’échantillon.

m, : masse de la capsule avec le résidu sec.

2.5.3. Teneur en cendres

Le principe de cette méthode réside dans I’incinération de la matieére seéche de 1’échantillon
a 530 °C£ 20 °C. Dans une capsule calcinée et tarée, on introduit 5 ml de I’échantillon puis on
procede a une préincinération en maintenant la capsule au-dessus d’une petite flamme de bec
Bunsen.

Le résidu obtenu est alors incinéré dans le four a moufles réglé a 530 °C jusqu’a disparition
des particules charbonneuses. Ce résultat est généralement obtenu au bout de 2 a 4 h. La
capsule est pesée apres refroidissement dans un dessiccateur.

La teneur (en g/L ou en %) est donnée par les formules :

C (g/L) = ((my-mg)/5). 1000
C (%) = ((mz-my)/(m;-my)). 100

avec:
my: masse de la capsule vide.
m; : masse de la capsule avec I’échantillon.

m, : masse de la capsule avec les cendres.

2.5.4. Détermination des minéraux

L'analyse des minéraux a été effectuée par ICP-AES (Spectrométre d'Emission Atomique
par Plasma a Couplage Inductif); 'appareil utilisé est le Vista Pro a visée axiale (Varian).

L'analyse ICP-AES se réalisant a 1'état liquide, on met une fraction de 0,5 g de chaque
échantillon (Lactosérum brut et déprotéiné lyophilisés) en réaction avec 10 ml d'acide nitrique
concentré (69%). Le mélange est déposé sur une plaque chauffante et amené graduellement a
la température juste sous le point d'ébullition (~ 85 °C) pendant 1 h. Apres refroidissement, le

mélange est filtré.
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L'échantillon liquide est transformé en aérosol (composé de gouttelettes microniques) par
un nébuliseur. Cet aérosol est ensuite envoyé dans une torche a plasma d'argon a une
température de 1'ordre de 6000 a 10000 °K. Cette dernicre doit étre suffisante pour vaporiser,
dissocier, atomiser et ioniser complétement la plupart des éléments. Les €lectrons des atomes
excités, lorsqu'ils retournent a [I'é¢tat fondamental, émettent une série d'ondes
¢lectromagnétiques caractéristiques de chaque ¢lément dans la gamme du spectre UV-visible.
Les différentes longueurs d'ondes sont séparées grace a un spectrométre contenant un réseau
et un prisme, puis détectées simultanément par un détecteur CCD ( Coupled Charge Device
ou dispositif a couplage de charge). L'intensit¢ de la radiation est proportionnelle a la
concentration de 1'élément sur une large gamme (Frayret et al., 2012).

Le spectrometre est calibré avec des solutions standards préparées dans 2 % HNOs. Les

résultats sont exprimé en mg/Kg, excepté pour K, Na, Ca et Mg (g/Kg)

2.5.5. Détermination de la matiere grasse

Le principe consiste dans un premier temps a faire dissoudre totalement les protéines, puis
dans une deuxiéme étape a mesurer le taux de la matieére grasse (apres chauffage a 65 °C)
directement dans le butyrometre.

11 ml de lactosérum sont introduits dans un butyrométre contenant 10 ml d’acide
sulfurique. A ce mélange, on ajoute 1 ml d’alcool isoamylique. On agite délicatement jusqu’a
dissolution totale des protéines (aucune particule blanche). Par la suite, le mélange est
centrifugé a une vitesse maximale pendant 10 min. Aprés centrifugation, le butyrometre
contenant le mélange est placé au bain Marie a 65 °C pendant 5 min.

La matiere grasse apparaissant avec une couleur jaunatre dans la colonne du butyromeétre est
estimée comme suit :
M.G (g/L)=(B -A). 10
avec :
A : valeur de la graduation au-dessous de la colonne lipidique.

B : valeur de la graduation au-dessus de la colonne lipidique.

2.5. Teneur en glucides

Elle est estimée en réalisant un dosage par la méthode de Bertrand, qui repose sur les

propriétés réductrices des glucides. Le dosage se déroule en trois étapes :
» Réduction de la liqueur de Fehling par les glucides réducteurs :
(1); 2 glucides réducteurs + 2n Cu®"+ 2n OH 2 produits d’oxydation + n Cu,O + n électron
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» Isolement du cuivre formé :
(2); CuO + 2 H™ + 2Fe*™> 2 Cu®"+ H,0 + 2 Fe*”

» Dosage du cuivre par manganimeétrie:

Grace & I’équation bilan (2) on peut écrire ; n (Cu®") = n (Fe*")

5Fe* + MnOs + 8 H > Mn?" + 4 H,0 + 5 Fe**

On procede de la maniére suivante:

20 ml de I’échantillon a traiter sont mis dans un ballon a col rodé, on y ajoute 50 ml d’eau
distillée et 20 gouttes de HCI concentré.

apres chauffage au bain Marie bouillant pendant 4h, on filtre puis on neutralise avec NaOH
30% en présence de phénolphtaléine (1 %) jusqu’a I’obtention d’une coloration rose.

on y ajoute 2 ml de ferrocyanure de K (10,6 %) et 2 ml d’acétate de zinc (30 %), et on
complete avec I’eau distillée jusqu’a 100 ml. On laisse reposer a température ambiante
pendant 15 min puis on filtre.

a 20 ml du filtrat obtenu on ajoute 20 ml de liqueur tartrique et 20 ml de liqueur cuivrique.
Apres un chauffage pendant 3 min sur une petite flamme, I’oxyde cuivreux rouge se dépose
au fond de I’erlen et la couleur bleue de la liqueur surnageante indique la présence d’un exces
de cuivre.

on filtre la liqueur surnageante avec un entonnoir en verre fritté (N°4), en ayant soin
d’entrainer le moins possible le précipité. On dissout entierement 1’oxyde cuivreux par la
liqueur ferrique, ce qui donne une liqueur vert limpide qui est filtrée puis titrée par du

permanganate de K (0,1 N), jusqu’a virage de la couleur au rose.

Le résultat est déduit d’une table établie expérimentalement par Bertrand, qui relie la quantité
de cuivre isolé a celle des glucides dosés (Annexe 2).

2.6. Etudes des caractéres technologiques

2.6.1. Mesure de la croissance

Des cultures jeunes (DO~1) ont été ensemencées a 1 % dans 40 ml de chaque milieu.
Apres incubation de 24 et 48 h a 30 °C, la croissance bactérienne est estimée par mesure de la

densité optique (DO) a 600 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.
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2.6.2. Mesure de I’acidité produite

L’acidité est mesurée par pH métrie et par titration. Sous agitation mécanique on ajoute
goutte a goutte de la soude (N/9) tout en mesurant le pH. Dés que la valeur du pH atteint celle
du pH initial on note le volume de la soude utilisée. Les résultats sont exprimés en degrés

Dornic.

Acidité =n . 10
n = volume de la soude utilisé pour atteindre la valeur du pH initial.

1°D = 0,1 g/L d’acide lactique produit

2.6.3. Recherche du diacétyle

1 ml du milieu ensemencé est placé dans un tube a hémolyse stérile, la réaction de Voges-
Proskauer est effectuée en ajoutant 1 ml de réactif a-naphtol a 6 % dans 1’éthanol absolu (VPI)
et 1 ml de la soude (NaOH) a 16 % dans 1’eau distillée (VPII). Apres agitation des tubes et un
délai de quelques minutes a température ambiante, une coloration rose traduit la présence de
I’acétoine. Cette substance se transforme en diacétyl sous 1’action de la soude qui se combine

avec I’ a-naphtol en un complexe rouge.

2.6.4. Mise en évidence de ’activité protéolytique cellulaire

L’activité protéolytique est recherchée en milieu solide (BMK, MRSm, M17 et Mayeux m)
tamponné a pH 7 par le tampon phosphate (KH,PO4/ Na, HPO4 0,1M) additionné de 1% de lait
écréme stérile reconstitué a 10 %, selon la méthode décrite par Van Den Berg ef al. (1993), les
souches bactériennes a tester sont ensemencées simultanément en touches a la surface du
milieu de culture. Apres incubation a 30 °C pendant 48h, 1’activité protéolytique est révélée par
I’apparition d’un halo clair autour de chaque colonie bactérienne. On mesure la dimension des

halos.

2.6.5. Analyses statistiques des résultats

Les résultats des parameétres technologiques (principalement production d'acide lactique et
la croissance bactérienne) sont présentées par la moyenne + écart type. Tous les parametres
mesurés ont été testés en utilisant l'analyse de variance (ANOVA) afin d'analyser les effets
des facteurs "souche" et "milieu" et l'interaction entre les deux facteur (souche x milieu). Les
différences significatives ont été établies au niveau p<0,05 ou tres significatives p<0,001

selon le test de Tukey.
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Une analyse exploratoire des données est appliquée pour classer les souches bactériennes
les plus performantes selon leur pouvoir acidifiant et de croissance sur milieu BMK et les
milieux témoins. Nous avons employé¢ a cet effet une méthode d'analyse multidimensionnelle,
l'analyse des composantes principales ou ACP. Pour cela, le logiciel STATISTICA (Version
6.1.478.0 Statsoft) a été utilisé.

2.7. Cinétique de croissance, de production d’acide lactique et de consommation du

lactose en fonction du temps

Nous avons réalisé des cultures en conditions de pH non contrélé (en Batch), dans un
fermenteur (OMNI CULTURE VIRTIS) avec une capacité de 2 litres, la température est
maintenue constante a 30 °C et 1’agitation est réglée a 75 tr/min pendant 30 heures.

Un litre de milieu de culture stérile est inoculé a I’aide d’un injecteur automatique avec une
pré-culture fraiche (DO~1), a raison de 1 % (v/v).

L’évolution de la biomasse, la production d’acide lactique dans le milieu, sont suivis par
prélevements d’échantillons toutes les deux heures, suivant les techniques de mesure décrites

précédemment. Le dosage du sucre est réalisé au début et a la fin de fermentation.

2.8. Modg¢le cinétique et estimation des parametres

Les paramétres cinétiques des modeles ont été déterminés sur la base des données
expérimentales.

Pour identifier les paramétres cités ci-dessus et ajuster les courbes théoriques aux résultats
expérimentaux, nous avons utilis¢ deux routines d’optimisation : la méthode des moindres
carrés utilisant la fonction « Isqcurvefit » mise a disposition dans le module optimisation de
Matlab pour I’estimation des paramétres cinétiques ( Xy , Xmax >Mmax » SD’ ) des modeles
représentant la cinétique de croissance, puis la méthode de Newton-Gauss incluant une
intégration numérique par la méthode de Runge-Kutta d’ordre 4 pour I’identification des

parametres A , B de la cinétique de production (Bouguettoucha, 2009).
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Résultats et discussion

3.1. Confirmation de I’appartenance des souches au groupe lactique et de leur pureté

L’ensemble des bactéries lactiques étudiées ont poussé apres 24 a 48 heures d’incubation.
Les colonies observées présentent les caractéristiques macroscopiques suivantes : blanchatres,
lisses, rondes, légerement bombées, a aspect crémeux et a pourtour régulier ou irrégulier.
Selon les souches, la taille des colonies varient de petite & un peu plus grande. En général, les

colonies des lactobacilles sont plus grandes que celle des coques.

