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Lt des abréviations

A = parametre associé a la croissance dans la loi de production
ATP = Adenosine -Tri -Phosphate

B = paramétre associé a la maintenance dans la loi de production
E.L = extrait de levures

f = abréviation de final

h = constante d’inhibition proportionnelle ( L/g.h)

Ki= constante d’inhibition (g/L)

Ks = constante de saturation du sucre (g/L)

Kp = constante d’inhibition du produit (g/L)

Kpr = constante de saturation des protéines utilisables

m = indice désignant le maximum

P = acide lactique (g/L)

Pm= production maximale en acide lactique (g/L)

PEP = phosphoenolpyruvate

Pmf = force proton-motrice

PT = phosphotranspherase

0= productivité spécifique (h?)

S = lactose (g/l)

T = température (°C)

t =temps (h)

Vm = dp/ dt : vitesse moyenne d’acidification ( g /L.h)

X = biomasse (g/L)

Y x/s = rendement métabolique du substrat en biomasse
Y p/s = rendement de conversion du substrat en produit du métabolite
a = coefficient de production lié a la croissance

B = coefficient de production lié au maintien

1 = vitesse spécifique de croissance (h™)

um = taux de croissance spécifique maximal

& = paramétre lié a la consommation de sucre (L/g.h)
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Introduction

Introduction

Les fabrications fromageres consomment une part de plus en plus importante du lait en
Algérie ; cette évolution est bénéfique, car elle correspond probablement a la meilleure
valorisation possible du lait.

Malheureusement, on n’a pas encore trouvé un moyen de fabriquer des fromages sans
coproduire du lactosérum ; ce sous produit de laiterie est actuellement rejeté dans les eaux
résiduaires des usines, or vu sa richesse en matiere organique (protéines sériques, vitamines,
lactose, sels minéraux) cause un probléme de pollution pour I’environnement.

Représentant au moins 85% du lait transformeé en fromage ; sa valorisation est un enjeu
économique et écologique puisqu’il possede une demande chimique en oxygéne (DCO) de 50
a70 g/L ce qui en fait donc un produit polluant ne pouvant plus étre rejeté dans la nature
(FICK, 2016)

Selon ’ORLAC de Boudouaou, la production annuelle de lactosérum dépasse 672000
L, uniquement par cette unité. La valorisation de ce sous produit pose un probléme crucial,
dont les autorités ne sont pas parfaitement conscientes, et elles n’ont montré aucun intérét
pour ce probleme. Or il y a un grand intérét économique d’utilisation de larges quantités de
lactosérum de fromage produites par les industries laitieres qui est un bon milieu nutritif pour
les bactéries lactiques. Vue sa richesse en lactose, ce disaccharide sera fermenté en acide
lactique ou cette fermentation reste a étre un théme d’actualité.

Toutefois cet acide lactique a plusieurs finalités industrielles en agroalimentaire, en
pharmacie, en cosmétique et réccemment il y a eu de nouvelles applications pour cet acide ou il
est utilisé comme matiére premiére pour produire du plastique biodégradable (HUJANEN et
LINKO, 1996 ; GOKSUNGUR et GUVNENC, 1997 ; HOUICHI, 2016).

L’objectif de notre étude est de transformer le lactose du sérum en acide lactique avec le
meilleur rendement de conversion et la meilleure productivité volumique moyenne.

Pour atteindre cet objectif, il nous a semblé nécessaire de développer les axes suivants :

- Il nous a semblé indispensable d’avoir une espéce qui soit acidifiante, thermophile (pour
pouvoir travailler & assez haute température ; ce qui permet de diminuer le risque de
contamination) et homofermentaire (pour que le rendement de conversion du lactose en
acide lactique soit optimal).

L’espéce retenue pour nos expériences est S.thermophilus CNRZ 302;

- Etude de la composition du lactosérum doux provenant de I’ORLAC de Boudouaou ;

- Optimisation des conditions physico-chimiques de notre souche (pH et température de
croissance et d’acidification);



Introduction

Optimisation du milieu de culture (lactosérum) de notre souche par la source azotée et la
source carbonée ;

Production d’acide lactique dans les conditions optimales

Dans un dernier temps on a élaboré un modele mathématique rendant compte du
processus de la fermentation.
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1- Les bactéries lactiques

1-1- Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes unicellulaires tres répondus dans la
nature.

Selon DE ROISSART (1986) ; Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes,
procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotophes, ne se développent qu’en présence de
substances hydrocarbonées telles que les sucres, alcools et les acides organiques.

A quelques exceptions pres, les bactéries ont pour principales caractéristiques d’étre :

A Gram positif, peuvent avoir des formes en coques ou en batonnets généralement
Immobiles, asporulées, anaerobies mais aerotolérentes et de ne posséder ni catalase, ni nitrate
réductase, ni cytrochromeoxydase.

En outre, elles ne liquéfient pas la gélatine, ne produisent pas d’indole ni d’hydrogéne
sulfureux et seulement quelques espéeces hydrolysent faiblement la caséine.

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides
aminés, les peptides, les vitamines, les acides gras et les glucides fermentescibles (DE
RESSOIRT, 1990 ; LEVEAU et al., 1991 ; HOGG, 2005).

Elles sont naturellement retrouvées chez | homme ; les animaux, les aliments
fermentés, ils ont été également retrouvés dans le sol, I’eau, les engrais et les eaux d égout
(HOLZAPFEL et al, 2001, PASCUAL et al., 2006, MOTA et al., 2006, CHENOLL et
al.,2006)

Les caractéristiques métaboliques principales des bactéries lactiques est la production
d’acide lactique : cette capacité est associée a la production majeure d’énergic par
fermentation des sucres mais elle confere aussi a ces especes leur intérét principal pour la
transformation et la conservation des aliments.

D’aprées DELLAGLIO et al., (1994), Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme
fermentaire strictement saccharolytique qui en utilisant les glucides peuvent produire :
- L’acide lactique (bactéries homolactiques strictes)
- L’acide lactique et acétique (bactéries hétérolactiques facultatives)
- Acide lactique et acétique ou éthanol et CO» (bactéries héterolactiques strictes)
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1-2 Principaux caracteres de I'espéce utilisée : Streptococcus thermophilus

Selon le manuel de la systématique bactérienne de BERGEY (1986), le genre

Streptococcus est classé en (06) catégories :

Les Streptocoques pyogenes ;

Les Streptocoques oraux ;

Les Streptocoques fécaux ;

Les Streptocoques lactiques ou lactocoques du groupe sérologique N, faiblement
hémolytique, mais jamais pathogene ;

Les streptocoques anareobies stricts ;

Les autres streptocoques de groupe sérologique inconnu, hétérogene faiblement ou non
hémolytique parmi lesquels on trouve I’espéce non pathogéne Streptococcus
thermophilus, seule espéce a intérét industriel et nutritionnel, elle produit de I’acide
lactique L (+) totalement métabolisé par I’homme (TERRE, 1986) dont les principaux
caracteres se resument dans le tableau 1.

Streptococcus thermophilus qui aurait été décrite pour la premiére fois ORLA
JENSEN en 1919, est la seule espéce des streptocoques utilisée en technologie
alimentaire surtout en industrie laitiere apres Lactococcus lactis ( HOLS et al. ,2005),
c’est une bactérie habituelle du milieu laitier animal ou maternel retrouvée dans le tractus
gastro- intestinal trés précocement chez les nourrissons et sur les plantes en décomposition
(SOLIS et al. ,2010) , cette espéce est généralement reconnue comme sure pour les
produits alimentaires et le statut de présomption d’innocuité reconnue en Europe lui a été
accorde (SAVADOGO et TRAORE, 2011)
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Tableau I : Principaux caractéres de Streptococcus thermophilus

(ACCOLAS, 1982, cité par TERRE, 1986)

Génotype | Caracteres N .
- Contenu de ’AND en - Voisin de 40%
G+C . s
i . - S.thermophilus est different des
- Homologie des acides . .
.. Streptocoques voisins avec celles de :
nucléiques .
S.lactis
S.cremoris
S.diacetylactis
Phénotype |- Morphologie - Cellules sphériques ou ovoides en
paires ou en longues chaines.
Polymorphisme prononcé dans les
_ cellules agees.
- Ecologie - laits, produits laitiers uniquement
- Températures de
croissance :

Culture a 10°C
Culture a 45°C

Thermorésistante a
65°C/30mn

Croissance en présence de

NaCl 2%

Groupe sérologique

Hydrolyse de I’arginine

Sucres fermentés:

e Fructose, glucose,
lactose, sucrose

e Maltose, pentose

(xylose et arabinose)

et raffinose.

e Tréhalose, insuline,

glycérol, mannitol,
sorbitol.

- Action sur le lait tournesol

Absence d’Antigene de groupe.

Acidification rapide A
Coagulation C
Réduction tres lente ou incompleéte r

+: Réaction positive pour 90% ou plus des souches.
(-) : Réaction négative pour 90 % ou plus des souches
- : Réaction toujours négative
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2-La nutrition des bactéries lactiques
2-1- La nutrition glucidique

Les bactéries lactiques, comprenant 1’espéce S.thermophilus convertissent le lactose
en excés d’acide lactique (90-95 %).

Le lactose est le sucre fermentescible du lactosérum, il sera tout d’abord hydrolysé en
glucose et galactose ensuite en acide lactique (BEAL et SODINI, 2003)

Selon THOMPSON et CENTRY-WEEKS (1994), le mécanisme du métabolisme se
réalise comme suit:

La permeation du lactose et les enzymes du systeme lactose a travers la membrane cellulaire
S’effectue grice a une lactose perméase et mettant en jeu aussi un systeme
phosphotranspherase, phosphorylant le lactose, le glucose ou le galactose au dépens du
phosphenol pyruvate (PEP).

Ce lactose-phosphate sera hydrolysé par une phospho-B-galactosidase, la fraction
glucose subit un transport et une phosphorylation simultanée par 1’intermédiaire du systéme
phosphoenolpyruvate—phosphotranspherase (PEP-PT) spécifique du lactose et du glucose-6-
phosphate accumulé est ensuite fermenté en acide lactique par la voie glycolytique d’Embden
Meyrhof-Parnas (EMP), pour aboutir a la formation de deux moles d’acides lactiques et deux
moles d’ATP (figue 1).

Quant a la fraction galactose, il existe plusieurs mécanismes de son transport pour les
bactéries lactiques homofermentaires (figurel). Deux de ces voies nécessitent une
translocalisation phosphorylante du sucre par l’intermédiaire des systemes lactose ou
galactose—PT, puis une dégradation du galactose—6phosphate intracellulaire par la voie D-
tagadose—6phosphate.

Le galactose peut étre transporté de fagon active par une deuxiéme voie, sous forme de
sucre libre, par I’intermédiaire d’un systéme perméase aux dépens de 1’énergie délivrée par
I’ATP (figure 1)

Apres phosphorylation, par une galactose ATP-dépendante et formation de galactose
1-phosphate, le sucre—phosphate accumule est métabolisé par la voie de LELOIR, avant
d’entrer dans la voie EMP.

S.thermophilus produit de I’acide lactique a partir seulement de quelques sucres a savoir, le
fructose, le manose, le lactose et le saccharose (SCHLEIFER et al, 1991 ; PANESAR et al,
2007)
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Figure 1: Mécanismes de transport et voies métaboliques
du galactose et du lactose des bactéries lactiques.
(THOMSON et CENTRY-WEEKS, 1994)
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Par ailleurs, les études des mécanismes de transport, aussi que les aspects
enzymologiques et génétiques de I’utilisation des glucides par S.thermophilus ont montré
qu’elle est incapable de croitre (ou croissance faible) sur le galactose ; et il semblait
initialement que le phénotype galactose negatif pourrait étre du une incapacité des cellules a
assurer le transport du sucre.

En réalité, la croissance de la plupart des souches sur milieu lactose est accompagnée
d’un efflue de galactose des cellules, en proportions steechiométriques 1/1 avec le lactose
consommeé.

L’effet inhibiteur du lactose sur la prise du galactose et la similitude de Kt pour les
sucres (0,20-0,48mM) ont suggéré & HUTKINS et al., (1985a), qu’il existe un transporteur
commun, facilitant le transport du mono, tout comme du disaccharide.

HUTKINS et PONNE, (1991) ont également présenté des résultats tendant a montrer
I’existence d’un échange couple galactose/lactose par des mécanismes d’antiport pour des
cellules intactes de S.thermophilus (figure 1)

Ces donnés ont pu étre confirmées grace aux analyses cinéetiques effectuées par
FOUCOUD et POULMAN, (1992).

En fin de croissance dans le lait ou les conditions de croissance sont plus difficiles,
S.thermophilus utilise le galactose dans la mesure ou cette voie du métabolisme avait déja eté
démontrée chez certaines souches comme induite lors de 1’ultime phase de croissance en lait
et produits laitiers comme le lactosérum (HERVE-JIMENEZ et al., 2008), I’acide lactique
produit a la fin de ces métabolismes est de configuration L (+) qui se trouve étre la forme la
plus digestible (TERRE, 1986 et LOONES, 1989)

2-2- La nutrition azotée

Comme les bactéries lactiques ne sont pas capables de réaliser la synthése des acides
aminés nécessaires a leur croissance, elles font appel a des sources exogenes.