Les bactéries sont toutes catalase négative et I’examen microscopique a révélé qu’elles
sont toutes a Gram positif.

Ces résultats confirment ’appartenance des souches utilisées dans cette étude au groupe
lactique, ou elles se répartissent comme suit: 31 souches appartiennent du genre

Lactobacillus, 20 souches au genre Lactococcus et 13 au genre Leuconostoc.

3.2. Analyses physicochimique du lactosérum

L’utilisation du lactosérum doux comme milieu de culture pour les bactéries lactiques,
nécessite au préalable une connaissance de sa composition physicochimique. Les résultats

obtenus sont représentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Analyse physicochimique du Lactosérum

Echantillon

. Lactosérum brut Lactosérum déprotéiné
Parameétre

pH 6,3 6,1

Acidité (°D) 18 21

Matiere séche total (g/L) 88,2 82,6
Lactose (g/L) 55 47
Matiere grasse (g/L) 5,5 0
Cendres (g/L) 8,4 6,3

3.2.1. pH et acidité

D'apres le tableau 8, 'acidité du lactosérum déprotéiné est 1égerement plus élevée que celle
du lactosérum brut. Cette différence peut étre expliquée par le fait qu'une faible concentration
des ferments utilisée lors de la fabrication du camembert, principalement les bactéries
lactiques, a pu se développer et produire de l'acide lactique entre le temps d'échantillonnage et
le traitement thermique de déprotéinisation. Malgré cette légere différence les deux

¢chantillons de lactosérum ont un pH neutre, ce qui les classe en lactosérum doux.
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3.2.2. Teneur en matiére séche total

Il ressort du tableau 8 que les deux types de lactosérum (brut et déprotéiné) ne présentent
pas de grande différence en matiére seche totale. Cette légere différence est tout a fait
justifiée. En effet, apres le traitement de déprotéinisation, on a enregistré une diminution de 6
g/L en matiére séche, ce qui représente principalement la fraction protéique.

D'apres la littérature, la teneur en matiere seche des lactosérums doux varie généralement
entre 5 % et 6,7 % (Alais, 1984; Sottiez, 1990). Les valeurs obtenues dans notre étude sont
plus élevées que cet intervalle, ceci peut étre expliqué par l'utilisation par 'unité de fabrication
de lait reconstitu¢ a partir de poudre et non pas de lait de vache cru pour la fabrication du

camembert.

3.2.3. Teneur en lactose

On remarque que le lactose est le constituant le plus important du lactosérum brut, il
représente plus de 60 % de I’extrait sec. Dans le lactosérum déprotéiné la concentration de ce
dernier a diminu¢ de 8 g/L par rapport au lactosérum brut.

La diminution en lactose est peut étre due a son hydrolyse thermique a 100 °C pendant le

traitement de déprotéinisation.

3.2.4. Teneur en matiére grasse

Les deux échantillons se révelent trés pauvres en matiére grasse, voire absence totale dans
le lactosérum déprotéiné. La maticre grasse a probablement sédimenté avec les protéines.
Ces teneurs enregistrées pour les deux échantillons rejoints celles rapportées dans la

littérature (Alais, 1984; Sottiez, 1990).

3.2.5. Teneur en cendres

La valeur enregistrée avec le lactosérum brut (8,04 g/L) rejoint les données de la littérature.
En effet, d'apres Sottiez (1990) la teneur en cendres dans le lactosérum doux varie entre 8 et
8,5 g/L. De plus, on observe une teneur en cendres un peu plus faible (6,32 g/L) apres
déprotéinisation.

La différence peut étre expliquée par le fait que I’a-lactoglobine est une des protéines
majoritaire dans le lactosérum ; cette derniére est une métalloprotéine (protéine qui a la
propriété de fixer spécifiquement des ions, plus particulierement le calcium) qui va étre

¢liminé au cours du-processus de déprotéinisation (Jacquet-Violleau, 1999).
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Résultats et discussion

Dans cette étude, une attention particuliere est portée sur I'analyse des différents éléments

minéraux, en raison de leur implication potentielle dans la stimulation de la croissance,

l'activation des différentes réactions métaboliques ainsi que dans les systémes de transports

chez les bactéries lactiques. Les teneurs en sels minéraux sont exposés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Dosage des sels minéraux du lactosérum

. Echantillon| 7 5¢tosérum brut Lactosérum déprotéiné
Sels minéraux
(g/Kg M..S):
Potassium 17,4 16,4
Sodium 6,45 6,12
Calcium 5,41 5,13
Magnésium 1,16 1,2
(mg/Kg M.S):
Aluminium 50,6 204
Bore 32,6 32,2
Fer 6,1 3,29
Zinc 3,49 1,91
Cuivre 1,4 1,12
Manganese 0,988 1,382
Chrome 0,7 1,05
Plomb <1 <1
Nickel 0,64 0,592
Baryum 0,58 0,53
Cadmium 0,523 0,329
Vanadium 0,29 0,2
Arsenic <0,2 <0,2
Beryllium <0,2 <0,2
Bismuth <0,2 <0,2
Cobalt <0,2 <0,2
Thallium <0,2 <0,2
Titane <0,2 <0,2

D'apres le tableau 9, les deux échantillons montrent que la teneur en macroéléments la plus

importante est celle du potassium, suivie du sodium et du calcium.

Les valeurs enregistrées pour les oligoéléments montrent que l'aluminium et le bore sont

les plus dominants.
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On remarque pour tous les sels minéraux dosés une diminution légere apres le traitement
de déprotéinisation a I'exception du manganése et du chrome.

La présence du Potassium, Calcium et Magnésium a des concentrations dominantes dans le
lactosérum est souhaitable car d'aprés Desmazeaud (1992) et Amouzou et al. (1985), le
potassium et le calcium vont stimuler la croissance des bactéries lactiques ainsi que le
magnésium. De plus, ce dernier est un activateur des différentes réactions métaboliques :
division cellulaire, stabilisation des acides nucléiques ou hydrolyse peptidique. 1l est aussi
essentiel pour les phosphokinases impliquées dans la glycolyse.

En comparant les valeurs trouvées pour le lactosérum doux brut avec les données de la
littérature dans le cas de la technologie pate molle, on peut dire que:

Pour le potassium, les résultats se rapprochent de ceux de Hargrove et al. (1976), Adrian et
Bourlier (1980) ainsi que Moulin et Galzy (1984), qui constatent également une teneur
importante en potassium. En revanche, Saulnier ef al. (1996) trouve des valeurs plus ¢élevées
(31,4 g/Kg M..S).

La concentration en calcium est en parfait accord avec celle rapportée par Adrian et
Bourlier (1980) mais elle est beaucoup plus faible de celles rapportées par d'autres auteurs
(Hargrove et al., 1976; Moulin et Galzy, 1984; Saulnier et al., 1996) qui ont obtenu des
valeurs comprises entre 12,3 et 30,7 g/Kg M.S.

La valeur du sodium obtenue est proche de celles rapportées par Hargrove et al. (1976) et
Moulin et Galzy (1984). Par contre, Saulnier ef al. (1996) ont trouvé une teneur moyenne en
sodium d'approximativement le double (11,5 g/Kg M.S).

La teneur en magnésium pour nos résultats est en accord avec les valeurs rapportées dans
la littérature (Hargrove et al., 1976; Adrian et Bourlier, 1980; Moulin et Galzy, 1984; Saulnier
et al., 1996).

Peu de données concernant les autres sels minéraux ont été relevées dans la littérature, a
l'exception du zinc, fer, cuivre, manganeése et cadmium pour lesquelles les valeurs
enregistrées dans la présente étude sont beaucoup plus élevées que celles d'Adrian et Bourlier
(1980), qui sont respectivement de 2; 2,8; 0,0047; 0,2 et moins de 0,6 mg/Kg M.S.

La variation de composition des différents lactosérums doux vient principalement du lait,
car la composition et les caractéristiques physicochimiques de ce dernier varient sensiblement
selon l'espece, la race et I’dge de I'animal. Ces caractéristiques varient également au cours de
la période de lactation, ainsi qu’au cours de la traite (Cagnin, 1993; Martin, 2001; Guiraud,

2003).
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Au vu des analyses physicochimique du lactosérum, il est évident que ce coproduit est tres

riche en nutriments.

En 2010, nous avions élaboré un milieu nommé "BMK" a base de lactosérum doux
déprotéiné, auquel est additionné un extrait de tomate et de I'extrait de levure (a des
concentrations 30 % et 1% respectivement). En effet, le lactosérum doux issu de la fabrication
du camembert et 1’extrait de tomate fraiche sont riches en matieres nutritives et présentent des
qualités adéquates pour ¢élaborer des milieux de culture de bactéries.

L’extrait de tomate est beaucoup moins riche en matiére grasse, présente un pH acide
(3,95), et une teneur moyenne en glucides (25,73g/L) et en cendres (3,72g/L) par rapport au
lactosérum. Le potassium est le principal minéral présent dans les cendres avec plus de 238
mg/L. Selon Cotte (2000), les sucres sont essentiellement représentés par le glucose et le
fructose. Par ailleurs, 1’acidité augmente avec la maturité du fruit, elle est due a la présence
des acides organiques tels que 1’acide malique et citrique. On trouve aussi des vitamines
(acide ascorbique, vitamines A, E et B), en quantités notables.

Les premiers résultats indiquent que le milieu BMK peut donc étre utilisé pour cultiver ces
bactéries lactiques, c’est la raison pour laquelle nous avons voulu examiner si leurs

principales caractéristiques technologiques étaient exprimées dans ces conditions trophiques.