Dans les milieux naturels, les acides aminés existent surtout sous la forme de
macromolécules protéiques ; pour des bactéries cultivées sur le lait, la principale source
d’acides aminés est la caséine.

Les caséines se présentent dans le lait sous forme de micelles de structure relachée et
désordonnée, qui les rendent sensibles a la protéolyse sous 1’action des protéases.

Les protéases sont principalement liées a la paroi cellulaire et sont d’abord
responsables de la dégradation des protéines extracellulaires (figure 2)

Il en résulte, la libération d’une variété de petites fractions peptidiques contenant
différents nombres de résidus d’acides aminés.
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Dans le cas de S.thermophilus, cette fonction est assurée par une protéase ‘Prts’, qui
lorsqu’elle est présente permet a la bactérie de satisfaire a ses exigences nutritionnelles et

d’atteindre une population maximale en lait dix fois plus importante que les souches n’en
possedant pas (COURTIN et al., 2002)

Par ailleurs, S.thermophilus posséde une vingtaine de peptidases intracellulaires lui
permettant de dégrader ces peptides en acides aminés (GARAUT et al., 2002)

Les fractions peptidiques sont ensuite accumulées dans le cytoplasme par des systemes
de transport Pmf -dépendants, mais certains acides aminés sont prélevés dans le milieu de
culture par un systeme de transport ATP- dépendant.

Arrivées dans ’espace intracellulaire, les fractions peptidiques sont hydrolysées par
différentes peptidases selon leur spécificité en substrat et leur mode d’action (amino, di, tri

peptidase).

Les acides aminés résultant de cette succession de dégradations servent de précurseurs
pour la biosynthése des constituants cellulaires et plus particulierement de nombreuses
enzymes intervenant a tous les stades du métabolisme bactérien.

L’importance des voies de biosyntheése des acides aminés pour la croissance de
S.thermophilus est clairement etablie, mais plus particulierement celle concernant les acides
aminés branchés et des purines qui constitue un facteur clé permettant la croissance optimale
dans le lait et lactosérum (HERVE-JIMENEZ et al., 2008)
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Figure 2 : Schéma proposé pour la nutrition azotée.
Dégradation de la caséine et utilisation des fractions azotées par les
bactéries cultivées dans le lait. (DELLAGLIO et al., 1994)
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2-3- Les exigences nutritionnelles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont une faible aptitude biosynthétique et sont en principe,
incapables d’assimiler directement les principaux précurseurs de leur environnement.

Elles sont considérées comme un groupe bactérien les plus exigeants du point de vue
nutritionnel, car elles requierent non seulement des substrats complexes carbonés, azotes,
phosphatés et soufrés mais aussi des facteurs de croissance comme les vitamines et les cations
dont le r6le des coenzymes est important.

Chez S.thermophilus, la régulation générale au stress fait intervenir des protéines qui
contrdlent | expression des génes importants permettant la tolérance a 1’acidité et a la carence
nutritionnelle (ARENA et al., 2006)

2-3-1-Exigences en vitamines

Les vitamines jouent dans le métabolisme cellulaire le réle irremplacable de coenzyme
et dont les bactéries lactiques sont a quelques exceptions pres, incapables de les synthétiser.

S.thermophilus a une exigence absolue en acide pantothénique (B5) et en riboflavine
(B2) et & un moindre degré en thiamine (B3) et en biotine (B8). La pyridoxine ou ses dérivés
(B6) stimulent fortement sa croissance.

2.3.2-Exigence en bases azotees

Les bases puriques et pyrimidiques ne sont pas vraiment essentielles au métabolisme
des bactéries lactiques excepté pour S.thermophilus.

2.3.3-Exigences en cations

BOYAVAL, (1989) a montré le rdle précis des cations dans la résistance a 1’oxygene,
dans les différentes réactions métaboliques et dans la nutrition les bactéries lactiques.

Selon AMOUZOU et al., (1985), le role de Mg?* sur  S.thermophilus. La forme
ionisée entraine une activation de la fermentation lactique par une meilleure utilisation des
sucres plus exactement son métabolisme est homofermentaire, elle posséde une B
galactosidase active en présence de cations monovalents ou divalents (Mg2+,Mn2+)
(LAMOUREUX , 2000)

11
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3- Le lactosérum
3-1-Généralités
3-1-1-Définition du lactosérum

Le lactosérum est la fraction aqueuse qui se sépare des caillés au cours de la
fabrication conventionnelle de fromages ou de caséine.

Il représente environ 85 a 90 % du volume du lait employé pour faire du fromage
affiné et retient environ 55 % des éléments nutritifs du lait (KOSIKOWSKY, 1979)

3-1-2-Caractéristiques

C'est un liquide surnageant jaune verdatre, sa couleur est due a la présence de
riboflavine (B2), son pH est compris entre 5 a 6,5, c'est un liquide riche en lactose, protéines
solubles, sels minéraux et vitamines hydrosolubles (KOSIKWOSKY, 1979)

3-2-Différents types de lactosérum

Selon l'acidité du lactosérum et son mode d'obtention, on distingue deux grandes
catégories de ce produit (SOTTIEZ, 1990):

3-2-1- Lactosérum doux

Il a une acidité inférieure a 18°D et un pH supérieur a 6, il provient de la coagulation
du lait de la fabrication des fromages a pates cuites ou pressees, sous l'action d'une enzyme
protéolytique (présure), on obtient alors un sérum doux pauvre en sels minéraux et riche en
lactose et en protéines. En plus des protéines solubles du lait, ce type de lactosérum contient
une glycoprotéine qui provient de I'hydrolyse de la caséine kappa par la présure apres
coagulation.

3-2-2- Lactosérum acide

Il a une acidité supeérieure a 18° D et un pH inférieur a 6, il résulte de la précipitation
de lactosérum par la production d'acide lactique sous l'action de ferments ou d'un acide
minéral.

Ce lactosérum provient des caséineries ou des fromageries des péates fraiches ou
molles (Tableau II).

3-3 — Composition du lactosérum

Qu’il soit doux ou acide, le lactosérum est constitué principalement de lactose, de
protéines solubles et d’ions minéraux.

12
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En fonction des différents paraméetres de production utilisés dans les industries
laitieres, la teneur en caséines résiduelles, en matiere grasse et en certains ions minéraux peut
varier. La composition des différents lactosérums est décrite dans le tableau Il cité par
SOTTIEZ, (1990).

D’aprées VRIGNAUD (1983), la composition de 1’extrait sec de lactosérum (en

g/100g) varie comme suit:
Matieres protéiques: 0,5a 1,2
Matieres minérales: 8 4 10,5
Les protéines du lactoserum se répartissent en trois fractions:
- Fraction globuline: 10 %
- Fraction albumine: 80%

B. lactoglobuline: 55%

o. lactalbumine: 20%

Sérum albumine: 5%
- Fraction protéase peptone: 10%

Notons que, le lactosérum contient environ 360 a 970 grammes d’eau pour un extrait sec
délipidé de 60 a 67 grammes de matiéres seches et que le sérum contient différents éléments
minéraux comme il regroupe les vitamines hydrosolubles (ALAIS, 1984)

Selon FICK, (2016) apres realisation du processus de transformation du lait , le lactosérum
doux aura une teneur de 2,5a 4,5g de mineraux par litre de lactosérum et le lactoserum acide
en contiendra 4,3 & 7,2g, soit une réduction d’environ de 50% par rapport a la teneur initiale
du lait. Comme il contient également des vitamines plus précisément B2, B5, B12, B6 et C.

13
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Tableau Il: Les différents types de lactosérum (SOTTIEZ, 1990)

Lactosérum Lactosérum
Lactosérum doux acide deprotéiné
Pates Pates Camembert Pates Caséines
pressées pressées fraiches
cuite cuite (St- Permeat doux
(Emmental) | Paulin, d’ultrafiltration
Edam)

Liquide
- Extrait sec en% 6,5 5 6,5 6 6 4,5
- pH

6,7 6,5 6,1 4,6 4,6 6,4
Composition en

%

- Lactose 76 75 75 65,5 74 85
- Protéines 13,5 13,5 13 12 12 4
- Cendres 8 8,5 9 12 12 9
- Acide lactique 1,8 2 2,2 10 1,8 2
-M.G.
- Minéraux 1 1 1 0,5 0,5 0
-Caen%
-Pen% 0,6 0,65 0,7 1,9 1,8 0,6
- Chlorure (en 0.6 0,65 0,7 1,5 1,5 0,6
NaCl) 2,5 2,5 2,5 2,5 7,5 2,8

14
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L'irrégularité de la composition du lactosérum et sa pauvreté en facteurs de croissance,
a fait que plusieurs études ont tenté de corriger sa composition dans le but de I'enrichir en
composés stimulant la croissance des bactéries lactiques. (Extrait de levures, bicarbonate de
sodium,...)

L'un des grands problémes de la fermentation lactique est la supplémentation azotée
car les exigences nutritionnelles des bactéries lactiques sont trés complexes, comme l'ont
observé BELHOCINE, (1987) et AMRANE et PRIGENT; (1997), que la source d'azote
devient manifestement limitante avant le lactose, d'autre part les suppléments azotés sont
obligatoirement de nature peptidique et sont donc colteux, si bien qu'ils peuvent constituer
une part importante du prix de l'acide lactique produit.

De nombreux auteurs se sont intéressés a cette supplémentation azotée, et tous
s'accordent pour dire que l'extrait de levures est le mieux adapté aux bactéries lactiques. COX
et MACBEAN, (1977), ROY et al. ; (1986), VAHVASELKA et LINKO, (1987),
GOKSUNGUR GUVENC, (1997), et AMRANE et PRIGENT, (1998), BOUDJEMA, (2008),
GUHA et al., (2013) et BENAISSA et al., (2017) ont constaté que I'extrait de levures donne
de meilleurs résultats que d'autres suppléments azotés qui ont été essayé: le sirop de mais, de
l'ultrafiltrat de tryptone, de I'hydrolysat de protéine, de I'hydrolysat de caséine, de I'nydrolysat
de protéines de sérum et de I'extrait de germes de malt.
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4- L'acide lactique

L'acide lactique est le produit final de la glycolyse par la voie d'Embden-Meyerhof,
pour aboutir a la formation de I'énergie nécessaire aux bacteries lactiques homofermentaires
(AXELSSON, 1993 et TORRIANI et al., 1994)

4-1-Historique

L'acide lactique est synthétisé par voie chimique ou microbienne et il est le plus
simple des hydroxyacides contenant un carbone asymétrique, c'est I'un des plus anciens acides
organiques connus, il a été isole du lait aigre par le chimiste suédois SCHELLE en 1780.

En 1808, Jons Jacob Berzelius constate que 1’acide lactique est également produit dans
les muscles pendant 1’effort.

Louis Pasteur en 1857 a découvert que le lactobacille et son réle dans la fabrication de
I’acide lactique.

Cette acide a commence é&tre produit commercialement par 1’entreprise
pharmaceutique allemande Boehringer Ingelheim des 1895.

4-2-Définition et caractéristiques

L’acide lactique est un acide alpha hydroxylé, sa formule chimique est C3H603, sa
structure se refléte dans son nom systématique, 1’acide 2-hydroxypropanoique ; qui n’est pas
présent uniquement dans le lait, mais aussi dans le vin, certains fruits et légumes, et dans les
muscles.

En effet, cet acide peut étre produit soit par voie microbienne ou bien par voie chimique.
Cette derniere est mois utilisée a cause de ses effets néfastes sur 1’environnement, et méme
que la demande de source chimique est trés limitée (NARAYANA, 2004)

Il existe sous la forme de deux isoméres optiques : le L (+) lévogyre et le D (+)
dextrogyre.

Le point de fusion des deux isomeres est de 52,8 °C, tandis que celui de leur mélange
racémique DL, inactif optiqguement, est de 16, 8°C (PECKHAM et FILACHIONE, 1967).

L’acide lactique est classé a GRAS (Generally Recognised As Safe) donc il est utilisé
comme additif alimentaire par FDA (NARAYANAN et al., 2004)

L’isomere acide L lactique est préféré dans les produits alimentaires, da a la preésence
de L-lactactate déshydrogénase dans 1’organisme de I’étre humain, tandis que l’isomeére
acide D- lactique est parfois dangereux au metabolisme humain et peut causer une acidose et
une décalcification (NARAYANAN et al., 2004 ; ZHANG , 2007)

S .thermophilus est une bactérie homofermentaire, produit uniquement I’acide L
lactique (PANESAR, 2007).
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4-3- Application de I'acide lactique

L'acide lactique étant trés stable a la chaleur et liquide a la température normale, selon

JARRY, (1994) son utilisation en est grandement facilitée pour plusieurs domaines:

L’acide lactique est utilis¢é dans 1’industric alimentaire Comme additif (E270) en tant
qu’antioxydant, acidifiant ou exhausteur de gout. ~ (bonbons, saumures, eaux minérales,
boissons sans alcools etc...) il se présente aussi sous forme de sels : sel de sodium (E325),
de potassium(E326) et calcium(E327). Ces sels sont sous forme de poudre et sont
¢galement solubles dans 1’eau. Ils agissent comme agent bactériostatique notamment sur
des bactéries pathogenes comme salmonelle (ou listeria) et aussi ils ont un effet
dépresseur d’activité d’eau.