3.3. Etude des caractéristiques technologiques en milien BMK

3.3.1. Résultats des parametres de croissance et production d'acide lactique en milieu
BMK

L'analyse de variance effectuée sur les parameétres de croissance, pH et production d'acide
lactique des souches appartenant aux genres Leuconostoc, Lactococcus et Lactobacillus, a 24
et 48 h d'incubation en milieu BMK et des milieux témoins (Mayeux, Mayeux m, M17 et
MRSm) a travers le test F (Tableau 10) révele que l'interaction entre les deux facteurs (souche

et milieu) affecte trés significativement (p<0,001) les trois parametres testés.
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Tableau 10: Résultats de I'analyse de variance (Test F, ANOVA) des parameétres de croissance, pH et production d'acide lactique

Leuconostoc Lactococcocus Lactobacillus
F F F F F F F F F
(souche) | (milieu) | (souche x milieu) (souche) | (milieu) | (souche x milieu) (souche) | (milieu) | (souche x milieu)

pH 24h 755 | 6836 9,60 3,48 ° | 29.23 4,65 46,38 | 21,34 6,26
pH 48h 20,98 | 38,16 10,60 1,87 0,77 ™ 6,64 " 14327 | 24,18 13,50
A. lactique (g/L) 24 h| 040™ | 4,77 8,39 " 45797 | 4926 7,447 26417 | 19,047 8,79
A. lactique (g/L) 48 h| 0,99™ | 443" 8,15 22227 | 029™ 937" 6561 | 58257 7,607
DO 24 h 1,89 | 34,627 7,937 2798 | 28,637 544" 86,72 | 62,54 7,60
DO 48 h 1,55™ | 21,977 931" 41,017 | 2.65™ 4,977 7490 | 74,957 8.86

ddl (souche) 12,10 19,1 30,15

ddl (milieu) 2,11 1,12 1,18

ddl (souche x milieu) 38,78 39,8 61,12

*: Significatif (p<0,05)

**: Trés significatif (p<0,001)

ns: Non significatif
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3.3.1.1. Croissance des souches lactiques en milieu BMK

La croissance des bactéries lactiques reste un phénomene fastidieux qui nécessite un apport

complexe aussi bien qualitativement que quantitativement, en éléments nutritifs.

Les résultats de la croissance obtenus d'une soixantaine de souches lactiques en milieu
BMK aprés une incubation de 24 et 48 h, sont montrés dans les figures (14, 15, 16, 17, 18,
19), ou on peut constater que toutes les souches testées croissent dans le milieu BMK et
atteignent des densités cellulaires importantes (0,5< DOgponm<8) ce qui indique que ce milieu

leur est favorable.

Les leuconostocs et, encore plus, les lactobacilles donnent des valeurs de densités optiques
plus ¢élevé que les lactocoques, comprises entre 1 et 5. La densité optique la plus élevée en
milieu BMK a été enregistrée pour la souche BH14 (DO = 4,92), et la plus faible est
enregistrée pour la souche CHBK323 (DO = 0,2) apreés 48 h d'incubation. On peut aussi
remarquer que certaines souches ont une croissance ¢élevée apres 24 h d'incubation par rapport

a celle enregistrés a 48 h, et d'autres ont une croissance ¢levée a 48 h.

6,00
5,00 T
—~ 4,00 I |
£ T
£ I !
S 3,00 - | T
= T
O Tr ™ Mayeux
2 2,00 §
Tr Mayeux m
1,00 ®BMK
T T
0,00
NPT RRN  S S . R A
S LTS E
FFFFFFssFTdTdTeTS S
Souche
Figure 14:

Croissance des leuconostocs en milieu BMK aprés 24 h d'incubation
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Figure 16 :

Croissance des lactocoques en milieu BMK aprés 24 h d'incubation
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Croissance des lactocoques en milieu BMK aprés 48 h d'incubation
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Figure 18 : Croissance des lactobacilles en milieu BMK aprés 24 h d'incubation
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Figure 19 : Croissance des lactobacilles en milieu BMK aprés 48 h d'incubation
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On remarque apres 24 h d'incubation, que la croissance est aussi en fonction de la souche
considérée : en effet on peut distinguer trois catégories de souches selon leur croissance dans
ce milieu :

e Des souches présentant des croissances identiques avec le milieu témoin (p>0,05).C'est
le cas des souches de lactocoques CHT4, CHT22, LVI12, H2.3 et GHBIS; de
leuconostocs CHBK309, CHBK310, CHBK312, CHBK315, CHBK316, CHBK319,
CHBK323, CHBK325, CHBK 326 et CHBK327; ainsi que des souches de lactobacilles
CHM9, CHM11, CHM12, CHM16, CHM17, CHM18, CHM19, CHM20, BH21, 9b,
LVKI12, LKK13, LVK14, LVK14, LVKI15, LVK29, LVK30, LVK3 et LVK32.

e Des souches présentant une différence de croissance significatif (p<0,05): on peut les
diviser en celles qui poussent mieux en milieu BMK et celles qui poussent mieux en
milieux témoins:

» Sur Milieu BMK : CHT19, LVS, H.3 et LVK11.
» Sur Milieu témoin : CHT26 et CHT17.

e Des souches présentant une différence de croissance tres significative (p<0,001) :

» Sur Milieu BMK :CHTD25, CHTD27, CHTD29, LVK9, CHBK314, CHBK318,
CHBK320, CHT24, CHT25, CHT27, V10.1, V11, LV4, LVS, V17 et OV5.

» Sur Milieu témoin: V7, V8, V14, V20, V21, V23, CHT3, CHTS, CHTI16,
CHT19 et CHT26.

On constate apres 48 h d'incubation, que toutes les souches de leuconostocs et lactobacilles
ont présenté des croissances similaires en milieu témoin et BMK. Par contre, les lactocoques
présentent une différence significative ou trés significative en faveur du milieu M17 a
l'exception des souches V11, LV4 et OV5 qui poussent mieux en milieu BMK. Les souches
CHT27, LV8, V17 et H2.3 présentent une croissance identique dans les deux milieux. Ceci

confirme les remarques faites précédemment.

3.4.1.2. Etude du pouvoir acidifiant des souches

Le pouvoir acidifiant des souches lactiques demeure l'une de leurs propriétés métaboliques
les plus recherchées vu son intérét en technologie laitiére. 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 matiére du lait, en intervenant comme
coagulant et aussi comme antimicrobien (Schmidt et al.; 1994). L’acide lactique produit est

aussi trées demandé dans divers procedes industriels et pharmaceutiques (Reddy et al., 2008).
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Les résultats obtenus sont montrés dans les figures (20, 21, 22, 23, 24, 25), ou on peut
constater que le comportement acidifiant de ces bactéries est variable d'une souche a I'autre. En
effet, la quantité de lactate produite aprés 24 h d'incubation se situe au voisinage de 4 g/L chez
les lactobacilles tels que CHM9, CHM11, CHM12, LVK9, LVK12, LVK32, a l'exception des
souches BH21, BH14, 9B,V7,V8,V14,V20,V21,V23 qui se démarquent en produisant une
quantité d'acide lactique plus élevée, entre 7 et 10 g/L, par rapport a la moyenne de I'ensemble
des souches testées.

Les leuconostocs et encore plus les lactocoques donnent des valeurs d'acidification
moyennes, voire faibles, comprises entre 1,5 et 4,2 g/L.. La quantité d'acide lactique la plus
¢levée produite a été enregistrée chez les souches de leuconostocs CHBK327, CHBK326 avec
4,2 g/L, et la plus faible, 1,5 g/L, est enregistrée chez les lactocoques CHT3, CHT22 et CHT25.

Toutes les souches testées ont montré une augmentation considérable de la production
d'acide lactique apres 48 h d'incubation ; les souches de lactobacilles sont les plus acidifiantes,
la quantité la plus élevée a été enregistrée chez la souche BH14 avec 18 g/L. Les lactocoques et
les leuconostocs sont moyennement acidifiants avec une moyenne de 4 g/L.

En accord avec Hassaine (2012), une accélération de croissance et de production de lactate
chez les lactobacilles est observée des que le pH baisse, contrairement aux lactocoques qui
atteignent rapidement un degré d'acidité plus avancé, causant ainsi chez ces bactéries une auto-

inhibition.
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Figure 20 : Production d'acide lactique par des souches de Leuconostoc en milieux

Mayeux, Mayeux m et BMK apres 24 h d'incubation a 30 °C
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Figure 21: Production d'acide lactique par des souches de Leuconostoc en milieux

Mayeux, Mayeux m et BMK apres 48 h d'incubation a 30 °C
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Figure 22: Production d'acide lactique par des souches de Lactococcus en milieux M17 et

BMK aprés 24 h d'incubation a 30 °C
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Figure 24 : Production d'acide lactique par des souches de Lactobacillus en milieux

MRSm et BMK aprés 24 h d'incubation a 30 °C
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Figure 25 : Production d'acide lactique par des souches de Lactobacillus en milieux

MRSm et BMK aprés 48 h d'incubation a 30 °C
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Apres 24 h d'incubation, des différences sont ¢galement observées pour un méme milieu et
en fonction de la souche : en effet, on peut distinguer trois catégories de souches selon leur
pouvoir acidifiant dans ce milieu :

e Celles produisant des quantités d'acide lactique identiques (p>0,05) avec le milieu
témoin : c'est le cas des lactocoques CHT3, CHT19, CHT22 et CHT26; des lactobacilles
CHM9, LVK9, LVKI11, LVKI12, LVK13, LVKI14, LVK15, LVK29, LVK30, LVK31,
LVK32; et des leuconostocs CHBK314, CHBK318 et CHBK325.

e C(Celles qui présentent une différence significative (p<0,05) en quantité d'acide lactique
produite : trois souches de leuconostocs (CHBK309, CHBK312 et CHBK315) et une
souche de lactocoque (GHB15) possédent un pouvoir acidifiant ¢levé en milieu BMK et
aucune souche sur les milieux témoins.

e Celles qui présentent une différence trés significative (p<0,001) en quantités d'acide
lactique produites : presque toutes les souches restantes sont plus acidifiantes en milieu
BMK a I'exception de six souches de lactocoques (CHT4, CHTS, CHTI16, CHT17,
CHT24 et CHT25) et huit lactobacilles (BH14, BH21, V7, V8, V14, V20, V21 et V23).

Apres 48 h d'incubation le tiers des souches produit des quantités identiques en milieu BMK
et milieu témoin, le reste des souches sont plus acidifiantes en milieu BMK (différences
significative et trés significative), a I'exception de quelque souches de lactobacilles (BH21,
BH14, CHTD?25, 9b, V7, V8, V14, V20, V21 et V23) qui sont plus acidifiantes sur milieu
MRSm.

3.3.2. Analyse en composantes principales (ACP)

La sélection des souches a été réalisée a partir d'une ACP des résultats obtenus

précédemment, dont on retient les contributions spécifiques sur les axes factoriels.

De plus, la similitude exprimée par deux ou plusieurs souches, nous a conduit a classer ces

derniers sur la base de leur pouvoir acidifiant et leur croissance.

Les variables propres de la matrice|de corrélation obtenus pour cette analyse (ACP) comme

combinaisons linéaires des variables de départ sont montrés dans les figures (26, 27 et 28). La
variation totale (100%) est répartie selon 7 ou 8 valeurs propres (selon le groupe bactérien
¢tudié¢) dont on ne garde que les valeurs propres (et direction propres) qui représentent au
moins 18% de variations. Seulement deux valeurs propres les plus élevés de la matrice de

corrélation sont retenues.
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Figure 28 : Représentation graphique des valeurs propres de la matrice des corrélations

des lactobacilles

Les deux premiers axes (Facteur 1, Facteur 2), ensemble, expliquent plus de 40% des
variances totales par rapport a la matrice de corrélation. La projection du nuage des points
représentant les souches étudiées et la position des variables utilisées sur le plan (F1, F2) sont

représentés dans les figures (29, 30 et 31).
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Figure 29 : Analyses en composantes principales pour les souches de Leuconostoc, pour

les variables milieu, pH, production d'acide lactique et croissance
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Figure 31: Analyses en composantes principales pour les souches de Lactobacillus, pour

les variables milieu, pH, production d'acide lactique et croissance.