Dans le secteur pharmaceutique ou médical lactate de calcium posséde une action
thérapeutique sous la forme de polymeéres ou copolymeres lactiques glycoliques, il est
utilisé pour la libération contr6lée de médicaments dans des fibres creuses.

En cosmétique, cet acide est parfois utilisé dans le cadre d’un peeling esthétique,
notamment pour les peaux colorées.

L'agriculture en consomme dans le traitement anti brunissement des fruits, dans
I'acidification des fourrages ensilés et comme intermédiaire dans la préparation des
produits phytosanitaires optiquement actifs.

Des secteurs industriels aussi divers que le textile, la tannerie, I'utilisent soit comme agent
de mordancage soit dans le déchaulage des peaux.

Cet acide a gagné en importance dans I’industrie des détergents apres les années 2000.
C’est un bon détartrant, un dissolvant a savant et un agent antibactérien.il est également
avantageux sur le plan économique et s’inscrit dans une tendance vers des ingrédients plus
surs et naturels pour I’environnement.

On s’inqui¢te beaucoup de la quantité de déchets produits par 1’utilisation de plastiques
dérives du pétrole. Poly acide lactique (PLA) est un polymére vert obtenu par la
polymérisation de 1’acide lactique et a été utilise comme source de plastique
biodégradable. Certaines utilisations du PLA comprennent I’amélioration des propriétés
physiques dans la production de sacs a déchets, de feuilles de plastique agricoles et
d’emballage alimentaire (OHARA H., 2003) ; Comme le PLA est biodégradable, il est
également utilisé en médecine dans la régénération des tissus, des sutures, des réparations
et des implants (BERNADO et al., 2016)
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5- Cinétique de croissance et d’acidification des bactéries lactiques

5-1- Généralités sur la croissance bactérienne

Au sens biologique du terme, la croissance d’un organisme vivant se définit comme
I’accroissement ordonné de tous ses composants.

Toutefois, pour ces organismes unicellulaires comme les bactéries, le terme croissance
s’utilise dans le sens de reproduction et désigne 1’accroissement de la population cellulaire
d’une culture (BEAL et al., 1994).

5-1-1-Rendement métabolique

La consommation de substrat, provoquée par des milliers de réactions élémentaires du
métabolisme, peut étre subdivisée en trois grandes fractions (MONOD, 1942):

1- La fraction utilisée comme matériau de construction de cellules;
2- La fraction qui apporte 1’énergie nécessaire aux synthéses;
3- La fraction qui apporte I’énergie nécessaire a 1’entretien de la vie cellulaire.

En effet, les deux premieres fractions (1) et (2) représentent la part de substrat utilisée
pour la croissance, la troisieme (3) représente le ratio nécessaire au maintien des cellules en
vie (maintenance).

¥Yx /5 = ABiomasse formée fASubstrat carboné consommé

Yp/s = AProduit formé fASubstrat carboné consommeé
Yx /s : Rendement métabolique du substrat (Y) en biomasse

Yp/s . Rendement de conversion du substrat () en produit du métabolite
5-1-2- Expression mathématique de la croissance

La croissance bactérienne se caractérise par le temps de génération (g) et son taux de
croissance (J).

Le temps de génération (g) est I’intervalle de temps (en heure) qui s’écoule entre deux
divisions cellulaires.

Soit:

9 =tn (D
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Ou n: Nombre de générations pendant une culture de durée (t).
X=Xo.2" (2)

Ou Xo: est la concentration cellulaire initiale (to)
X: est la concentration cellulaire au temps (t = n.g)

En prenant le logarithme népérien de (2), le nombre de générations devient:

n = InX —lnXD}sz (3)
Apres conversion en logarithme de base de 10, (3) prend la forme:

_ (Logx -Logx0).Ln10

n In2 (4)

La croissance cellulaire est exprimée le plus souvent sous forme différentielle.La
variation de la concentration cellulaire (dx) par unité de temps (dt) traduit la vitesse de
croissance (dx/dt), proportionnellement a la concentration cellulaire (X) et le taux de
croissance (p).

Elle s’écrit:

.::Ex_ =X 5
s (5)
Soit; e = 1/, :‘: (6)

Le taux de croissance (p), se définit comme la vitesse spécifique (en h't), c’est a dire
la vitesse de croissance (dx/dt) rapportée a I’unité de biomasse (X).

Par integration, (5) devient:
X = Xg.exp u.t (7)

Soit InX = ft + InX0 ()
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Apres conversion en logarithme de base 10, (9) prend la forme:

u= logX— iogXl]/ (10)

t .lnl0

En égalisant les équations (9) et (3) et a partir de (1), on peut définir une relation
simple entre le taux de croissance (u) et le temps de génération (g):

p.t=n.In2 (12)
Soit: : u =In2/g (12)

En pratique, il suffit donc de mesurer la variation de la concentration cellulaire (X-Xo)
pendant un intervalle de temps (t-to) pour calculer les valeurs majeures du nombre de
génerations (n), du temps (g) et du taux de croissance(u).

5-3- Cinétique de croissance bactérienne

L’étude de la cinétique d’une culture discontinue (en batch) de S.thermophilus ou le
milieu n’est pas renouvelé, sur un substrat carboné (lactose), avec production d’un métabolite
inhibiteur (I’acide lactique), représenté par le logarithme de la population cellulaire (log x) en
fonction du temps, permet de distinguer six phases (figures 3 et 4), selon BEAL et al., (1989),
I’interprétation des phases peut étre la suivante:

- Une phase de latence (u= 0), qui suit Immédiatement 1I’ensemencement du milieu par
I’inoculum bactérien. Cette phase correspond a la période nécessaire aux bactéries pour
s’adapter aux nouvelles conditions de culture. Elle permet la synthése ou I’activation des
enzymes. Pour S.thermophilus, elle permettrait d’une part, I’activation de la lactose perméase
(HUTKINS et MORRIS, 1987) et d’autre part, I’induction de la synthése de la .
galactosidase, par le lactose ou le glucose présents dans le milieu.

- Une phase d’accélération du milieu (u augmente) pendant lequel le métabolisme cellulaire
reprend et la croissance démarre.

- Une phase de développement exponentiel (1 =p max constant) au cours de laquelle toutes
les bactéries se trouvent dans leur état physiologique optimal et se multiplient a leur taux
de croissance maximum.

um =In 10.tg (a).

La représentation graphique de log X en fonction du temps (figure 3) correspond a une
droite de pente constante (a).
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- Une phase de ralentissement (u diminue), qui est due a 1’épuisement d’un ou de plusieurs
substrats limitant (sucre, acides aminés...) a I’accumulation de produits toxiques (acide
lactique )

- Une phase stationnaire (u = 0), durant laquelle la croissance s’arréte.
Cet arrét de croissance peut étre expliqué par des mécanismes décrits a ce jour par:

a- Limitation nutritionnelle

AMRANE et PRIGENT, (1999) suggéerent que ’arrét de la croissance de lactobacillus
helveticus en culture pure serait du a 1I’épuisement de certains composés azotés.

b- Production d’acide lactique

Produit final du métabolisme carboné, ’acide lactique est la cause principale de
I’inhibition de la croissance de S.thermophilus (BEAL et al.,1989).

c- Accumulation du galactose
Les systémes cataboliques d’utilisation du galactose étant inhibés par S.thermophilus.
Ce sucre est excrété hors de la cellule et s’accumule dans le milieu de culture. Le galactose est

inhibiteur compeétitif de la B galactosidase et ralentit donc 1’hydrolyse du lactose.

- Une phase de déclin (u, négatif), qui correspond a la mort des bactéries et éventuellement a
leur lyse par manque de réserves énergétiques ou par intoxication.
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Phases: L = latence
Kog X A A = accélération
E = exponentielle
R = ralentissement
S = stationnaire
D = déclin
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Figure 3 : Phases de croissance d’une culture bactérienne discontinue

(a) Evolution de la population cellulaire en fonction du temps de culture.

(b) Evolution de la vitesse d’accroissement de la concentration cellulaire en fonction du temps de
culture.

(c) Evolution du taux de croissance en fonction du temps de culture
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Figure 4 : Evolution des concentrations au cours d’une culture pure de S.
thermophilus (CNRZ 404) a 40 °C et pH = 6,5 (BEAL et al., 1989)

(A) Lactose (Q) Glucose (=) Galactose (.) Acide lactique (¢) Concentration bactérienne
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5-4 Cinétique d’acidification:
La croissance bactérienne est liée a la production d’acide lactique selon des

phénomeénes qu’il est possible d’exprimer par les relations mathématiques.
Le modeéle le plus courant a été proposé par LUEDKING et PIRET (1959):

dx
—=a—+ X (14)

Ou:
dp/dt: est la variation de la concentration en acide lactique par unité de temps.

dx/dt: est la variation de la concentration bactérienne par unité de temps.

X: est la concentration bactérienne au temps (t)

o est le facteur de production d’acide lactique 1i¢ a la phase  exponentielle.

[: est le facteur de production d’acide lactique 1i¢ a la phase stationnaire (la maintenance)

La combinaison des relations (5), (7) et (14) donne:

i,
= (o + B)Xge (15)
Dot : In dp/dt = In [(or.p+B). Xo] +1 .t (16)

Apres Intégration (u constant):

P=a. u + B (17)
u . Xo (expu.t -t)

Ou p: est la concentration en acide lactique au temps (t).

Par ailleurs la prise en compte des principaux facteurs affectant ces cinétiques
conduira a présenter des modéles mathématiques permettant d’exprimer ces cinétiques de
croissance et d’acidification des bactéries lactiques.
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6-Les facteurs influencant les cinétiques des bacteéries lactiques

Généralement, les cinétiques de croissance et d’acidification des cultures pures de
S.thermophilus sont affectées par les facteurs suivants :

6-1- Influence de ’inoculum

Il est évident que pour bien démarrer une fermentation, il est nécessaire de mettre en
ceuvre un bon inoculum, c’est a dire des cellules vigoureuses et bien adaptées au milieu de
fermentation; on doit pouvoir ainsi réduire le temps de latence.

Les résultats de REDDY et al., (1976), de VAHVASELKA et LINKO, (1987) et
AMRANE, (1991), montrent que la phase de latence diminue quand la taille de 1I’inoculum
augmente.

ROY et al., (1986), puis VAHVASELKA et LINKO, (1987), ont constaté que le lait
écrémé est le mieux adapté que le sérum ou son permeat, méme supplémentés, comme milieu
de préculture.

BELHOCINE, (1987) a constaté que le fait d’adapter les ferments lactiques au lactose
et a I’acide lactique permet d’améliorer la productivité; les performances de la fermentation
s’améliorent lorsqu’on multiplie les repiquages. La méme constatation a été faite par cet
auteur, pour I’adaptation au milieu de préculture.

Ces resultats montrent que le lait écrémé est un intéressant comme milieu de
préculture, qu’il faut plusieurs réensemencements avant 1’inoculation.

6-2- Influence de la concentration en substrats

Le lait n’est pas un milieu optimal pour les bactéries lactiques en ce qui concerne la
fraction azotée. A fortiori, un milieu a base de lactoserum en est encore plus dépourvu.

Ceci est confirmé par COX et MCBEAN, (1977), BIBAL et al., (1989) et AMRANE
et PRIGENT (1999), qui montrent que les vitesses et les rendements de fermentation sont
améliorés lorsque le milieu est complété avec des composés facilement assimilables.

6-3- Influence de la concentration en oxygene dissous

S.thermophilus est une bactérie anaérobie aérotolérante, cultivée en anaérobiose
partielle, elle est fortement inhibée car elle produit du peroxyde d’hydrogéne (H202) a partir
de I’oxygene et elle est incapable de le décomposer, étant dépourvue de la catalase mais selon
JUILLARD,(1987) eclle est plus résistante a 1’oxygeéne par rapport aux autres bactéries
lactiques et elle ne produira que de petites quantités d’H20a.

6-4- Influence de I’agitation

Les bactéries lactiques sont des organismes microaerophiles, voire strictement
anaérobies pour certaines. Donc tout facteur diminuant la quantité d’O2 dissous dans le milieu
de culture stimule leur croissance et favorise la production d’acide lactique (JUILLARD,
1987).

25



RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

En effet, I’agitation du milieu de culture des microorganismes incluant les bactéries
lactiques productrices d’acide lactique, fait augmenter la teneur en Oz qui est toxique
(formation de quantités toxiques de H202) d’une part, et d’autre part, elle provoque la
diminution de la teneur en CO- dans le milieu de fermentation (KEEN, 1972 et GRUFFERY
et CONDON, 1983).

Plusieurs études ont été faites sur 1’effet du CO2 sur la croissance des microorganismes
et surtout celle de S.thermophilus. Elles ont montré que de petites quantités de CO2 sont
essentielles pour leur croissance et leur développement (THOMAS et CROW, 1984).

LOUAILECHE et al., (1993) ayant travaillé sur I’effet de 1’agitation sur la croissance
de S.thermophilus, souche (CNRZ 368), ils ont pu conclure que 1’agitation fait éliminer des
composes du milieu qui sont essentiels pour la croissance tel que le CO> et 1’addition de ce
dernier au milieu de fermentation a fait augmenter la teneur en acide lactique.

De méme, BOUBECHICHE, (1999) a montré que 1’agitation a un effet négatif sur la
production d’acide lactique chez S.thermophilus, souche (CNRZ 302)

6-5- Influence de la température

Plusieurs études ont précisé les températures optimales de croissance, ou
d’acidification de S.thermophilus en culture pure (tableau IlI).

Les températures optimales proposées sont comprises entre 35 °C et 46°C. Ces
températures correspondent cependant a des gammes tres larges que les différences de
comportement entre les souches testées ne suffisent toujours pas a expliquer.

6-6- Influence du pH

Lors de culture libre, la diminution du pH se combine a I’accumulation de 1’acide
lactique et conduit a une forte inhibition de la croissance et du métabolisme bactérien
(AMRANE et PRIGENT, 1998).

En revanche, peu d’études ont déterminé des valeurs optimales du pH de croissance de
S.thermophilus.

Selon MC BEAN et al., (1979), TAYEB et al., (1984) et BEAL et al., (1991),
préconisent des pH compris entre 6 et 6,5 pour S.thermophilus (tableau V).
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Tableau I11: Travaux proposant des températures optimales de croissance
et d’acidification pour S. thermophilus.

Références Températures Critére d’appréciation
optimales
ACCOLAS et al., (1977) 42 4 45°C Niveau acidification
HEMME et al., (1980) 37a42°C Biomasse finale
TAYEB et al., (1984) 40,5°C Taux de croissance,
RADKE-MITCHEL et 35 3 45°C biomasse finale
SANDINE, (1986)
40 3 45°C Taux de croissance
AMOROQOSO et al., (1988)
42°C Biomasse finale
ROBINSON, (1988)
40°C Acidité titrable, Biomasse finale
BEAL(1991)

Tableau IV: Travaux proposant des pH optimaux de croissance et
d’ acidification pour S.thermophilus.

Références pH optimal Critéres d’appréciation
MC BEAN et al. , (1979) 6 Taux de croissance.
TAYEB et al. , (1984) 6,5 Taux de croissance, biomasse
finale.
BEAL (1991) 6,5 Biomasse finale.

27




RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

6-7- Influence en produit inhibiteur

Les cinétiques de croissance et d’acidification des cultures pures de bactéries lactiques
thermophiles présentent des caractéres spécifiques, essentiellement liés a la production
d’acide lactique, qui est la cause la plus importante de I’inhibition des activités métaboliques.

Cependant, la diversité des résultats cités dans la littérature montre que 1I’ensemble des
mécanismes biochimiques n’est pas encore totalement élucidé.

Toutefois, I’acide lactique produit lors la fermentation se trouve en solution et est sujet
a I’équilibre suivant:

CH3-CHOH-COOH + H20 <> CH3-CHOH-COO" + H30"
D’aprés DESMAZEAUD et DE ROISSART, (1994):

- En milieu acide, c’est la forme moléculaire qui domine;
- En milieu alcalin ou neutre, ¢’est la forme ionisée.

Ces deux formes sont a 1’origine de deux types d’inhibition dont I’'une ou I’autre
devient prédominante, suivant le pH.

Par conséguent, la mise en place de modeles mathématiques permettant de traduire la

croissance et D’acidification constitue, une alternative intéressante qui permettrait de
compléter et d’expliquer les informations acquises.
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7- Modélisation des cinétiques de croissance et d’acidification
7-1- Genéralités

L’¢étude des cinétiques caractérisant les procédés de production de ferments lactiques a
permis d’établir un certain nombre de modéles déterministes, soit purement mathématiques,
soit de connaissance.

Ces modeles sont basés sur les observations suivantes:

- La croissance microbienne est exponentielle et se traduit donc par une fonction sigmoide
dépendant du temps;

- La vitesse de croissance dépend des concentrations en substrats (carboné et azote),
(KELLER et GERHARDT, 1975);

- La croissance est liée aux conditions expérimentales en particulier au pH et la température
(BEAL et al., 1989);

- La croissance est soumise aux phénoménes dus a [’accumulation d’acide lactique
(ISHIZAKI et al., 1989);

- La production d’acide lactique présente un découplage plus ou moins prononcé par
rapport a la croissance (LUEDEKING et PIRET, 1959 a et b)

7-2- Les différents modeles appliqués a la fermentation lactique

Il existe essentiellement deux techniques de modéelisation:

-La modélisation cinétique ou mathématique qui permet de formuler le comportement
global extracellulaire de la fermentation.

- La modélisation physiologique qui tient compte du comportement métabolique des
microorganismes.

7-2-1- Les modeéles descriptifs (ou purement mathématiques)
Permettent d’exprimer les variables de croissance (ou d’acidification) par des
équations dépendant du temps et comportant un nombre variable de parametres n’ayant pas de

signification biologique (BEAL et al. 1994, BOUDRANT et al. 1994)

Le Tableau V presente les principales équations utilisées pour décrire une
croissance.
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Selon ZWIETERING et al., (1990) le choix entre les différentes équations proposées
dans la littérature doit étre effectué a partir des criteres suivants:

- Adequation du modele avec les donnés expérimentales;

- Validité statistique de chaque parameétre de 1’équation, elle est obtenue, par exemple, par le
calcul d’intervalles de confiance des paramétres ou par la mise en place de tests statistiques;

- Facilité d’utilisation de 1’équation: plus le nombre de paramétres est faible, plus le modele

sera simple et facile a identifier.

Enfin, la réduction du nombre de parametres d’un modele permet d’accroitre le degré
de liberté, ce qui est particulierement intéressant lorsque le nombre de points expérimentaux
est faible (BARATCHELL et al. , 1989).

Une deuxieme application des modeles descriptifs consiste a représenter les variables
¢tudiées, non plus en fonction du temps mais en certains parametres d’environnement (pH,

température, concentration en oxygene dissous, etc....) (GIBSON et ROBERTS, 1989).

Le tableau VI représente les principaux modeles établis dans ce sens.
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Tableau V: Principaux modeéles descriptifs appliqués a la croissance bactérienne

Modeéles Equation

Références

GOMPERZ Y=a.exp [-(b-c.t)]

BRATCHELL et al.,(1989)

LOGISTIQUE |Y = a
1+exp(b-c.t)

BERKMAN et al.,(1990)

RICHARDS Y=a.{1+b.exp[c.(d-t)]} (-1/b)

RICHARDS (1961)

SCHNUTE Y=(k.(1- b).[1-b.exp(c+1-b-a.t)](1/b) | ZWIETERING et al.,(1990)
a 1-b
SPLINE Y=ap+ar.(t-t1) +a2.(t-t1)? +...an.(t-ti)n | ONER et ERICKSON (1986b)
STANNARD Y=a.[1+exp (-(b+k.t))](-c) STANNARD et al.(1985)
C
WEIBULL Y=a.{1-exp[-b.exp(c.Int]} BEAL(1991)

a, b, c,d, k et a; sontdes constantes
Y correspond, selon les auteurs, a X, In X ou (X/Xo)
tiest la période d’échantillonnage.

Tableau VI : Principaux modéles descriptifs exprimant le taux de croissance () en
fonction du pH et de la température.

Références Equation
TOPIWALA (1973) u = a.exp[-(E /RT)] -b
LALLAI et al.,(1988) 1 = a.pH?+b.pH +c
CHERUY et DURAND (1979) pw=a.pH?+b. pH .(d+T) + ¢
TAYEB et al., (1984) uw=a+b. (T-To) + C.(pH - pHo)
FAMELART et al.,(1987) p=a+b. T+c.pH+d((pH.T) +e.T?
MACKEY et KERRIDGE (1988) |Vu=a.T-b
BEAL et al.,(1989) u = K+ag.pH+az. T+ag. pH*+az. T?+a.pH.T

a, b, c et d sont des constantes , E et R sont respectivement 1‘énergie d’activation et la constante
des gaz parfaits définis par similitude avec la loi d’ARRHENIUS ,T, et pHo sont les valeurs

optimales de températures et de pH de la souche testée.
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7-2-2-Modeles mécanistiques

Contrairement aux modeles purement descriptifs, les modeles mécanistiques (ou
modele de connaissance) permettent de rechercher ou de préciser la signification biologique
des parametres (BEAL et al. , 1994 et BOUDRANT et al., 1994).

Ces modeles dépendent principalement des concentrations en substrats carbonés (S) et
azoté (N), faisant intervenir des modéles combinés.

Les principales équations caractérisant le taux de croissance et traduisant les vitesses
de I’évolution de la concentration en acide lactique sont présentées dans le tableau VII et VIII.
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Tableau VII: Principaux modeles mécanistiques appliqués a la croissance des bactéries

lactiques.
Références Equation
MONOD (1942) W=Mtm_S .
KELLER et GERHARDT (1945) Ks+S
JORGENSEN et NIKOLAJSEN (1987)
TAYEB et al.,(1984) w=pm._Kp .
Kp+P
HANSON et TSAO (1972) L= MUm. _S .
Ks-S
ABORHEY et WILLIAMSON (1977) u=um __ S . _Kp .
Ks+S Kp+P
ROGERS et al.,(1978) H=Mum._S . _Kp .
Ks +S Kp+P
KISHIMOTO et al.,(1983) u=um. S . 1 .
Ks+S 1+P?
TANIGUICHI et al.,(1987) 1= pm. exp (-a.P+b)
BIBAL et al.,(1989) u=pum 1-P
Pc
LEH ET CHARLES (1989) m=pum N .
N+Kn. (_P)?
Kp+1
ISHIZAKI et al.,(1989) U= Um . S :
Ks+S+S.P.Kp
BEAL (1991) L=Um.__ S .
Ks+S+S.P?
Kp
AMRANE et PRIGENT, (1994) u=pm ._1 .
1+ c.exp(dt)
pm-c
PINELLI et al., (1997) u=pm .__ S .exp(-P).
Ks+S Kp

um est le taux de croissance maximum,

Kp est la constante d’inhibition par le produit P,

Ks et Ky sont des constantes d’affinités des substrats carbones (S) et azote (N),

Pc est la concentration critique en produit P pour laquelle le taux de croissance s’annule,
a, b, c et d sont des constantes .
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Tableau VIII: Principaux modeles mécanistiques exprimant la vitesse d’acidification

par les bactéries lactiques.

Références

Equation

LUEDEKING et PIRRET (1959)

dp =a. dx + b.X
dt  dt

FRIEDMAN et GADEN (1970)

[1-0p(8) ] = (p).[1-n(D) ]

Gpm Hm
HANSON et TSAO (1972) dp = gpm .S.X
dt
ROGERS et al., (1978) dp =a. dx+b.Xs
dt dt
JORGENSEN et NIKOLAJSEN(1987) | dp  =a. dx+ b.X- c.X.S
dt dt

DESJARDINS et al.,(1990)

In [1-(gp(t)gpm)]= b.INP-b.INPy

BEAL (1991) dp  =Qpm. S .
dt Ks+S +S.P
Kp
AMRANE et PRIGENT (1994) dp =a+u b[1-exp(-fu)]
dt
MONTEAGUDO et al.,(1997) dp = (a.dx+bX) (1-P))
dt dt Pm

P est la concentration en acide lactique,

Pm est la concentration critique en produit P a laquelle la vitesse de production s’annule,

a,b et c, sont des constantes,

gp est la vitesse spécifique de production d’acide lactique,

gpm COrrespond au maximum de q,
f (p) est une fonction dépendant de P,
Ks est la constante d’affinité du substrat,

Kbp est la constante d’inhibition du produit.
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7-3-Analyse de la bibliographie et de quelques modéles déja proposés en fermentation
discontinue (batch)

7-3-1-Cinétique de croissance
La croissance bactérienne peut se mettre sous la forme:

dx_
P (1)

Ou X: est la concentration cellulaire et u la vitesse spéecifique de croissance.

Pendant la phase exponentielle de croissance, p est constant et égal a sa valeur
maximale um. Pendant cette phase, 1’équation précédente s’intégre facilement:

X =Xo.exp [um (t- to)] 2

S’il y a un substrat limitant et en 1’absence d’inhibition par le produit en accord avec
MONOD (1942), la vitesse spécifique de croissance peut s’écrire:

U=pm._S 3)
S+K

Ou S et K sont respectivement la concentration et la constante du substrat limitant.

PIRT, (1975), a intégré le systeme formé par les équations (1) et (3), lorsque pm, Ks et
Yx/s (le rendement de transformation du substrat S en biomasse X) sont constants :

pum.t = (1+ Ks.Yx/s). In X + Ks . Yx/s . In Xf-Xo (4)
Xt Xo Xt XX

Dans cette relation, Xo et X sont respectivement les concentrations initiale et finale en
biomasse.

Beaucoup d’auteurs ont tenu compte, dans leur modélisation, de I’inhibition par le
produit formé. Si celle-ci est non compétitive, la vitesse spécifique de croissance devient:

H=pm._S . _Kp (5)
S+Ks p+Kp
Ou p et Ky sont respectivement la concentration du produit.