Les différentes souches sont réparties selon deux axes, décrits par les variables
"croissance", "acidité produite" et les milieux utilisés "Mayeux", "Mayeux m", "M17",
"MRSm" et "BMK".

La proximité de l'extrémité du vecteur représentant une variable avec le cercle des
corrélations renseigne sur la qualité de représentation de cette variable, démontrant ainsi que
ces variables sont bien représentées dans le plan factoriel. En revanche, on observe clairement
la faible corrélation entre ces variables renseignées par l'ongle formé entre vecteur de chaque
variable, sauf dans le cas des variables exprimant la méme activit¢é métabolique tel que

l'acidité produite aprés 24 et 48 h qui semble étre fortement corrélée avec un angle formé qui
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tend ver 0°. La méme remarque peut étre faite pour la variable du milieu "BMK" et milieu
«Mayeux m» ou l'ongle formé ne dépasse pas les 3°.

Sur le plan factoriel (F1, F2), les souches de leuconostocs ayant des fortes contributions
spécifiques positives sont : CHBK309 (+ 0,57), CHBK310 (+ 0,38) et CHBK325 (+ 0,29). En
opposition les variables qui possédent des contributions spécifiques majeurs négatives sont :
CHBK327 (- 0,44), CHBK323 (- 0,27) et CHBK 325 (- 0.20). Chez les lactocoques, la souche
CHT27 a une forte contribution positive (+ 0,64). Les contributions spécifiques négatives
regroupent : CHT22 (- 0,47), CHT27 (- 0,25) et CHT19 (- 0,21). Par les résultats des
contributions spécifiques positives impliquent que les souches de Lactobacillus LVK30 et
BH14 ont une forte similarité respectivement (+ 0,88) et (+ 0,79). Les valeurs négatives
sélectionnent une seule souche CHTD27 (- 0,51).

A l'issue de cette analyse, il apparait évident que les souches CHBK309, CHBK325,
CHBK327, CHT27, BH14 et CHTD27 s'averent présenter un pouvoir acidifiant intéressant,

d'ou l'intérét de les retenir pour la suite des travaux expérimentaux.

3.3.3. Recherche du diacétyle

Le diacétyle a ét¢ identifié comme étant un des principaux composés d'arome des laits et
créemes fermentées tels le babeurre, le yaourt (Lee ef al., 1995), le beurre, le fromage cottage

(Hugenholtz et Starrenburg, 1992) et les fromages frais (Boumerdassi ef al., 1996).

La production de diacétyle a été recherchée chez toutes les souches sur les différents
milieux témoins et le milieu BMK. Les résultats obtenus sont donnés dans les tableaux (11, 12
et 13) et montrés dans la figure 32, ou on peut remarquer que l'intensité de la couleur rouge,
qui refleéte la quantité de diacétyle est variable d'une souche a l'autre et d'un milieu a l'autre.
En effet, aucune production de diacétyle n'est détectée chez les leuconostocs sur le milieu
Mayeux et Mayeux m. Ces résultats confirment ceux de Kalbaza (2010), qui elle aussi n'a
trouvé aucune production de diacétyle sur milieu Mayeux. Par contre la production sur milieu

BMK est plus importante et pour pratiquement toutes les souches testées.

Les lactocoques et, encore plus les lactobacilles montrent une production plus importante
en milieu BMK qu'en milieux témoins pour certaines souches, c'est le cas de V11, V17, OVS5,
V20. D'autres présentent le méme résultat positif en milieu témoin et en milieu BMK a
l'exception de cinq souches de lactobacilles (BH21, H3, CHTD25, CHTD27 et CHTD29) et
deux lactocoques (CHT26 et CHT3) qui ne produisent pas de diacétyle quelque soit le milieu.
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Ces résultats concernant les souches de lactobacilles confirment nos précédentes observations

(Benaissa,2010).

Ces observations nous permettent de dire que la production de diacétyle dépend en partie
de la composition chimique du milieu de culture, en particulier la présence de forte
concentration de citrate. De nombreux auteurs ont montré que plusieurs bactéries lactiques,
spécialement Lactococcus diacetylactis, utilisent le citrate pour produire les composés
d'arome tel que le diacétyle et I'acétoine (Schmitt et al., 1990; Starrenburg et Hugenholtz,
1991; Bassit et al, 1993; Hugenholtz et al, 1993). 1l a été¢ également démontré que la
croissance de Leuconostoc cremoris en présence du lactose est stimulée par le citrate, mais en
présence de citrate seul, aucune croissance n'est observée (Cogan, 1987; Schmitt et al., 1990;

Schmitt et Divies, 1991; Starrenburg et Hugenholtz, 1991).

De plus, Schmitt et al. (1988) ont conclu que certaines conditions de culture, telles qu'une

température de 22 °C et un pH de 4,8 augmentent la production de diacétyle.

Tableau 11 : Production de diacétyle par les leuconostocs

Milieux
Souches Mayeux | Mayeuxm | BMK
CHBK309 - - ++
CHBK310 - - +
CHBK312 - - +
CHBK314 - - +/-
CHBK315 - - +
CHBK316 - - +/-
CHBK318 - - +
CHBK319 - - ++
CHBK320 - - +
CHBK323 - - +
CHBK325 - - +
CHBK326 - - +
CHBK327 - - Al

+ : réaction positive ; ++ : réaction positive intense ; - : réaction négative, +/- : réaction douteuse
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Tableau 12 : Production de diacétyle par les lactobacilles

Milieux Milieux
Souches MRSm BMK Souches MRSm BMK
CHM9 + + V8 + +
CHM11 + + V14 + +
CHM12 + + V20 ++ ++
CHM16 + + V21 + +
CHM17 + + V23 + +
CHM18 + + LVK9 + +
CHM19 + + LVK11 + +
CHM20 + + LVK12 + +
BH14 + + LVK13 + +
BH21 - - LVK14 + +
H3 - - LVK15 + +
CHTD25 - - LVK29 + +
CHTD27 - - LVK30 + +
CHTD29 - - LVK31 + +
9b + + LVK32 + +
V7 + +

Tableau 13 : Production de diacétyle par les lactocoques

Souches

Milieux

M17

BMK

CHT3

CHT4

CHTS

CHT16

CHT17

CHT19

CHT?22

CHT24

CHT25

[+ |+

|| ][]

CHT26

CHT27

+

+

V10.1

+

Vi1

+
+

V17

+
+

H2.3

+

OVS

+
+

GHBI15

+
e

LV4

+
'

LV8

+
'

LV12

+
e
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Figure 32 :
Production de diacétyle par la souche LVK12 en milieux MRSm et BMK

3.3.4. Etude de 'activité protéolytique

L'activité protéolytique des souches a été recherchée sur milieu BMK et comparée a ceux
obtenus sur les milieux M17, MRSm, Mayeux et Mayeux m additionnés de 1% de lait écrémé
reconstitué a 10% (m/v). Apres incubation, cette activité s'est manifestée par 'apparition d'un
halo clair autour des colonies ensemencées en touches a la surface des géloses. Les résultats
sont exprimés en rapport (h/c) [h: diametre du halo clair (mm) ; ¢ : diameétre de la colonie

(mm)].

Les résultats obtenus sont montrés dans les figures (33, 34 et 35). On peut faire les remarques
suivantes :
e toutes les souches ont exprimé une activité protéolytique, a I'exception la souche de
Lactobacillus CHTD29.
e le comportement protéolytique de ces souches est variable selon la souche et le genre :
c’est le cas des souches de lactobacilles (CHM18, CHM19, CHM20, V7, V20, V21 et
V23) qui manifestent un halo de protéolyse plus élevé.
e Jactivité protéolytique est comprise dans I’intervalle 1,25-5 pour les lactobacilles,
l'intervalle 1,2-1,5 pour les lactocoques et l'intervalle 1,2-1,6 pour les Leuconostocs.
Ceci indique que les bactéries du genre Lactobacillus sont plus protéolytiques que les

lactocoques et les Leuconostoc.

Ces observations rejoignent celles de plusieurs auteurs (Donkor ef al., 2007; Monnet ef al.,

2008; Roudj et al., 2009). Les bactéries lactiques démontrent des potentialités différentes,
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liées a leur équipement enzymatique, pour l‘utilisation de la fraction azotée et les lactobacilles
présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée que les lactocoques.

On remarque aussi que le comportement protéolytique des souches testées en milieu BMK
est sensiblement similaire (rapport h/c) a celui obtenu en milieux témoins, a l'exception de
certaines souches ou ce comportement est variable d'un milieu a ’autre : c'est le cas de la
souche CHTD27 qui manifeste un halo de protéolyse plus ¢élevé dans le milieu BMK, et la
souche V8 qui est plus protéolytique en milieu MRSm.

Ces observations nous permettent de confirmer que l'activité protéolytique dépend en
partie de la composition chimique du milieu de culture. Ces mémes observations ont été
constatées au niveau de notre laboratoire par Zadi-Karam (1998), Drici (2000), Benaissa

(2010) et Hassaine (2012).

O Mayeux OMayeux m EBMK

Rapport (h/c)

SRR R R S B B . A

‘zs,‘é' Q&*&' Q/&*&' Q&*G Q&*G Q§$ ~2§$ ‘2&4' ‘zs,‘é' QS;&' Q/s;&'

< C C @) C < @) C C @) @)
Souche

Figure 33 :
Activité protéolytique des Leuconostocs en milieux Mayeux, Mayeux m et BMK
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Figure 34 :
Activité protéolytique des lactocoques en milieu M17 et BMK
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Figure 35 :
Activité protéolytique des lactobacilles en milieu MRSm et BMK
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Les résultats précédents montrent l'absence d'une éventuelle relation entre cette activité
protéolytique et le pouvoir acidifiant pour ces mémes souches. Cette observation a été aussi
rapportée par d'autres auteurs (Bottazi, 1962; Fontina et al., 1998; Hassaine, 2012). Dans
notre étude, les leuconostocs et lactocoques se révelent potentiellement acidifiants et ne
montrent pas d'activité protéolytique élevée. A l'inverse d'autres souches s'averent faiblement
acidifiantes et potentiellement protéolytiques, telles que la souche CHMI18, et enfin des
souches révélant un double potentiel en pouvoir acidifiant et en protéolyse, comme la souche
V20.

Un exemple de ces résultats obtenus est montré dans la figure 36 (a et b).