Dans le cas d’une production associée a la croissance, c’est a dire Y px constant,
POWELL (1984) a intégré le systeme formé par les équations (1) et (5), pour pum, Ks, Kp et
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Y ys constants:
Mmt:Xp/x. (X'XO) +(1+ Ks.Yx) . I n X"‘ KS.Yx/s(l'i'Xp/x I n (Xf'XO ! (6)
Kp Xt Xo X Kp XX

D’autres auteurs ont choisi pour leur modélisation, des lois plus simples. C’est ainsi
que TAYEB et al., (1984), ont utilis¢ une loi d’inhibition non compétitive, mais sans
limitation par le substrat:

p=pm . _Kp ()
P+Kp

Dans leur travail de pionniers, (1959 b) ont fait appel a une loi d’inhibition
proportionnelle a la concentration de produit:
w=pum-h.p (8)
Cette relation ou h est une constante, rend bien compte de leurs résultats obtenus pour
L. Delbrueckii poussant sur glucose.

Le modéle de LUEDEKING et PIRET a trés souvent été repris, ce qui montre qu’il
présente un intérét certain.

Par ailleurs, BELHOCINE (1987) cité par AMRANE (1991) a montré que les résultats
obtenus en continu pour L.helveticus poussant sur lactose était mieux décrits par une
inhibition proportionnelle (8) que par une loi de MONOD (3) ou une inhibition non
compétitive par le produit (5) ou (7).

De plus une limitation par le sucre ne peut décrire la cinétique de croissance des
bactéries lactiques car les Ks des sucres sont de I’ordre de quelques dizaines de mg/l, ce qui
est négligeable devant la concentration en lactose méme résiduelle (1 & 2 g/l). Un modele
avec limitation par le sucre (Loi de MONOD) aboutit donc a:

U= Um . S = Um
S+Ks
C’est a dire une vitesse spécifique de croissance constante pendant toute la
fermentation, or ce n’est le cas que pendant la phase exponentielle.

ROY et al., (1987a) ont utilisé, pour décrire la croissance de L.delbrueckii sur glucose,
une loi ne dépend ni de la concentration en produit, ni de celle en substrat, mais seulement de
la biomasse:

p=pm. (1- X)) ©)
Xm
Ou : Xm est la concentration maximale atteinte par la biomasse.

Cette equation décrit bien les résultats obtenus par ROY et al., (1987a), mais elle
manque totalement d’intérét pour le calcul de X (grandeur difficile a mesurer), a partir de la
concentration en produit formé (facilement accessible).
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Le travail effectué par BELHOCINE (1987) cité par AMRANE (1991), montre aussi
que pour la fermentation lactique, la source d’azote est limitante. Mais comme les exigences
nutritionnelles des bactéries lactiques, en ce qui concerne ’azote, sont trés complexes, il est
trés difficile de mettre en équation cette limitation azotée.

LEH et CHARLES, (1989a) ont tenté de résoudre cette difficulté; ces auteurs ont
considéré dans leur modéle, a la fois une limitation par le sucre et par I’azote.

Pour tenir compte des deux limitations, la modification suivante de la loi de MONOD
(3) a été utilisée:
L= Um. 1 (20)
I+Kpr + Ks + Ks . Kpr
Pr S S Pr

Dans cette relation, pr et Kyr sont respectivement la concentration et la constante de
saturation des protéines utilisables. Les difficultés rencontrées dans 1’utilisation de ce modele
proviennent de la définition et du dosage de cette espéce.

En considérant que pendant la croissance, Ks est négligeable devant S, I’équation
précédente peut se simplifier; on retrouve ainsi une loi de MONOD, a un seul substrat
limitant, 1’azote:

pr
K= Um. S (11)
Pr +Kpr

En ajoutant dans 1’équation précédente, un terme rendant compte de I’inhibition par le
produit, I’expression de la vitesse spécifique de croissance devient:

K= Hm . Pr (12)
pr+(__p ) Ker
Kp +1

LEH et CHARLES (1989 a) prétendent que I'équation (12) décrit bien leurs résultats
expérimentaux. Mais aussi bien dans cette publication, on ne voit pas clairement comment ces
auteurs passent d’un dosage global en protéines a la concentration en protéines utilisables. On
sait pourtant, d’aprés les travaux de DESMAZEAUD et HERMIER, (1973), que seule une
petite partie de I’azote disponible (peptides de 5 a 7chainons environ) est utilisable par les
bactéries lactiques.

Les travaux de LEH et CHARLES ont néanmoins le mérite de mettre I’accent sur le
probleme de la source d’azote, dont I’'importance a aussi été signalée par BELHOCINE,
(1987) cité par AMRANE (1991).
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Le modeéle (12) ne sera utilisable que lorsque 1’on disposera d’une définition claire et
d’une méthode objective de dosage de 1’azote réellement utilisable par les bactéries

D’autre part AMRANE, (1991) a pu obtenir un modéle qui a pris comme point de
départ les résultats de BELHOCINE, (1987) qui ne décrivait la cinétique de croissance que
jusqu’a la fin de la phase exponentielle ou:

n=pm. 1-X (13)

Cela est insuffisant, car la production s’arréte en fin de phase stationnaire, il serait
donc intéressant d’avoir un modele qui tient compte de cette phase (surtout pour les systemes
en continu) d’ot AMRANE et PRIGENT, (1994) ont proposé le modéle suivant:

KL= Hm. 1 (14)
1+ c.exp(dt)
Hm-C

Ou c et d sont des paramétres de la loi de croissance (h).
7-3-2-Cinétique de production

LUEDEKING et PIRET (1959 a et b) ont effectué un travail de pionniers dans la
modélisation de la fermentation lactique, si bien que leur modeéle est pris comme base de
départ.

Ces auteurs ont montré que la production d’acide lactique est partiellement associée a
la croissance, d’ou la loi suivante:

Gy = 5 = ap + 3 (15)

xodt

Dans cette équation, gp est la productivité spécifique, o un coefficient de production
lié a la croissance et 3 un coefficient de production lié au maintien.

L’examen des courbes de p et gp en fonction du temps (obtenus par ces auteurs a
différents pH) montre que cette relation rend bien compte de I’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 I’une de I’autre par une affinité orthogonale, ¢’est a dire que: qp = a..u

En supposant p constant et égal um, COGAN, (1978) a résolu le systéeme formé par les
équations (1) et (13) et a obtenu, la cinétique de production suivante, décrivant la phase
exponentielle de croissanc

P=Xo. .t + B . exp (um.to) -1 (16)
Hm
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Cette loi ne décrit qu'une petite partie de la production, durant la phase exponentielle
de croissance. Son intérét est qu’elle permet de calculer um (pente de la courbe) In(dp/dt)= f(t).

TAYEB et al., (1984) ont suivi la méme démarche que COGAN, (1978) mais dans le
cas général. Ces auteurs, en supposant que la croissance suivait une loi d’inhibition non
compétitive, ont résolu le systeme constitué par les équations (1), (9) et (17), et ont abouti a
I’équation différentielle suivante:

d?p+_ o.umKp (dp)? — um.Kp(dp)=0 (17)
dt? (Ko+p) (apumKp+BKp+Bp)  dt p+Kp dt

Cette équation a des solutions approchées dans trois zones:

Lorsque p<<Kj, c’est a dire en début de culture, la vitesse spécifique de croissance p
est constante et égale a um, on se raméne donc a 1’équation (16)

Lorsque p est peu différent de Kp, p est toujours constant, mais égal a um/2. La

constante d’inhibition K est égale a la concentration en produit pour laquelle la pente de la
courbe:

In (dp/dt) =f (t) est égale a um/2
Enfin, lorsque p>>K,, u a alors pour expression:

p=um. Kp, et I’équation (17) se simplifie pour donner :

P

p.d’p + ot.um.Kp (dp)? - pm.Kp(dp) =0 (18)
> oumKe+pp  dt dt

um et Kp ayant été précédemment déterminés, les auteurs proposent d’utiliser une régression
non linéaire pour le calcul des paramétres o et B. Or I’examen du terme en (dp/dt)? de
I'tquation (18) nous montre que cette équation, on ne peut tirer o et B séparément, mais
seulement le rapport

o/P.

Dans le cas d’une cinétique de croissance décrite par la loi (11), c’est & dire ne
dépendant que de la biomasse, ROY et al. , (1987a) ont exprimé a tout instant t, la quantité
d’acide lactique synthétisée par le mécanisme non associé¢ a la croissance (pf), pour une
équation de production LUEDEKING-PIRET, sous les formes suivantes:
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po=ao dX =a Xo[ exp(umt) -1] (129)
dt 1-Xo (1-exp(um.t)
Xm
et
PR =B. X =P. Xm. In (1-Xo (1-exp (umt)) (20)
Hm X

la quantité totale de 1’acide lactique produit est la somme des deux contributions, c’est
a dire:

p = pot pp (21)
7-3-3-Cinétique de consommation du sucre

Les modeles proposes pour la cinétique de consommation du sucre sont de deux
sortes: ceux qui font la différence entre le substrat consommé par la croissance et celui
consommé pour la maintenance, et ceux qui envisagent cette consommation de maniére
globale.

HANSON et TSAO (1972), ont envisagé cette consommation de maniére globale. A
partir d’une cinétique de croissance par la loi (3), les auteurs ont obtenu le meilleur
ajustement avec la loi de consommation suivante:

dp= - 9. (22)
xdt
ou & est un parametre lié a la consommation du substrat.

Dans la plupart des autres modeéles cités dans la littérature, la vitesse de consommation
du sucre est la somme de deux termes:
(ds)r =(ds)c +(ds)m (23)
dt dt dt

Ou (ds/dt)c est le terme lié a la croissance et (ds/dt)m celui lié a la maintenance.

Selon PIRT (1975), les termes liés a la croissance et la maintenance sont donnés par:

(ds)g=-puX =-_1 .dx (24)
dt YxisG Yxisc dt
et
(ds)m=- ms.x (25)
dt
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Dans ces équations, ms est le coefficient de maintenance et Yx/s, G est le rendement
de conversion du substrat en biomasse, pour la croissance, ¢’est donc le rendement vrai. Et il
est défini par :

Yxis,6=-(dX) 6 (26)
ds

En combinant les équations (23), (24)et (25), il est possible d’obtenir la consommation
specifique de substrat :

Qs = - (ds)T = u/Yxse+ ms (27)
xdt
La division des deux membres de I'équation précédente par le taux de conversion p,
permet d’aboutir a la loi de PIRT:

1 =-(dyr=ms+ 1 (28)
Y ws, 0bS dx 1) Y xis,

Dans cette relation, Yx/s, obs est le rendement observé de conversion du substrat en
biomasse.

D’autres auteurs ont utilisé pour leur modélisation une loi de consommation du
substrat de la méme forme que celle de PIRT: citons par exemple la loi utilisé par ROY et al.,
(1987a)

Os =-ds=as.pu+Ps (29)
xdt

Ces auteurs ont signalé que I'équation (29) dérive de I'équation de LUEDEKING et
PIRET. Cela semble normal, les résultats obtenus par LUEDEKING et PIRET (1959a,b),
permettent d’aboutir & une loi analogue a celle de PIRT. Ces auteurs ont observé qu’en
fermentation lactique, le rendement de transformation du substrat en produit est constant, ceci
a eté ensuite confirmé par BELHOCINE (1987); on peut donc écrire:

9s=1 .Qp=a .pu+ B (30)
Yois Yors Ypis

Par analogie avec équation (27),ona :

o =1 (31)
Yopis Y xix,G
et
B = ms (32)
Yp/s
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Cette analogie était trés visible car quand So est grand, la plus grande partie du sucre
consommé sert a fabriquer du produit, alors que quelques g/l de sucre servent a fabriquer de la
biomasse.

7-3-4-Cinétique de consommation de I’azote

Compte tenu des exigences nutritionnelles tres complexes des bactéries lactiques, peu
d’auteurs se sont attaqués a la modélisation de la cinétique de consommation de I’azote pour
ces bacteéries

Dans le modéle proposé par LEH et CHARLES (1989a), de la méme maniere que
pour le substrat carboné, la vitesse de consommation des substrats azotés est la somme de
deux termes, I’un lié a la croissance et 1’autre a la maintenance:

(dpr)r=(dpr) ¢ +(dprm (33)
dt dt dt

Les deux cinétiques de consommation, pour la croissance et la maintenance, sont
respectivement décrites par des lois de la méme forme que les relations (11) et (10), mais
tenant compte de I’inhibition par le produit :

(dprje=-(um ) (R/Ker  ).X (34)
dt Yxirr, e PlKprt( P )2
Kp+1
(dpr)m=-um . (p/ K'pr) (s/K’s) . X (35)

dt Yxipr,m  PdK'pr+ SIK's+ (Pr/ K'pr) (S/ K's) +(pKp+1)?

Dans cette relation, K's et K’y sont respectivement les constantes de saturation du
substrat carboné et des protéines de carboné et des protéines utilisables; 1’utilisation de cette
grandeur non mesurable pose les mémes problémes que ceux évoqués plus haut a propos de
(12).