Figure 36 : Activité protéolytique des souches de Lactobacillus

(a) en milieu solide MRSm-lait (1%), (b) en milieu solide BMK-lait (1%)

L’ensemble de ces résultats indiquent que le milieu BMK peut tout a fait étre substitu¢ aux
milieux témoins pour cultiver des bactéries lactiques et rechercher des propriétés d’intérét

technologiques. Ceci nous a encouragés a tester ce milieu en condition de fermenteur.

%
o
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3.4. Cinétique de croissance, de production d’acide lactique et de consommation du

lactose en fonction du temps

Pour cette étude nous avons retenu les souches CHBK309, CHBK325, CHBK327, CHT27,
BH14 et CHTD27.
3.4.1. Croissance et production d’acide lactique

Les figures 37 a 48 montrent les cinétiques de croissance et d’acidification pour les

souches cultivées en fermenteur en mode discontinu a pH libre en milieu BMK et les milieux

témoins.
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Figure 37 : Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu M17

de la souche CHT27
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Figure 38 : Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu BMK
de la souche CHT27
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Figure 39 :

de la souche CHBK309
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Figure 40 :

de la souche CHBK309
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Figure 41 :

Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu Mayeux m

de la souche CHBK325
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Figure 42 :

Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu BMK
de la souche CHBK325
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Figure 43 :
Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu Mayeux m
de la souche CHBK327
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Figure 44 :
Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu BMK
de la souche CHBK327

100



Résultats et discussion

=—D.0 —A—Acidit¢ —#—pH
~ 16 6
3 14
o)
b -5
g_ 12
g 10 -4
(5]
2 ¢ ﬁr‘""‘\‘ -2
= 4
E . -1
=
=
‘o" 0 - 0
=] 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Temps (h)

Figure 45 :
Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu MRSm
de la souche BH14
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Figure 46 :
Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu BMK
de la souche BH14
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Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu MRSm

de la souche CHTD27
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Figure 47 :

Croissance, production d’acide lactique et évolution du pH en milieu BMK

de la souche CHTD27
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On peut faire les remarques suivantes :

La croissance bactérienne, pour toutes les souches et dans les différents milieux, se
déroule selon un schéma classique d’une culture discontinue. Pendant la phase
exponentielle et simultanément a la croissance bactérienne il ya production d’acide
lactique : c’est le cas d’une production associée a la croissance.

Pour les souches CHBK309 et CHTD27, la phase exponentielle de croissance
débute plus tot dans le milieu témoin (aprés environ 2 h et 6 h respectivement) que
dans le milieu BMK (aprées environ 6 h et 8 h respectivement), par contre pour les
autres souches, il n’y a pas de différence dans les deux milieux de culture.

On remarque aussi qu’apres la phase exponentielle, il y a production d’acide
lactique méme si la croissance cellulaire est pratiquement arrétée. Ceci s’explique
par le fait qu’en fin de fermentation, la croissance s’arréte plus rapidement que la
production d’acide lactique, car elle est plus sensible aux phénomeénes d’inhibition
par ’acide lactique. La production d’acide lactique devient dépendante de la
concentration bactérienne et 1’activité bactérienne existe encore pendant cette

période. Les deux phénomenes sont alors découplés.

3.4.2. Consommation du substrat

Le tableau 14 montre les concentrations du substrat dans les milieux au début et a la fin de

la cinétique bactérienne.

Tableaul4 : Concentration du substrat

Souche Milieu So Sr
Mayeux m 20 0
CHBK309 BMK 49,32 24,82
Mayeux m 20 0
Leuconostoc | CHBK325 BMK 49,32 23,5
Mayeux m 20 0
CHBK327 gk 4932 28,5
MRSm 20 0
BH14 BMK 49,32 30,15
Lactobacillus . :
MRSm 20 0
CHTD27
BMK 49,32 314
M17 5 0
Lactococcus CHT27 BMK 4932 29,32

Sy: Concentration du sucre initiale (g/L) ; Sg: Concentration du sucre résiduelle (g/L)
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Pour toutes les souches aprés 32 h de croissance sur les milieux témoins la totalité du sucre
a été consommeée ; par contre dans le milieu BMK en moyenne 23 g/L. de sucre restent non
consommés alors que la croissance est pourtant arrétée.

Ces observations rejoignent celles faites par Engasser (1993), qui lors de la modélisation
de la fermentation lactique par Lactobacillus casei, a montré que le glucose continu a étre

transformé en acide lactique alors que la croissance bactérienne est pratiquement arrétée.

3.5. Modg¢le cinétique et estimation des parametres

Dans cette partie, nous présentons les résultats obtenus avec le milieu BMK et les milieux
témoins, a I’aide des méthodes de Gauss-Newton et des moindres carrés (Isqcurvefit), qui
ajustent les courbes théoriques et les résultats expérimentaux et ce en optimisant les
parametres des modeles (figures 49-60). Les valeurs optimisées sont données dans le tableau
15.

A partir des données des parametres cinétiques et d’une synthése bibliographique de
plusieurs modeles comme nous I’avons vu précédemment, il a été¢ déduit qu'il est convenable
de travailler selon le modéle non structuré pour des cultures en batch sans pH controlé de
Balannec ef al. (2007). Ce modele correspond tant a la croissance expérimentale qu'aux
données de la production d'acide lactique, et a été validé dans des conditions de culture
diverses, a savoir pour une grande gamme de supplément d'azote au lactosérum.

Dans le modéele développé, il a été considéré le modele de Verlhust pour décrire la

cinétique de croissance (Eq. (1)), qui peut facilement étre intégré pour donner la biomasse

(Eq. (2)).

dp X
— = 1- Eq. (1

max

e Hinaxt

X =X,X Eq. (2)

max

_ Himax !
Xoax — Xo T Xp€

mq

Dans ce travail, les expériences ont ¢té effectuées en pH non contrélé. Pour décrire la
production d'acide lactique, le modele de Luedeking-Piret (Luedeking et Piret, 1959) a été
modifié¢ par Balannec et al. (2007), en introduisant un terme supplémentaire qui prend en

compte l'inhibition par I'acide lactique non dissoci¢ (Eq. (3)).
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dp _ LA
=A +Bx(1 [HL]MJ Eq. (3)

ou A et B sont les coefficients de croissance associée ou non associée a la production,
respectivement ; [HL];n, est la concentration inhibitrice d'acide lactique non dissocié, 8,5 g/L
(Amrane et Prigent, 1999). La concentration d'acide lactique non dissoci¢e [HL] est calculée
en utilisant I'équation de Henderson-Hasselbach (Eq. (4)), la concentration d'acide lactique

totale et le pH correspondant, la valeur du pKa de 1'acide lactique étant de 3,8.

[HL]=—L£ Eq. (4)

1410 PPk

Il a ét¢ montré par Amrane et Prigent (1997) que le meilleur critére pour caractériser la
relation entre la croissance et la production d'acide lactique est sa détermination a partir d'une
comparaison directe des coefficients A et B, qui sont déduits par l'intégration des équations

(5) et (6) respectivement.

a _ &

i A i Eq. (5)
dp _ g fy HL] Eq. (6)
dt [HL ]inh
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Tableau 15 : Parameétres optimaux estimés pour la fermentation lactique

Milieu Paramétres optimisés
Souche de
culture
XO Xmax Wmax A B SD2 Pcal,f [HL]cal,f [L-]cal,f
2 | Bl 0,11[7,05]0,30[0,22] 0,39 [22,84]13,09] 890 | 4.19
§ carp27 | MRSM 44 5518,39[0,26(2.49] -0,15 | 7,59 [14.07| 990 | 4.17
S [ Buis 0,07[6,15]0,35[0,95] 0,06 [ 0,62 946 569 | 3.76
Q
S [camm27| BMK 1601(6,56 [0,40[0,79]-0,0002] 0,49 s16| 216 | 3.00
CHBK309 0,0510,37(0,1913,30| 0,47 | 0,47 | 4,89 | 0,04 4,85
Mayeux m
o [cHBK32s 0,02|1,17[030(0,68 0,14 [025]383| 323 | 2.65
§ CHBK327 0,03 1,15]0,26(2,36| 0,10 | 1,41 | 468 | 247 | 221
S [CHBK309 0,01[1,51]045[0,97] 0,10 [ 0,79 [ 482 | 058 | 4,24
S [cmBxas] BMK Ho 041,10 [0,25]031] 023 [ 0,50 [ 468 | 217 | 253
CHBK327 0,02 0,93 [0,27(4,75] 0,005 [ 046 [ 445 218 | 227
g vz lo.15|1,17/0,17|0,61| 0,07 | 040|238 0,67 | 1,71
S | cHT27
S
3 BMK 0,10(1,31]023[031| 040 |0,13]396| 1,77 | 2,19
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Tableau 16 : Parameétres expérimentaux pour la fermentation lactique

Paramétres expérimentaux
Souche Milieu de
culture Xinax Peps [HL] exp. pH;
2 BH14 741 | 145 9,86 3,48
% CHTD27 MRSm 8,27 15,65 11,02 3,43
S
§ BH14 6,55 | 10,00 6,02 3,62
3 CHTD27 BMK 6,47 535 2.24 3.94
CHBK309 0,41 4,60 0,41 4.8
g CHBK325 Mayeux m 1,21 3,58 1,10 4,15
2 | cHBk32 L19 | 427 | 225 3,75
N
§ CHBK309 1,52 4,7 0,57 4,66
S CHBK325 BMK 1,20 | 435 2,00 3,87
CHBK327 0,94 4.45 2,18 3,82
2 1,21 2,50 0,71 4,20
S CHT27 M17
S
§ 1,33 | 380 | 1,70 3,89
5 BMK
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Figure 49 : Cinétique de croissance de la souche CHBK 309 en milieu Mayeux m et BMK
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Figure 50 : Cinétique de production d'acide lactique de la souche CHBK 309
en milieu Mayeux m et BMK
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Figure 51: Cinétique de croissance de la souche CHBK 325 en milieu Mayeux m et BMK
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Figure 52 : Cinétique de production d'acide lactique de la souche CHBK 325
en milieu Mayeux m et BMK
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Figure 53: Cinétique de croissance de la souche CHBK 327 en milieu Mayeux m et BMK
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Figure 54: Cinétique de production d'acide lactique de la souche CHBK327
en milieu Mayeux m et BMK
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Figure 55: Cinétique de croissance de la souche BH 14 en milieu MRSm et BMK
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Figure 56: Cinétique de production d'acide lactique de la souche BH14
en milieu MRSm et BMK
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Figure 57: Cinétique de croissance de la souche CHTD 27 en milieu MRSm et BMK
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Figure 58: Cinétique de production d'acide lactique de la souche CHTD 27 en milieu
MRSm et BMK
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Figure 59: Cinétique de croissance de la souche CHT27 en milieu M17 et BMK
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Figure 60: Cinétique de production d'acide lactique de la souche CHT 27
en milieu M17 et BMK

Pour tous les milieux et les souches testés le modele de Verlhust correspond aux données

de croissance expérimentale.