Comme le taux de protéines consommeées pour la maintenance est négligeable devant
celui consommé pour la croissance, la vitesse de consommation de protéines devient:

(dpr/idt) r=-(_um ) ( P/ Kpr ) (36)
Yxiprc  Pr/Ker+ (P )?
Kp+l

L’équation précédente se simplifie, en portant (12) dans (36):

(dpr)r=-p.X=-(1__ )(dx) (37)
dt YxmPrG  YX/PRG dt

Ce modele est intéressant dans la mesure ou il tient compte de la limitation par 1’azote, mais
I’approche du probléme est trop globale et arbitraire
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Il -MATERIELS ET METHODES

1-La bacteérie

La souche utilisée dans notre étude est: Streptococcus thermophilus CNRZ302:
souche de référence (centre national de Recherches Zootechniques; Jouy en Josas, France).

La souche lyophilisée est réactivée puis conservée et congelée dans du lait qui est un
cryoprotecteur. La réactivation des cultures se fait par repiquage sur du lait écréme autoclavé,
avant I’ensemencement du milieu de préculture, deux repiquages sont effectués de la maniére
suivante:

Le ferment est décongelé, puis avec une anse en platine, on effectue un prélévement,
qui va servir a ensemencer les 10 ml du premier tube de lait, le second repiquage s’effectuera
exactement de la méme maniére. Pour obtenir une bonne croissance, aprés chaque repigquage,
les tubes sont placés dans une étuve a 42 °C pendant 24 heures.

2-Le milieu de culture

Toutes les fermentations seront effectuées sur un milieu a base de lactosérum doux
issu de la fabrication des pates cuites (Edam) provenant de I’ORLAC (Office Régional du
Lait du Centre) de Boudouaou.

Au préalable ce lactosérum doit subir une déproteinisation.

La déproteinisation du lactosérum est réalisée selon le protocole proposé par
MOULIN et al. , (1976). Cette deproteinisation est partielle, elle concerne les caséines.

Elle consiste a amener le pH a 4,6 (point isoélectrique des caséines) par addition
d’acide sulfurique concentré, ensuite le lactosérum est chauffé a 100°C pendant 5mn a
I’autoclave. Aprés refroidissement, il est filtré sur un filtre simple.

L’opération est effectuée plusieurs fois jusqu’a 1’obtention d’un sérum limpide.

Le lactosérum est stérilisé a 120°C pendant 20mn aprés ajustement du pH a 7 avec
NAOH.

3-La fermentation
3-1-préparation de la préculture

Le milieu de préculture est chargé dans des Erlenmeyers d’une capacité de 500 ml qui
contenaient 250ml du milieu, puis le tout est stériliseé a 120°C pendant 20 mn, ensuite

thermostaté a 42°C, puis ensemenceés par 8 ml de la seconde préculture sur lait.

Lorsque la croissance bactérienne est suffisamment avancée (apres 17 heures), ce
milieu va servir a inoculer le milieu de culture.
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3-2-Préparation et lancement de la fermentation

La fermentation en discontinu (batch) a pH libre est réalisée dans des Erlenmeyers
d’une capacité de 2 litres qui contenaient 1400 ml du milieu de culture en absence d’agitation
et d’aération.

Apres stabilisation de la température a 42°C, le milieu de culture est ensemencé par
200 ml du milieu de préculture. Les Erlenmeyers sont ensuite incubés dans une étuve a 42°C
pendant 8 heures.

4- Mesure de la concentration bactérienne
La mesure de la concentration bactérienne a été faite en utilisant deux méthodes :

4-1- Mesure optique turbidimétrie

Le suivi de la croissance a été effectué toutes les deux heures par mesure des densités
optiques DO a une longueur d’onde de 650 nm, en utilisant un spectrophotomeétre de marque
Jenway 6105 U.V/ VIS.

Pour les solutions diluées, la turbidité est une fonction linéaire de la concentration
bactérienne (MALETTE, 1969). La turbidité est proportionnelle a la biomasse; lorsqu’elle ne
dépasse pas la limite 0,5- 0,6 en unité d’absorbance.

L’avantage d’utiliser cette méthode du fait qu’elle est rapide dans I’évaluation de la
concentration bactérienne (ONER et ERICKSON, 1986).

4-2- Mesure du poids sec
Selon AMRANE (1991), la mesure du poids sec, se fait, de la maniére suivante:
- Un volume connu de jus (20 ml) de fermentation est centrifugé a 3000 trs/mn, pendant le
temps nécessaire pour séparer la biomasse (de 20 a 45 mn).
- Le surnageant est séparé de la biomasse, celle—ci est resuspendue dans de I’eau distillée.
- La suspension contenant la biomasse est centrifugée a nouveau.
- Un maximum de surnageant est éliminé, puis la biomasse est resuspendue dans un
minimum d’eau distillée.
- la suspension est recueillie dans des cristallisoirs, préalablement séchés et pesés, qui sont
mis dans une étuve a 105°C.
- Au bout de 16 heures, les cristallisoirs sont retirés de I'étuve, puis pesés apres
refroidissement au dessiccateur.
Connaissant le volume initial de jus centrifugé, il est facile de calculer la masse
microbienne séche.
Le poids est détermineé par la formule suivante :
P(g /L)= (m-mo) /v
Ou mo : masse de culot en suspension avant séchage (g)
m : masse de culot en suspension apres séchage (g)
v : volume du jus de fermentation en (L)
La mesure du poids sec peut servir a convertir 1’enregistrement de la turbidité en
fonction du temps en courbe de biomasse en fonction du temps (voir courbe a en annexe).
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5-Analyses chimiques
Toutes les analyses ont éte effectuées en trois essais.

5-1-Dosage de I’azote total (Méthode de KJEDAHL)

Ce dosage est effectué sur du lactosérum brut (non traité) et du lactosérum deprotéiné
selon la méthode préconisée par AFNOR (1980) qui consiste a la minéralisation de 5ml de
lactosérum par chauffage, avec 17 ml d’acide sulfurique concentré, en présence d’un
catalyseur (mélange d’oxyde de mercure, de sulfate de cuivre et de sulfate d’ammonium)

Apres chauffage, nous avons procédé a 1’alcalinisation des produits de la réaction et la
distillation de I’ammoniac libéré qui est titré par une solution sulfurique diluée, en présence
de 10 ml d’acide borique.

Le calcul de la teneur en azote total, exprimée en grammes d’azote par litre de
lactoserum, est égal a :

V1x 0,0014 x 1000

Vo
Ou :Vq est le volume, en millilitres de la prise d’essai,
V1 est le volume, en millilitres de la solution d’acide sulfurique 0,1 N, utilisé pour la
neutralisation de I’ammoniac.

5-2 Détermination de la teneur en protéines

Les protéines contiennent a peu prés 16% d’azote donc la concentration en protéines est
déterminée par la formule suivante :

Concentration en protéines (g/L)= azote totale (g/I) 100 /16= azote total (g/L) 6,25

Ou :

6,25 : facteur variable selon la nature de protéine a analyser (AUDIGE ET al., 1984)

5-3 Dosage du lactose (Méthode de BERTRAND)

Ce dosage est effectué aussi sur du lactosérum brut (non traité )et lactosérum
deprotéiné selon la méthode préconisée par AFNOR (1980) qui consiste a la défécation de 20
ml de lactosérum par 2 ml de la solution I’hexacyanoferrate (I1) de potassium et de 2 ml de la
solution d’acétate de zinc ; une solution cuproalcaline est réduite a chaud par le filtrat obtenu.

Le précipité d’oxyde cuivreux formé est dissous par 30 ml d’une solution de sulfate
ferriqgue et le sulfate ferreux formé est dosé par manganimétrie en présence
d’orthophenantroline ferreuse comme indicateur.

La teneur en lactose, exprimée en grammes de lactose hydraté par litre de lactosérum,
Ou : M est la masse, en milligrammes de lactose hydraté, lue sur le tableau A (voir annexe )
en fonction du volume V de solution permanganate de potassium nécessaire.

5-4 Dosage de la teneur en matiére grasse (Méthode acido-butyrometrique)

Ce dosage est effectu¢ au laboratoire de ’ORLAC de Boudouaou sur du lactosérum
non traité et sur lactosérum deproteiné selon la méthode préconisee par AFNOR (1980).
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Apres dissolution des protéines par addition de 10 ml d’acide sulfurique a 100 ml de
lactosérum introduit dans le butyromeétre, il y a séparation de la matiere grasse du lactosérum
par centrifugation a 3000 trs/mn pendant 4 minutes, qui est favorisée par 1’addition d’1 ml
d’alcool amylique.

L’obtention de la mati¢re grasse (en gramme pour 100 ml de lactosérum) se fait par la
lecture directe sur 1’échelle du butyromeétre.Le mode de calcul de la teneur en matiere grasse
en (g/l) est égal a :

B-A
Ou:
A est la lecture faite a 1’extrémité inférieure de la colonne de matiére grasse,
B est la lecture faite a ’extrémité supérieure de la colonne de matiere grasse.

5-5 Dosage de I’acide lactique

Le dosage de I’acide lactique s’effectue selon la méthode préconisée par le manuel
suisse des denrées alimentaires, (1973) dont le mode opératoire est le suivant:

5-5-1- Précipitation des substances génant I’opération

-Introduire 20 ml de jus de fermentation dans un ballon jaugé de 50 ml.

-Ajouter, dans I’ordre, 10 ml de solution de chlorure de baryum, 5 ml de sulfate de zinc et 5
ml d’hydroxyde de sodium 0,66 N, en ayant soin de bien mélanger chaque fois.

-Remplir les traits de jauge avec de I’eau distillée, mélanger, laisser reposer la solution
pendant 15 mn et filtrer sur un filtre plissé.

5-5-2- Réaction colorée :

Introduire 10 ml du filtrat clair dans une éprouvette, ajouter 1ml de la solution diluée
de chlorure de fer (11).

L’acide lactique donne avec le chlorure de fer (III) une combinaison jaune, de
composition inconnue ou ’intensité de la couleur est mesurée par un spectrophotometre a une
longueur d’onde 425nm, elle est proportionnelle a la teneur en acide lactique.

5-5-3- Courbe étalon : (voir courbe b en annexe)

-Mettre 0, 1, 2, 3, 4...jusqu’a 10 ml de solution mére d’acide lactique ( 1ml de cette solution
contient 1g d’acide lactique) dans des ballons jaugés de 50 ml, ajouter 15 a 20 ml d’eau ainsi
que les agents de précipitation indiqués sous (5-5-1).

-Remplir jusqu’a la marque, prélever 10 ml du filtrat et exécuter la réaction colorée comme
indiqué sous (5-5-2).
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-Porter sur un systéeme de coordonnées les valeurs mesurées et les quantités correspondantes
d’acide lactique contenues dans 11ml de la solution colorée.

La teneur en acide lactique en g/l est égal a :

05xa
p
0]
a = teneur en acide lactique indiquée par la courbe étalon en gramme,
p = la prise d’essai exprimée en litre

c.

5-6 Détermination de la matiére séche :
Ce dosage est effectué sur lactosérum brut et deprotéiné a I’ORLAC de Boudouaou.

Le principe est basé sur la dessiccation par élimination d’eau dans un appareil a infrarouge
type Sartorium M45 qui affiche directement sur 1’écran la teneur en eau ou bien la teneur en
extrait sec du produit en g/l.

6 - Détermination de ’influence de certains paramétres sur les cinétiques de
croissance et d’acidification

Vu le manque de littérature concernant la production d’acide lactique par
S.thermophilus, on a essayé de regrouper et d’optimiser le maximum des parametres de
fermentation afin de maximiser la croissance et la production d’acide lactique.

A cet effet, on a étudié:

-Les parametres physico-chimiques de notre souche qui se limitent a la détermination de
I’influence de la température et du pH

-les parametres liés au milieu de fermentation qui consistent a la détermination de I’influence
de I’extrait de levures et du lactose.

Suite a des prélevements aseptiques aprés chaque deux heures de fermentation, on
faisait la mesure du pH par un pH-métre, on dosait 1’acide lactique, le lactose et le suivi de la
croissance par mesure de la densite optique DO et le poids sec.

Toutes les manipulations ont été faites en 3 essais.
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I11-RESULTATS ET DISCUSSION

1-Composition du lactosérum

La composition biochimique du lactosérum issu de ’ORLAC de Boudouaou est
représentée sur le tableau 1X. La connaissance de cette composition est nécessaire pour
procéder a des essais de supplémentation afin d’obtenir un milieu adéquat a la fermentation.

Tableau IX: Composition moyenne du lactosérum de ’ORLAC de Boudouaou.

Avant filtration Apres filtration et
(brut) stérilisation

pH 6,2—-6,4 57-6
Extrait sec (g/l) 80 68
Teneur en azote (g/l) 1,33 0,84
Teneur en protéine (g/l) 8,48 5,35
Teneur en lactose (g/l) 54 50-51
Teneur en matiére grasse (g/l) 3 Quelques traces

La composition biochimique moyenne du lactosérum doux (brute et traité) provenant
de ’ORLAC de Boudouaou semble étre inférieure a celle enregistrée par SOTTIEZ, (1990)
(voir tableau n°Il) ce peut étre expliquer par une différence de la composition initiale du lait
utilisé.

Comme montre le tableau IX, le lactose est le constituant le plus important du
lactosérum, il représente 70 a72% de I’extrait sec (BRITTEN, 2003)

Lors du traitement du lactosérum, nous avons constaté qu’il y a une variation du pH, il
est de 6,3 a I’état brut et il peut atteindre 5,7 apres son traitement. Cette acidification est
attribuée a une dégradation du lactose qui chute de 54 g/L a 50 g/L.