En effet, comme attendu, la concentration en biomasse maximale des souches de

lactocoques et leuconostocs testés (a 1'exception de la souche CHBK327) est plus ¢levée en

milieu BMK (tableau 15).

De plus toutes les souches ont montré une vitesse spécifique de croissance maximale plus

rapide en milieu BMK a I'exception de la souche CHBK325.

Il est a noter, que comme pour la concentration en biomasse maximale, la production
d'acide lactique finale et la quantité finale d'acide lactique non dissociée des souches de

lactocoques et leuconostocs testés (a I'exception de la souche CHBK327) est plus élevée en

milieu BMK (tableau 16).

Pour tous les milieux et les souches testés le modele de Luedeking-Piret correspond aux

données de production expérimentale.

Les valeurs les plus élevées du coefficient A pour la croissance associée a la production et

les valeurs les plus faibles du coefficient B pour la croissance non-associée a la production
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sont enregistrées pour toutes les souches de Leuconostoc sur milieu BMK et milieux témoins,
pour la souche BH14 sur milieu MRSm et pour la souche CHT17 sur milieu BMK (tableau
15).

On remarque aussi qu’apreés la phase exponentielle, il y a production d’acide lactique
méme si la croissance cellulaire est pratiquement arrétée. Ceci s’explique par le fait qu’en fin
de fermentation, la croissance s’arréte plus rapidement que la production d’acide lactique, car
elle est plus sensible aux phénoménes d’inhibition par I’acide lactique. Plusieurs recherches
ont montré que les deux concentrations de I’acide lactique dissocié€ et non dissocié¢ ont des
effets d’inhibition, dans lesquels on peut citer les travaux effectués par Fu et Mathews (1999).
Ces auteurs ont noté que la forme non dissociée est la plus inhibitrice.

Amrane (1990) et White et al. (1976) ont montré qu’un milieu limitant en phosphore
augmente considérablement la productivit¢ volumique en acide lactique. Les auteurs
expliquent ce résultat de la maniere suivante : lorsque le phosphore est limitant, le pool
d’ATP doit étre rephosphorylé plus vite, ce qui entraine une production plus rapide de 1’acide

lactique.

Les travaux de Konings et Otto (1983) et Amrane (2001), ont montré que lorsque le pH du
milieu extérieur diminue, par 1’accumulation des acides organiques (acide lactique), la
bactérie lactique maintient son pH intracellulaire plus alcalin (pH=6,6) que le milieu
extracellulaire, car les cellules excretent rapidement 1’acide lactique dissocié dans le milieu
extracellulaire. De plus la membrane cellulaire est imperméable pour les protons
extracellulaires (molécule de lactate) (Hutkins et Nannen, 1993). La différence de pH entre le
cytoplasme et le milieu extracellulaire forme un gradient de pH ( pH). Pour excréter les
protons a 1’extérieur, la bactérie consomme I’ATP en activant ’enzyme H', ATPase (Nannen
et Hutkins, 1991), mais en fin de phase exponentielle de croissance, la quantit¢ d’ATP
disponible ne suffit plus, le gradient de pH disparait, les activités hexokinasiques baissent et
entrainent 1’inhibition de la croissance et de I’activité des enzymes intracellulaires telles que

la B-galactosidase.

Chez les souches de leuconostocs et lactocoques testées la concentration d'acide lactique
libre finale est au-dessous du seuil d'inhibition, mais malgré cela la croissance est arrétée.
Plusieurs auteurs ont montré qu'en absence d'inhibition par l'acide lactique, l'arrét de la
croissance est dii a une limitation nutritionnelle, déficience en sources de peptide (Turner et

Thomas, 1975; Mozzi et al., 1994) ou en facteurs de croissance (Major et Bull, 1985;
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Aeschlimann et Von Stockar, 1989). Fu et Mathews (1999) ont remarqué que les valeurs des
rendements de la biomasse par rapport au substrat carboné (Y, s ) mentionnés n’indiquent pas
la quantité exacte du substrat qui a été transformée en produit, parce que le milieu utilisé dans
la fermentation anaérobie ne contient pas seulement le lactose, mais aussi de la peptone et de
I’extrait de levure. Ces produits contiennent des protéines, des vitamines et d’autres ¢léments

nutritionnels nécessaires pour la croissance de la bactérie Lactobacillus plantarum.

Ceci confirme bien les résultats des concentrations des sucres résiduels mentionnés dans le

tableau 14.
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Conclusion

Au regard de la pénurie constante des matieéres premicres énergétiques et alimentaires, la
valorisation des sous-produits constitue une des premieres étapes de 1’engagement
environnemental de la société et permet de majorer I’image des entreprises aupreés des
différents interlocuteurs (clients, fournisseurs, média...) de plus en plus exigeants en terme
d’¢éthique et de respect de 1’environnement. La valorisation des sous-produits s’inscrit aussi

dans une démarche de développement durable.

A travers ce travail, nous avons développé un milieu de culture a base de lactosérum doux
que nous avons testé pour la culture d’une soixantaine de souches lactiques appartenant a trois

genres (Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc).

Les analyses physico-chimiques du lactosérum doux issu de la fabrication du camembert
montrent que ce dernier est riche en matiéres nutritives et qu’il présente des qualités

adéquates pour ¢laborer des milieux de culture de bactéries.

Dans ce milieu de culture (lactosérum additionné d’un mélange de jus de tomate et
d’extrait de levure), le lactosérum déprotéinisé s’est révélé pauvre en matiere grasse, a pH
neutre, ce qui en fait un lactosérum doux, avec une teneur moyenne de lactose de 47 g/L et de
cendres de 6,32 g/L, dont le potassium est le principale minéral avec une concentration de

16,4 g/Kg.

L’¢tude de la croissance et de certaines caractéristiques d’intéréts technologiques (activité
protéolytique, production d’acide lactique et de diacétyle de ces souches sur milieu optimisé a
base de lactosérum, par rapport aux milieux de culture témoins) a révélé que les résultats
enregistrés avec le milieu BMK sont tout a fait comparables et parfois meilleurs que ceux

obtenus avec les milieux témoins Mayeux, Mayeux m, M17 et MRSm.

Ces activités se sont exprimées d’une manicre trés hétérogéne, ce qui nous a amené a
recourir a une analyse en composantes principales (ACP) afin d’élire la ou les souches les
plus performantes sur le milieu optimisé (milieu BMK). Cette analyse a permis de montrer
que certaines souches forment un groupe distinct dans le sens positif et négatif des vecteurs
des variables formés : c’est le cas des souches CHBK309, CHBK325, CHBK327, CHT27,
BH14 et CHTD27. Ces souches présentent des propriétés d’intérét technologique
intéressantes (croissance, production d’acide lactique dans le milieu BMK, en fermenteur en
mode discontinu et dans des conditions de pH non contrdl¢) pour lesquelles nous avons établi

un modele mathématique de fermentation.
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L’¢étude comparative des cinétiques d’acidification, de croissance, de consommation du
substrat, réalisée avec les souches CHBK309, CHBK325, CHBK327, CHT27, BH14 et
CHTD?27, a montré que la croissance bactérienne se déroule selon un schéma classique d’une
culture discontinue, pour les six souches et dans les deux milieux (BMK et milieu témoin).
Pendant la phase exponentielle, et simultanément a la croissance bactérienne, il ya production
d’acide lactique : c’est le cas d’une production associée a la croissance. Apres cette phase, il y
a production d’acide lactique méme si la croissance cellulaire est pratiquement arrétée. Pour
toutes les souches apres 30 h de croissance sur les milieux témoins, la totalité du sucre a été
consommee, par contre dans le milieu BMK une moyenne de 23 g/LL de sucre reste non

consommee et la croissance est pourtant arrétée.

D’apres la modélisation de la fermentation lactique en condition de pH non contr6lé, il a
été déduit que le modele Verlhust décrit correctement la cinétique de croissance des bactéries.
La cinétique de la production d’acide lactique, décrite par une modification du modele
Luedeking-Piret, réveéle que la croissance de la bactérie et la production d’acide lactique
seront inhibées par 1’acide lactique indissocié¢ [HL]. Les parameétres cinétiques de ces modeles
ont été estimés par I’utilisation des deux routines d’optimisation : la méthode des moindres
carrés (Isqeurvefit) et la méthode de Gauss-Newton. Les résultats calculés d’apres les modeles
de la croissance et la production d’acide lactique concordent bien avec ceux obtenus

expérimentalement.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail permet d’envisager plusieurs

perspectives :
- Tester le milieu BMK pour des cultures mixtes, en vue de mettre en évidence les
interactions bactériennes (inhibitions, stimulations).
- Tester ce milieu en conditions de fermenteur en mode de fermentation en continu.
- Evaluer la production des métabolites en utilisant ce milieu (production d’EPS, ...).

- Tester le milieu BMK pour d’autres caractéristiques technologiques (protéolyse,

lipolyse, ...).
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Annexe 1

Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) :

Peptone trypsique
Peptone pepsique de viande
Peptone papainique de soja
Extrait de levure
Extrait de viande
B-glycérophosphate de sodium
Sulfate de magnésium
Acide ascorbique
Lactose
Agar
Eau distillée gsp

pH=7,2
Stérilisation a 120 °C pendant 20 minutes

Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharpe, 1960) :

Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose
Acétate de sodium
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganese
Phosphate dipotassique
Tween 80
Eau distillée gsp
Agar
pH=6,5
Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

Annexes

2,5g
2,5¢g
5¢g
2,5g
5,5¢
19g
0,25¢g
0,5¢g
S5g
15¢
1000 ml

10g
10g
S5g
20g
5¢g

Ig
0.1g
0,05¢g
2g
Iml
1000ml
15¢
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Milieu MRS modifi¢ (MRSm):

Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure
Lactose
Acétate de sodium
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganese
Phosphate dipotassique
Tween 80
Eau distillée gsp
Agar

pH= 6,5

Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

Milieu Mayeux (Mayeux et al., 1962) :

Tryptone
Extrait de levure
Citrate de sodium
Glucose
Saccharose
Gélatine
Azide de sodium
Eau distillée gsp
pH=7

Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

5. Milieu Mayeux modifié¢ (Mayeux m) :

Tryptone

Extrait de levure
Citrate de sodium
Lactose

Gélatine

Azide de sodium
Eau distillée gsp

pH=7

Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

Annexes

10g
10g
5¢g
20g
5¢g

Ig
0.1g
0,05g
2g
Iml
1000ml
15g

10g

S5g

lg

S5g

100g
2,5¢
0,0075g
1000ml

10g

S5g

lg

20g
2,5¢g
0,0075¢g
1000ml
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Annexes

Milieu BMK (Benaissa, 2010) :

La composition de ce milieu a base de lactosérum doux est pour 1 litre :

Lactosérum 700ml

Jus de tomate 300ml

Extrait de levure 10g

Sulfate de magnésium 0,1g

Sulfate de manganese 0,05¢g

Agar 15¢
pH=15,7

Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

Lait écrémé :

Utilis¢ pour la conservation des souches et I’é¢tude de I’activité
protéolytique des bactéries :

Lait écrémé 10g
Extrait de levure 0,5¢g
Eau distillée gsp 100ml

Stérilisation a 120°C pendant 10 minutes.