Selon AMRANE et PRIGENT, (1997) une quantité de 47 g/L de lactose est largement
suffisante pour la production d’acide lactique.

En revanche, lors de la déproteinisation du lactosérum, on a constaté une perte de 3,13
g/L de protéines.

Les protéines que contient le lactosérum filtré sont plus assimilables, elles sont
principalement constituées de protéines hydrosolubles (de la B lactoglobuline et I’a
lactalbumine) dont le poids moléculaire est inférieur a 20.000 Dalton, les caséines ont éte
retenues au niveau du filtre, vu leur poids moléculaire €levé.

De maniére générale ce lactosérum est jugé un bon milieu pour la fermentation.

2-Optimisation des paramétres de fermentation

Les parameétres pris comme critére d’optimisation en discontinu (batch), a pH libre,
sont le taux de croissance spécifique maximal (um) exprimé en (h™) et la vitesse moyenne
acidification (dp/dt)m ou (vm) exprimée en (g/Lh) ;
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Mm: est la vitesse de croissance (dx/dt) rapportée a I’unité de biomasse (x) au cours de
laguelle toutes les bactéries se retrouvent dans leur état physiologique optimal et se
multiplient & leur taux de croissance maximum.

um= In 10. tg(a) déduit de la courbe log(x) en fonction du temps (voir Figure 3).
Vm : Cette vitesse est déduite de la courbe de production, c’est le rapport entre la
concentration maximale en produit (Pm) et le temps mis pour 1’atteindre.

2-1-Optimisation des parameétres physico-chimiques
2-1-1-Détermination de la température optimale :

On a comparé la croissance ainsi que la production d’acide lactique de 5 cultures qui
étaient incubées parallélement, pendant 8 heures, a 5 températures différentes.

Sur les figures 5, 6, 7 et 8 on a représenté 1’évolution du pH, de la biomasse, de la
production d’acide lactique et du lactose consommé ou le pH du milieu de fermentation était
ajusté a 7 (avant la stérilisation) et qui était approximativement égal a 6 pour ces cinq
différentes températures : 35°C, 40°C, 42°C, 45°C et 48°C en fonction du temps.

On a représenté aussi sur les figures 9 et 10 la variation du taux de croissance maximal
(um) et la vitesse moyenne (vm) en fonction ces différentes températures.
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BIOMASSE (g/l)

—e—:35"C
0 1 2 3 4 5 6 7 —m— 40°C
TEMPS (h) —4—42°C
Figure 5: Evolution de la croissance en fonction du temps des SFE~A5°C
différentes cultures a différentes températures sur —— 48°C
lactoséruma pH=6.
o
—4=35"C
0 1 2 3 4 5 6 7 8 - 40°C
TEMPS (h) ——42°C
Figure 6: Evolution du pH en fonction du temps des —%—45°C
différentes cultures a différentes températures sur "—48°C

lactoséruma pH = 6.

50




RESULTATS ET DISCUSSION

9
8
T
S 6
é 5
[
O 4
5
E 3
g 2
1
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
TEMPS (h)
——35C
—=—40°C
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Figure 8 : Evolution de la teneur en lactose en fonction du temps des ol
différentes cultures a différentes températures sur lactosérum a pH=6 R
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D’apres les résultats obtenus, il apparait que la température optimale de croissance et
de production d’acide pour notre souche (CNRZ 302) était au voisinage de 42°C, ou le um et
Vm atteignaient 0,41 h et 0.68 g/L.h respectivement.

Cette ¢étude, nous a permis de constater qu’il y a eu des variations importantes de la
croissance et de 1’activité¢ acidifiante, ou la production est obtenue plus rapidement a 45°C
mais elle est plus stable et maximale a la température 42°C et elle chute a 35°C et 48°C.

ACCOLAS (1977), RADKE-MITCHELL et SANDINE (1986), AMOROZO et al.,
(1988), MECHACHOU, (2014) et méme des travaux ayant été effectués au sein de notre
laboratoire tel que ceux de BENSIAMEUR , (1996) et BOUBECHICHE, (1999) ont
préconisé cette température d’incubation pour la souche CNRZ 302. De méme BOUDJEMA,
(2008) ayant travaillé sur la souche S13 a préconisé la méme température.

Selon BOURGEOIS et LARPENT, (1996) S.themophilus se distingue
essentiellement des autres streptocoques lactiques par sa croissance thermophile avec un
optimum autour 42°C-43°C, GYOSHEVA et al.,(1995) ont travaillé sur 75 souches de
S.thermophilus et ont trouvé que la température 42°C est la température optimale pour ces
derniéres.

En effet, la figurel1, regroupe I’évolution du pH, de la biomasse, de I’acide lactique
produite et du lactose consommé a un pH=6 et a une température de 42°C. A partir de cette
figure, il apparait que le pH durant les 4 premieres heures varie de 6 a 4,88 et apres 8 heures
d’incubation, il est de 4,44.

En se rapportant & ces résultats, nous pouvons considérer que notre souche (CNRZ
302) est une bonne souche acidifiante car d’apres CHAMBA et PROST, (1989) et CHAMBA,
(1990), une souche n’est acidifiante que si la variation du pH est égale au moins 0,5 unités en
4 heures pour S.theromphilus.

Selon BEAL, (2015), cette souche est dite acidifiante si elle atteint un pH= 5 apres
270min (4h 30min)

D’autre part, il ressort de cette figure aussi, la croissance qui varie de 0,16 g/L a 1.09
g/lL avec une production d’acide lactique qui varie de 1,15 g/L a 7,95g/L et une
consommation du lactose qui varie de 50,L g/l a 36,5 g/L.

A cet égard, les courbes de croissance et de production présentent, en effet une
certaine similitude, avec cependant, un léger décalage dans le temps pour la production
d’acide lactique et un découplage des deux phénomenes au moment de la phase stationnaire,
ce résultat paraissant lié a une perturbation dans la croissance (BEAL et al., 1989 )
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pH, Biomasse (g/l), A. Lactique (g/l), Lactose (g/l)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Temps (h)

—&—pH

—&— Biomasse.10
Figure 11 : Evolution du pH, de la biomasse, de I'acide lactique et @n
du lactose sur lactosérum a 42°C et a pH=6. " AlLactique (o)

—@— Lactose/10
(CID)

54



RESULTATS ET DISCUSSION

2-1-2-Détermination du pH optimal

Afin de mieux maximiser la production d’acide lactique, nous avons cherché a savoir
quel est le pH optimal qui nous permet d’avoir une meilleure croissance ainsi qu’une
meilleure vitesse d’acidification pour notre souche (CNRZ 302).

Une fois le traitement du lactosérum effectué (déproteinisation et filtration), il doit
subir une neutralisation, en ajustant le pH a 7. Cependant, nous avons constaté que lors de la
stérilisation, le pH du milieu diminue et atteint méme 5,7.

En effet, d’aprés la littérature, ce pH n’est pas le pH optimal de croissance et
d’acidification de notre souche (voir tableau V).

Par ailleurs, nous avons procédé a la variation de 1’ajustement du pH de 4,6 a 10 avant
la stérilisation avec de 1’acide sulfurique concentré pour acidifier et avec de I’hydroxyde de
sodium (10M) pour alcaliniser le milieu afin de situer le pH optimal de croissance et
d’acidification de notre souche.

Les figure 12, 13, 14 et 15 représentent I'évolution de la biomasse, du pH, de la
production d’acide lactique et du lactose consommé a une température d’incubation de 42°C
et a différents pH.

Il est a signaler que la stérilisation entraine une diminution du pH et cette diminution
est plus rapide a pH alcalin. A cet effet, les pH réels que nous avons pris en considération
sont ceux apres stérilisation.

Sur les figures 16 et 17, nous avons représenté aussi la variation du taux de croissance
specifique maximal (um) et la vitesse spécifique (vm) en fonction des différents pH.

I1 est a noter que le pH optimal de croissance et d’acidification est au voisinage de pH
= 6,36 ou le taux de croissance um atteint 0.60 h et la vitesse moyenne d’acidification v est
aldgh.L.
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Figure 17 : Evolution de la vitesse moyenne
d'acidification en fonction des differents pH
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Les effets du pH sur le taux de croissance maximal (um) et de la vitesse moyenne
d’acidification (vm), Se manifestent de fagon similaire, ou ils prennent des valeurs maximales
dans une zone de pH optimal. De part et d’autre de cette zone, le um et vm Se ralentissent et
peuvent s’annuler, la variation de um et vm en fonction du pH se présente, par conséquent,
selon une courbe de cloche au voisinage de I’optimum (pH = 6,36)

ADAMBERG et al.,(2003) et GUHA et al., (2013) ont expliqué la croissance et la
production d’acide lactique a des pH bas ou alcalins par la haute résistance des bactéries
lactiques aux conditions défavorables( acide eleve, alcalinité élevée ect ).

Selon HUTKINS et NANNEN,(1993) les bactéries lactiques thermophiles notamment
S.thermophilus poussent et gardent généralement leur viabilité dans des milieux de pH
comprisentre 4,5 et 7.

MCBEAN et al., (1979), PARENTE et ZOTTOLA, (1991) ont suggéré un pH de 6
pour S.thermophilus par contre TAYEB et al., (1984) et BEAL et CORRIEU, (1991) ont
suggéré un pH de 6,5 pour la méme espéce , par contre BOUDJEMA, (2008) a suggéré un
pH de 6,42 pour la souche S13.

L’ajustement du pH a 8 (au lieu de 7) avant la stérilisation a amélioré
significativement sur la croissance et la production d’acide lactique.

La figure 18, met en évidence la relation qui existe entre I’évolution du pH, de la
biomasse, de I’acide lactique produit et du lactose consommé, a pH = 6,36, a une température
d’incubation de 42°C. Apreés 8 heures d’incubation, le pH change de 6,36 a 4,68, la
croissance augmente de 0,15 a 1,54 g/L avec une production d’acide qui varie de 2.35 g/L a
11,2 g/L et une consommation de lactose qui varie de 50.1 g/L a 29.1g/L.
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Figure 18: Evolution du pH, de la biomasse, de I'acide lactique
et dulactose sur lactosérum a pH=6.36 et 2 42°C.
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Suivant les résultats obtenus, précédemment par comparaison entre les courbes de
croissance et de pH, on remarque que la biomasse atteint sa phase stationnaire, le pH lui aussi
devient stationnaire aprés 6 heures de fermentation, cela pourrait signifier qu’a pH libre la
production est totalement liée a la croissance (car le pH est lié a la concentration en acide
lactique produite).

Selon BEAL et SODINI, (2003) le pH est un facteur chimique important pour la
croissance des bacteéries lactiques, il intervient sur la disponibilité en nutriments du milieu, sur
la perméabilité¢ de la membrane cellulaire et sur la vitesse d’activité enzymatique lors de la
production d’acide lactique, s’il n’est pas controlé, représente un facteur de ralentissement du
métabolisme bactérien.

En effet, les bactéries lactiques utilisent la voie EMBDEN-MEYERHOFF PARNAS
(EMP) pour la conversion du lactose en pyruvate, le lactose est converti en glucose et
galactose par activité de la B galactosidase. L’effet du pH sur cette enzyme a été déterming,

elle a une activité faible a un pH 4 et une activité optimale au voisinage d’un pH égal a 5,5
(SHAH et TELEN, 1990), VALI et al. (2006).

Le glucose et le galactose sont convertis en pyruvate et ATP, a travers la glycolyse, le

pyruvate est converti en acide lactique et I’ATP formée, sera utilisée pour la croissance et la
maintenance des cellules (LUQUET et CORRIEU, 2005).

A des pH trés faibles, le taux spécifique maximal de croissance (um = 0, 06 h) est
faible, de trés petites quantités d’ATP sont formées et la majorité de celles-Ci est utilisée
encore plus pour la maintenance que pour la croissance.

De méme, VENKATESH, (1993) et CHETAN et al. (1997) ayant étudié la
modélisation de la production d’acide lactique sur un seul substrat de fermentation (le lactose)
en batch chez L.bulgaricus, ils ont mis en évidence ’effet du pH sur I’activité enzymatique
de la B galactosidase, facteur clé de la fermentation, et par conséquent le taux de croissance et
la vitesse de production d’acide sont dépendants des quantités d’enzymes synthétisées.

Par ailleurs, I’activité enzymatique est dépendante du pH du systéme ce qui explique
qu’a bas pH, elle est inhibée.
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2-2- Optimisation du milieu de culture
2-2-1- Détermination de la concentration optimale en extrait de levures :

Dans le but de déterminer I’effet de ’extrait de levures sur la croissance et la
production d’acide, de différentes concentrations en extrait de levures ont été testées.

Nous avons représenté sur les figures 19, 20, 21 et 22 1’évolution de la biomasse, du
pH, des quantités d’acide lactique produites lors de la fermentation ainsi que le lactose
consomme.

De ces résultats, il apparait que la concentration de 10 g/L d’extrait de
levures est la concentration optimale pour la croissance et pour la production
d’acide lactique.