Tampon phosphate sodium:

KH,PO, 1M 1,36% (m/v)
NazHPO4 1M 3,58% (m/V)
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Annexe 2

Réactifs utilisés pour la méthode de Bertrand :

» Liqueur Tartrique :
Tartrate double Na,K
Soude

Eau distillée gsp

» Liqueur cuivrique :
Sulfate de cuivre
Eau distillée gsp

» Liqueur ferrique :
Sulfate ferrique

Acide sulfurique

Eau distillée gsp

» Ferrocyanure de K4

> Acétate de zinc

200 g
150g
1000ml

40g
1000ml

50g
200g
1000ml
106 g/l

30%

Le taux du sucre interverti est calculé (en %) selon la formule :

[%]= Masse du sucre interverti (Tableau) . volume de la prise d’essai

100

Volume de 1'échantillon a dosé

Masse de la prise d’essai

1000

Annexes
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Dosage des sucres par la technique de G. Bertrand :

Table de conversion

Annexes

KMnO, N/10 GLUCOSE SUCRE INTERVERTI
en ml en mg en mg
7,0 22,2 22,0
7,1 22,5 22,4
72 23,0 22,7
7,3 23,2 23,0
7,4 23,5 23,4
7,5 24,0 23,7
7,6 24,2 24,1
7,7 24,5 24,4
7,8 25,0 24,7
7.9 25,2 25,1
8,0 25,5 25,5
8,1 26,0 25,8
8,2 26,2 26,1
8,3 26,6 26,5
84 27,0 26,8
8,5 27,2 27,1
8,6 27,6 27,5
8,7 28,0 27,8
8.8 28,2 28,1
8,9 28,6 28,5
9,0 29,0 28,8
9,1 29,2 29,1
92 29,6 29,5
9,3 30,0 29,8
9,4 30,2 30,1
9,5 30,6 30,5
9,6 31,0 30,8
9,7 31,3 31,1
9.8 31,6 315
9,9 32,0 31,8
10,0 32,3 32,2
10,1 32,7 32,5
10,2 33,0 32,9
10,3 33,4 33,3
10,4 33,7 33,6
10,5 34,0 33,9
10,6 34,4 34,3
10,7 34,7 34,6
10,8 35,1 35,0
10,9 35,5 35,3
11,0 35,8 35,6
11,1 36,1 36,0
11,2 36,5 36,4
11,3 36,8 36,7
11,4 37,1 37,0
11,5 37,5 37,4
11,6 37,8 37,7
11,7 38,2 38,1
11,8 38,5 38,4
11,9 38,8 38,7
12,0 39,2 39,1
12,1 39,6 39,4
12,2 39,9 39,7
12,3 40,3 40,2
12,4 40,6 40,5
12,5 41,0 40,8
12,6 41,3 41,2
12,7 41,7 41,5
12,8 42,0 42,0
12,9 42,4 42,3
13,0 42,7 42,6
13,1 43,1 43,0

KMnO; N/10 | GLUCOSE | SUCRE INTERVERTI
en ml en mg en mg
13,2 43,4 43,3
13,3 43,8 43,7
13,4 44,1 44,1
13,5 44,5 44,4
13,6 45,0 44,7
13,7 45,2 45,2
13,8 45,6 45,5
13,9 46,0 45,9
14,0 46,3 46,3
14,1 46,7 46,6
14,2 47,0 47,0
14,3 47,4 47,3
14,4 47,7 47,6
14,5 48,1 48,0
14,6 48,5 48,4
14,7 48,8 48,8
14,8 49,1 49,1
14,9 49,5 49,5
15,0 49,8 49,8
15,1 50,2 50,2
15,2 50,5 50,5
15,3 51,0 51,0
15,4 51,3 51,3
15,5 51,6 51,6
15,6 52,0 52,1
15,7 52,4 52,4
15,8 52,7 52,7
15,9 53,1 53,1
16,0 53,5 53,5
16,1 54,0 53,9
16,2 54,2 54,2
16,3 54,6 54,6
16,4 55,0 55,0
16,5 55,3 55,3
16,6 55,7 55,7
16,7 56,1 56,1
16,8 56,4 56,4
16,9 56,8 56,9
17,0 57,1 57,2
17,1 57,5 57,5
17,2 57,8 57,9
17,3 58,2 58,3
17,4 58,6 58,7
17,5 59,0 59,0
17,6 59,3 59,4
17,7 59,7 59,8
17,8 60,0 60,1
17,9 60,4 60,4
18,0 60,8 61,0
18,1 61,2 61,3
18,2 61,6 61,6
18,3 62,0 62,1
18,4 62,3 62,4
18,5 62,8 62,9
18,6 63,1 63,2
18,7 63,4 63,5
18,8 63,8 64,0
18,9 64,2 64,4
19,0 64,5 64,8
19,1 65,0 65,1
19,2 65,2 65,4
19,3 65,7 65,9
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KMnO4 N/10 GLUCOSE | SUCRE INTERVERTI

en ml en mg en mg
27,1 96,3 97,0
27,2 96,6 97,3
27,3 97,1 97,9
27,4 97,5 98,2
27,5 98,0 98,6
27,6 98,3 99,1
27,7 98,7 99,4
27,8 99,1 99,9
27,9 99,5 100,0
28,0 100,0

KMnO4 N/10 GLUCOSE | SUCRE INTERVERTI
en ml en mg en mg
19,4 66,0 66,2
19,5 66,4 66,5
19,6 66,8 67,1
19,7 67,1 67,4
19,8 67,5 67,8
19,9 68,0 68,2
20,0 68,3 68,7
20,1 68,7 69,0
20,2 69,0 69,3
20,3 69,4 69,7
20,4 69,8 70,1
20,5 70,2 70,5
20,6 70,5 71,0
20,7 71,0 71,3
20,8 71,3 71,6
20,9 71,7 72,1
21,0 72,1 72,4
21,1 72,5 72,9
21,2 72,8 73,2
21,3 73,3 73,6
21,4 73,6 74,1
21,5 74,0 74,4
21,6 74,5 74,9
21,7 74,8 75,2
21,8 75,3 75,6
21,9 75,6 76,0
22,0 76,0 76,4
22,1 76,4 76,8
22,2 76,8 77,2
22,3 77,2 77,6
22,4 77,6 78,0
22,5 78,0 78,3
22,6 78,4 78,8
22,7 78,7 79,2
22,8 79,1 79,5
22,9 79,5 80,0
23,0 80,0 80,3
23,1 80,3 80,8
23,2 80,6 81,1
23,3 81,1 81,5
23,4 81,5 82,0
23,5 81,8 82,3
23,6 82,3 82,8
23,7 82,6 83,2
23,8 83,0 83,5
23,9 83,5 84,0
24,0 84,0 84,4
24,1 84,3 84,8
24,2 84,7 85,2
24,3 85,1 85,6
24,4 85,5 86,0
24,6 90,3 90,9
24,7 90,6 91,2
24,8 91,0 91,6
24,9 91,5 92,1
26,0 92,0 92,5
26,1 92,3 93,0
26,2 92,7 93,3
26,3 93,1 93,8
26,4 93,5 94,1
26,5 94,0 94,5
26,6 94,3 95,0
26,7 94,7 95,3
26,8 95,1 95,8
26,9 95,5 96,2
27,0 96,0 96,6
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In this study, the potential use of sweet whey as a base medium for lactic acid bacteria culture and its
effect on the technological characteristics of lactobacilli was evaluated. Bacteria were grown on raw or
deproteinized whey supplemented with different amounts of yeast extract and/or tomato juice. Results
obtained showed that biomass production on whey supplemented with yeast extract was higher than
those observed with tomato juice. Whilst, supplementation by either whey, tomato juice or yeast extract
increased significantly the growth of both lactic acid bacteria, the performance was in the same range
as that on a modified MRS medium. Additionally, acidification and proteolytic activities resulting from
control and modified MRS medium were of comparable values. The present investigation demonstrates
that sweet whey can be used as an alternative substrate for lactic acid bacteria cultural purposes and
provide opportunity to make a new growth medium with low cost.

Key words: Acidification, bacterial growth, Lactobacillus, proteolytic activity, sweet whey, tomato juice, yeast

extract.

INTRODUCTION

Many sub-products of food industry that are released into
the environment are a source of pollution. Among these,
we are interested in whey from dairy industry. This sub-
product is still poured in large quantities, simply in rivers
and sewers. Because of its biochemical composition
(lactose, proteins, vitamins), whey is an excellent culture
medium for microorganisms and thus is a great source of
pollution (Boudjema et al., 2009). In order to promote
these high tonnages whey, we are interested in using

sweet whey as a culture medium for lactic acid bacteria
(LAB).

Indeed, LAB are demanding nutritionally (Desmazeaud,
1983), and culture media have to be supplemented with
various peptide sources and growth factors (Pritchard
and Coolbear, 1993; John et al., 2007). Rich and
complex media, like MRS (De Man et al., 1960) or M17
(Terzaghi and Sandine, 1975) are available and
especially suitable for the culture of LAB: they contain
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complex nitrogen supplementation, like peptones, yeast
extract and meat extract, supplying LAB growth with
peptidic nitrogen and growth factors. But, their use is
limited to specific uses because of their high costs. This
is why many researchers are interested in optimization of
culture media for LAB by adding different sources of
nitrogen like ram horn (Kurbanoglu, 2004), corn steep
liquor (Cornelius et al., 1996; Marcela et al., 2016), whey
protein hydrolysates (Mc Comas and Gilliland, 2003;
Watanabe et al., 2004), malt sprout extract, casein
hydrolysates (Vahvaselk& and Linko, 1987; Chiarini et al.,
1992; Horackova, 2014), baker’'s yeast cells (Altaf et al.,
2007), vegetal substrates (Gardner et al., 2001; Nancib et
al., 2001; Charalampopoulos et al., 2002; Djeghri-Hocine
et al., 2006; Djeghri-Hocine et al., 2007a), sugarcane
juice (Preeti et al., 2016), Palmyra palm jaggery (Reddy
Tadi et al.,, 2017), and de-lipidated egg yolk (Djeghri-
Hocine et al., 2007b). The most efficient nitrogen source
seems to be yeast extract (Aeschlimann and Von Stokar,
1990; Arasaratnam et al., 1996; Goéksungur and Gliveng,
1997; Guha et al.,, 2013; Vethakanraj et al., 2013). But
this is costly in industrial production. Therefore, attempts
have been made to replace the yeast extract (Baralle and
Borzani, 1988; Amrane and Prigent, 1993; Amrane, 2000;
Gaudreau et al., 2005; Timbuntam et al., 2006).

Furthermore, other interesting constituents for the
growth of bacteria and especially Lactobacillus genus
that was studied, is the tomato juice, rich in simple
sugars, minerals and vitamins. It stimulates growth,
increases bacterial biomass, with shorter generation time
and improves production of acid in medium (Gibson and
Abdel-Malek, 1945; Miller and Puhan, 1980; Babu et al.,
1992).

In our work, we investigated the possibility of
valorization of sweet whey as culture medium for lactic
acid bacteria belonging to Lactobacillus genus.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains

The following strains used in this work belong to the collection of
the Laboratory of Biology of Microorganisms and Biotechnology,
University of Oran 1 Ahmed Ben Bella, Algeria: Lactobacillus
plantarum BH14; Lactobacillus casei CHTD27, Lactobacillus sp.
CHM11 isolated from raw camel milk, Lactobacillus sp. V8 and V14
isolated from fresh ovin meat and Lactobacillus sp. LVK9, LVK11,
LVK12 isolated from cow’s raw milk.

Media

Culture medium used was upon sweet whey, from local
manufacturing plant soft cheeses (camembert) and tomato juice
(TJ). Whey was deproteinized by heating in a water bath at 100°C
for 30 min, then centrifuged at 5000 rpm for 15 min. The
supernatant was filtered through a standard paper filter (DURIEUX,
ref: 66301130). The same procedure, except the heat treatment
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was performed on the tomato after scraping (Boudjema et al.,
2009).

Deproteinized whey was then supplemented with various
concentrations of yeast extract (YE) and/or fresh tomato juice (pH is
adjusted to 5.7 with 5N NaOH or 5N HCI) supplemented with 0.1 g
of magnesium sulfate and 0.05 g of manganese sulphate. The
whole was autoclaved at 120°C for 15 min.

Culture

After incubation for 24 h at 30°C, bacterial growth was measured by
turbidimetry at a wavelength of 600 nm and a microbial count on
MRS solid medium (results are expressed as U.F.C / ml).

Measuring the acidity produced

Measurement of the acidity produced by the bacterial strains was
done by Dornic titration as described by Karam and Karam (1994).

Detection of cellular proteolytic activity

Proteolytic activity was sought in a solid medium on a Petri dish
buffered to pH 7 with phosphate buffer (KH,PO,/ Na;HPO,4 0.1 M)
supplemented with 1% sterile reconstituted skim milk at 10%.
According to the method described by Van den Berg et al. (1993),
bacterial strains tested were seeded simultaneously on the surface
of culture medium using multipoint inoculator. After incubation at
30°C for 48 h, proteolytic activity was revealed by the appearance
of a clear halo around each bacterial colony. The dimension of this
halo was later measured.

RESULTS AND DISCUSSION
Optimization of culture medium

WY growth medium (Whey + yeast extract)

Results obtained clearly show that biomass production
was improved by the non-supplemented whey (Figure 1).
L. casei CHTD27 biomass was proportional to the
amount of yeast extract added until concentrations above
8%, and then stabilized. For L. plantarum BH14, biomass
continues to increase up to 10% of yeast extract. There
are differences in biomass between the two strains for
the same yeast extract concentration; this is probably due
to the strain effect.

The stimulant effect of YE on bacterial growth was
often reported (Baralle and Borzani, 1988; Amrane and
Prigent, 1993; Champagne et al., 1999; Nancib et al.,
2005; Djeghri-Hocine et al., 2007b). However, Boudjema
et al. (2009) and Ghaly et al. (2003) reported that at high
concentrations of YE, the cell concentration decreases,
under the effect of a high toxicity of YE.

From the viewpoint of medium cost, the use of a culture
medium with such concentrations of YE is not profitable.
For this reason we have substituted yeast extract by the
tomato juice.
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Figure 1. Growth of lactic acid bacteria BH14 and CHTD27 in WY medium.

WT growth medium (Whey + tomato juice)

Figure 2 shows the results obtained. The addition of
tomato juice to increase concentrations stimulates
bacterial biomass proportionally, except for the strain L.
plantarum BH14 where we recorded maximum growth in
the presence of 35% (v / v) tomato juice (WT7 medium).
A decrease in biomass was observed with higher quan-
tities of tomato juice (WT 8, WT 9 and WT 10 medium).

This could be explained by the reduction of activity of 8-
galactosidase because of the high concentration of acids
found in tomato juice.

Also, Inagawa et al. (1987) showed that phytic acid
found in the corn syrup at a concentration of 4.4%
reduces the activity of B-galactosidase in vivo, and
therefore assimilation of lactose by bacteria.

Small biomass differences between the two strains
were observed for the same concentration of tomato
juice. Our observations agree well with the work of Babu
et al. (1992) which showed that the addition of tomato
juice in the skimmed milk stimulates the growth of
lactobacilli.

However, the amount of biomass produced in a
medium enriched with the tomato juice is significantly
lower than that obtained with YE, which is probably due
to a source of nitrogen deficiency in the tomato juice.

To overcome these limitations, and in order to obtain
good productivity of biomass, we performed bacterial
growth assays in a whey-based medium containing the
two supplements (yeast extract and tomato juice).

WT growth medium (Whey + tomato juice+ yeast
extract)

From results obtained previously, we chose the medium
WT6 containing 30% tomato juice, because beyond this
concentration the medium becomes cloudy, which
influences the spectrophotometric reading.

In addition, we limited ourselves to a maximum
concentration of 1% YE, because there was a good
biomass production at this concentration. Amrane (2000)
worked on the production of lactic acid by Lactobacillus
helveticus cultured in the supplemented whey by YE and
concluded that the concentrations of yeast extract greater
than 20 g/L become toxic to the microorganism. Similarly,
Ghaly et al. (2003) reported that at high concentrations of
yeast extract, the cell concentration decreases as a result
of the high toxicity of yeast extract. Bouguettoucha et al.
(2007), Kulozik and Wilde (1999), Amrane and Prigent
(1997), who worked on a milk free thermophilic bacterium
L. helveticus and Norton et al. (1994), Schepers et al.
(2006) and Sirisansaneeyakul et al. (2007), who have
worked respectively on thermophilic lactic bacteria
immobilized Lactobacillus lactis 101, L. helveticus found
that 10 g/L yeast extract was the optimal concentration
for these strains, so they can give good growth and
production of lactic acid.

All previous results led us to retain WT6 medium at
which we have added 1% yeast extract: the so-called
BMK medium was chosen for remain study. Figure 3
shows the results obtained.
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Figure 3. Growth of lactobacilli in BMK medium.
We noticed that all tested strains grew in BMK medium to indicating that it was favourable. The second observation

the extent that we achieved important cell densities was that growth was also a function of the strain. Indeed,
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Figure 4. Lactic acid production of lactic acid strains in BMK medium.

we can distinguish three categories of strains according
to their growth in that environment: those whose growth
was much larger in the MRSm medium than BMK
medium, those with almost identical growth in both media
and those whose growth was higher in the BMK medium
than MRSm medium.

All these observations indicate that BMK medium can
be used to grow lactic acid bacteria and we wanted to
examine whether the main technological characteristics
of these bacteria were expressed in these trophic
conditions.

Technological characteristics of lactobacilli grown in
BMK medium

Production of lactic acid

On BMK medium, the strain CHTD27 gives an amount of
lactic acid almost equivalent to that produced on MRSm
medium (5 and 5.5 g¢/L respectively), but a very
significant difference is observed for BH14 strain wherein
the amount of lactic acid produced in MRSm is double
that produced in BMK medium (Figure 4). Differences
were also observed for the same medium depending on
the strain.

These results are consistent with observations reported
by several authors on the effect of yeast extract and

differences in acidifying power of strains. Amrane and
Prigent (1999), Kulozik and Wilde (1999) and Sherpers et
al. (2006) showed that for a full use of the lactose, it is
essential to supplement whey with nitrogen sources.
According to Zhang et al. (2007), the addition of yeast
extract to deproteinized whey has greatly increased not
only the rate of acidification by Lactobacillus bulgaricus
11842 but also the activity of B-galactosidase. This
activation leads to degradation of lactose and a good
uptake of glucose which results in a good growth.

Proteolytic activity of the lactic acid bacterial strains

Results obtained (Figures 5, 6 and 7) show unequivocally
that proteolytic activity observed is manifested in the
same way in the two culture media tested. The result,
(h/c) [h: diameter of the clear halo (mm); c: diameter of
the colony (mm)] is substantially identical in the two
culture media.

Conclusion

Our culture tests on deproteinized whey showed that it is
too poor to the needs of lactobacilli. Its optimization
through the addition of yeast extract and/or tomato juice
led to the development of an "inexpensive" media for the
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Figure 5. Proteolytic activity of lactobacilli in|BMK and MRSm medium.

Figure 6. Proteolytic activity on MRSm solid medium- milk (1%).

growth of certain Lactobacilli in a similar way to that of tomato juice and yeast extract (at concentrations of 30
obtained in MRS medium. In addition, the results show and 1%, respectively)], the biomass obtained is
that on BMK medium [whey supplemented with a mixture comparable to that observed in MRS medium.
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Figure 7. Proteolytic activity on BMK solid medium- milk (1%).
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Résume

Nous avons cherché a Valorisé un milieu de culture a base de lactosérum doux pour la culture
des souches | actiques appartenant a trois genres (Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc). Le
lactosérum aun pH neutre, il S est révélé pauvre en matiere grasse et riche en lactose. L’ étude de
la croissance bactérienne et de certaines caractéristiques d'intéréts technologiques: activité
protéolytique, production d'acide lactique et de diacétyle sur le milieu valorisé a base du
lactosérum déprotéinisé et additionné d’un mélange de sérum de tomate et d’ extrait de levure
(milieu BMK).Les résultats obtenus sont tout a fait comparables et parfois meilleurs que ceux
obtenus avec les milieux témoins. L'anayse ACP a permis de montrer que certaines souches,
forment un groupe distinct, qui Saverent présenter les propriétés technologiques les plus
intéressantes dans le milieu BMK, en fermenteur en mode discontinu et dans des conditions de
pH non contrélé. L'étude de la modélisation de cette fermentation lactique arévélé que le modéle
Verlhust décrit correctement la cinétique de croissance. La cinétique de la production d acide
lactique est décrite par une modification du modéle Luedeking-Piret, qui révéle que la croissance
de la bactérie et la production d acide lactique seront inhibées par I’ acide lactique indissocié
[HL].

Motsclés:

Bactéries lactiques; Lactosérum doux; Extrait de levure; Sérum de tomate; Milieu BMK;
Croissance bactérienne; Acidification; Activité protéolytique; Fermentation; Modélisation.