Les figures 23 et 24, illustrent la variation du taux de croissance maximal et la vitesse
moyenne d’acidification en fonction des différentes concentrations en extrait de levures oU a
la concentration de 10 g/L, nous notons le taux de croissance maximal le plus élevé pum= 0,63
h'! avec une vitesse moyenne d’acidification vm = 1,36 g/L.h.

De maniére générale, 1’adjonction de 1’extrait de levures a notre milieu est jugée avoir
un effet positif, elle modifie de maniére trés remarquable la croissance bactérienne ainsi que
I’acidification du milieu. Cette activation a été attribuée a la présence d’acides aminés libres,
de peptides, de purines et de pyrimidines et de composés inorganiques (LAWRENCE et
al.,(1984) et ZHANG et al.,(2007))

AMRANE et PRIGENT (1997, 1998) et GOKSUNGUR et GUVENC (1997), ayant
travaillé sur L. helveticus et L. delbruekii , BENAISSA et_al., (2017) ayant travaillé sur
L.plantarum et L. casei et BOUDJEMA, (2008) ayant travaillé S. thermophilus S13 sur
lactosérum deproteiné ont jugé que la concentration de 10 g/L était la concentration optimale
pour la croissance bactérienne ainsi que pour la production d’acide lactique.

D’autre part, nous avons constaté que I’augmentation de 1’extrait de levures dans le
lactosérum n’affecte pas de la méme maniere la croissance bactérienne et la production
d’acide lactique. Il apparait clairement que 1’augmentation a un certain seuil devient toxique.
A 20 g/L et a 30 g/L d’extrait de levures, les taux de croissance maximaux (0,50 h*, 0,26 ht
respectivement) et les vitesses moyennes d’acidification (1,2 g/L.h, 1,08 g/L.h
respectivement) sont inférieures a ceux de 10 g/L (0,63 h-1, 1,36 g/L.h).
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En effet, les résultats obtenus par AESCHLIMAN et VONSTOCKAR (1990),
AMRANE et PRIGENT (1997, 1998, 1999, 2000) et BOUGUETTOUCHA et al.,(2007)
conduisent a une conclusion identique, ces auteurs ayant travaillé sur L.helveticus cultivé sur
permeat de lactosérum supplémenté par de 1’extrait de levures. Lors de I’optimisation de la
concentration en extrait de levures. lls ont montré que pour une valeur supérieure a 20 g/L, les
performances n’augmentent plus, mais au contraire diminuent.

En plus, GHALY et al.(2003), BOUDJEMA, (2008) ont signalé qu’a des

concentrations élevées en extrait de levures, la concentration cellulaire diminue sous I’effet de
forte toxicité .

Ce comportement a été expliqué par un mangue de la source carbonée, ou la phase de
croissance est liée a la phase de production d’acide lactique, dans cette courte phase (phase de
biosynthese), nécessite un grand flux d’énergie contrairement a ce qui se passe pour la phase
stationnaire, une toute petite quantité d’énergie qui a été consommée, va servir uniquement
pour la maintenance des cellules (AMRANE et PRIGENT, 2001).

La figure 25 regroupe 1’évolution du pH, de la biomasse, de I’acide lactique produit et
du lactose consommé sur lactosérum & une concentration d’extrait de levure de 10 g/L, un
pH=6 et a une température d’incubation de 42°C. Nous avons noté une amélioration
d’acidification du milieu par rapport aux autres concentrations d’extrait de levures, le pH
varie de 6 a 4,40, une croissance bactérienne varie de 0,18 a 1,70 g/L avec une production
d’acide lactique varie de 2.1g/L a 10,95 g/L et une consommation de lactose qui varie de 51,2
a 28,5 g/L pendant les 8 heures de fermentation.
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2-2-2-Détermination de la concentration optimale en lactose:

Pour déterminer la concentration optimale en lactose, des concentrations qui varient de
0 a 50 g/L ont éte testees.

Les figures 26, 27, 28 et 29 représentent 1’évolution de la biomasse, du pH, de la
production d’acide lactique et du lactose consommé aprés 8 heures d’incubation a une
température de 42°C et un pH = 6.

De manicre générale, I’addition de ce sucre a amélioré de fagon importante la
croissance ainsi que la production d’acide lactique pour notre souche CNRZ 302.

BENATEYA (1987) a signalé que cette souche présente une préférence vis a vis du
milieu de culture qui contient du lactose comme seule source d’énergie.

D’apres les résultats obtenus la concentration optimale en lactose pour la croissance et
la production d’acide lactique est 20 g/L, ou nous avons noté un taux de croissance maximal
um = 0,49 h! avec une vitesse moyenne d’acidification vm = 1,17g/L.h (figures 30 et 31).

BOUDJEMA, (2008), ayant travaillé sur S.thermophilus S13 a préconise la méme
concentration en lactose.

Vu le manque de littérature concernant la production d’acide lactique par
S.thermophilus sur lactosérum enrichi en lactose, on essaiera de rapporter nos résultats a une
autre souche de bactérie lactique thermophile qui est utilisée dans plusieurs travaux en culture
mixte avec S.thermophilus. Les résultats de FU et MATHEWS, (1999) et ’AMBERGO et
al.,(2003) qui ont travaillé sur L. plantarum et L.bulgaricus respectivement ont trouvé la
concentration de 20g/l comme concentration optimale pour la croissance et pour la production
d’acide lactique.

Au-dela de cette concentration, nous avons assisté a une chute de la croissance et de
la production d’acide lactique comme nous avons constaté aussi qu’a une concentration de 50
(g/1) la croissance et la production d’acide sont inféricures a celle du témoin (0 g/l) ou pum =0,
40 h't avec vm=0,8 g/l.h et pm = 0,41 h et vin= 0,99 g/L.h respectivement.

De maniere générale, le ralentissement de croissance et production lactique observé a
des concentrations supérieures a 20g/L est du a I’inhibition par I’excés de substrat (lactose)
(YUN et al. 2003)

Cette décroissance peut étre attribuer a la pression osmotique sous 1’effet de fortes
concentrations en glucides (BENATEYA, 1987). En plus, les travaux de LARSEN et ANON
(1989,1990) ont montré ce ralentissement de croissance et de production et de production
d’acide lactique est du a la pression osmotique et la diminution de 1’activité de 1’eau (Aw).
Cette diminution d’Aw résulte du fort pouvoir hygroscopique du lactose (CARRARA et
RUBIOLO, 1994)
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TAUX DE CROISSANCE MAXIMAL
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Figure 30 : Evolution du taux de croissance maximal en
fonction des differentes concentrations en lactose.

Vitesse moyenne d’acidification (g/L.h)
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Figure 31 : Evolution de la vitesse moyenne d'acidification en
fonction des differentes concentrations de lactose.
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La figure 32, regroupe évolution du pH, de la biomasse, de 1’acide lactique produit et
du lactose consommé, de la concentration de 20 g/L aprés 8 heures d’incubation a une
température de 42°C et un pH égal a 6 ou le pH varie de 5,87 a 4,35, la croissance varie de
0,16 a 1.27 g/L avec une production d’acide qui varie de 1,7 a 9,4 g/L et une consommation
du lactose qui varie de 54,7 g/L a 38 g/L.
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Figure 32 : Evolution du pH, de la biomasse, de I'acide lactique et du +(B;;7)massel°

lactose sur lactosérum supplémenté avec 20 (g/l) de lactose a 42 °C et e— ALactique
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3- Production d’acide lactique dans les conditions optimales

L’¢tude de I’optimisation des parametres de fermentation c’est a dire des conditions
physico-chimiques (pH et température) et 1’adjonction de la source azotée et carbonée au
milieu de fermentation en discontinu (en batch) a pH libre nous a permis d’obtenir les
résultats suivants:

La fermentation a donné son maximum en croissance et en production a une
température de 42°C, un pH = 6,36, une concentration en extrait de levures de 10 g /L et une
concentration en lactose de 20 g/L.

Aprés avoir obtenu ces résultats, il nous a semblé nécessaire de regrouper toutes ces
conditions en une seule fermentation, afin de voir comment ces parameétres interagissent et
quels sont leurs effets sur la fermentation en méme temps.

La figure 33 illustre I’évolution du pH, de la biomasse, de I’acide lactique produit et
du lactose consommé. Ces courbes vont nous permettre de suivre le progres réalisé lors de
I’ optimisation.

Il est a noter que le pH aprés les quatre premiéres heures de fermentation varie de
6, 36 a 4,4, la croissance varie de 0,45 a 1,65 g/L, la production d’acide varie de 2, 95 & 9,3
g /L et la consommation du lactose varie de 55,8 a 37,5 g/L et aprés 8 heures de fermentation,
le pH atteint 4,1, la croissance atteint 2,45 g /L, la production d’acide lactique est de 15,95
g/L et la consommation du lactose est de 21 g/L.

D’aprés ces résultats, il apparait qu’il y a eu une nette amélioration de la croissance
ainsi que la production ol le taux de croissance maximal (im) atteint 0, 81(h™) (figure 34) et
la vitesse moyenne de production vi, atteint 2,07(g/L.h) (figure 35).

Notre souche a été fortement stimulée dans ces conditions de fermentation en
comparaison avec les résultats obtenus par BOUDJEMA (2008) ayant travaillé sur la souche
S13 avec une production d’acide lactique de 13,13g /L avec une consommation de lactose
résiduelle de 35g /L.
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figure 34: Evolution du taux de croissance en fonction du
temps dans les conditions optimales.
( pH=6.36, T°=42°C, E.L=10g/LetL=20gl)
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figure 35: Evolution de la vitesse d'acidification en fonction du

temps dans les conditions optimales.
(pH=6.36 , T°= 42°C,E.L =10 g/L. et L =20 g/L)
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En revanche, un découplage est observé entre la courbe de croissance et de celle de
production, il est plus ou moins prononcé selon la phase de culture.

En effet, généralement la production d’acide est couplée a la croissance pendant la
premiére phase de croissance, puis se poursuit alors que la croissance s’arréte, ce qui traduit le
découplage (BEAL et al., 1991)

Selon JUILIARDS et al., (1987), la principale modification des conditions physico-
chimiques du milieu, responsable de phénoménes d’inhibition et trés certainement le gradient
de protons di a la production d’acide lactique.

KONINGS et OTTO (1983) et OTTO et al., (1983) ont analysé les conséquences des
variations de milieu sur la contribution de I’efflux de lactate & 1’énergie métabolique de
S.cremoris en culture discontinue, par 1’étude de la force proton-motrice et du gradient de
lactate au cours de la croissance. Le rapport gradient de lactate et la force proton motrice
diminue pendant la croissance de la souche. Cette diminution du rapport indique une baisse de
la steechiométrie H*/ lactate et donc une diminution de la contribution de I’efflux de lactate a
I’énergie métabolique.

Ces mémes auteurs ont montré, que lorsque le pH du milieu diminue, I’organisme en
croissance maintient son pH interne a une valeur constante de 6,6. Ce qui explique donc la
formation d’un gradient de pH.

Or, a la fin de la phase exponentielle de croissance, le pH ne peut plus étre maintenu
constant, vraisemblablement par manque d’ATP. Il chute brutalement, le gradient de pH
disparait, les activités enzymatiques diminuent. Dans ces conditions, la forte acidité du milieu
de culture influe sur I’activité, entre autre, des enzymes protéolytiques.

ACCOLAS et al. , (1980) signalent que I’activité de 1’héxokinase, d’une souche de
S.thermophilus par les bas pH, a la différence d’autres enzymes de la glycolyse. Cette
diminution d’activité pourrait freiner la poursuite de la glycolyse et en définitive, affecter la
croissance de la souche.

Par ailleurs, AMRANE et PRIGENT, (1999, 2001) ont pu déterminer 1I’effet du pH et
de I’acide lactique sur la croissance et la production d’acide par L. helveticus cultivé sur
lactosérum supplémenté par de 1’extrait de levures et du lactose et ils ont pu avoir les
différentes constatations :

-Au début de la croissance, 1’acide lactique produite résulte du mécanisme de la
croissance — production ou le pH était le principal facteur qui contrdle la croissance et la
production ;

-Durant la phase de ralentissement, la croissance atteint son maximum et le taux de
production diminue avec la diminution du pH ;
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- A la fin de la phase de croissance, celle-ci n’était controlée uniquement par les
concentrations en acide lactique accumulées dans le milieu et le pH n’a qu’un effet indirect.

Toutefois, AMRANE et PRIGENT, (2001) signalent que I’arrét de la production
coincide toujours avec le manque de la source carbonée (le lactose) or, ce n’est pas le cas pour
notre fermentation ou nous avons constaté que presque la moitié du lactose n’a pas été
consommé et nous avons noté un rendement de conversion du lactose en acide lactique

Yws= 0,47 avec un rendement metabolique du lactose en biomasse faible
Y x/s =0,07(voir tableau X).

Il a été établi que le galactose est responsable d’une inhibition de croissance de
souches de S. thermophilus (SOMKUTI et STEINBERG, 1979)

Ces travaux sont confirmés par LAVANDER et RADSTROM(2001) qui ont montré
que les souches de S.thermophilus sont considérées galactose(-) et elles ne peuvent fermenter
le galactose malgré qu’elles possédent le géne nécessaire pour le catabolisme du galactose.

L’étude de I’hydrolyse de 1’ortho-nitrophenyl B-galactoside (ONPG), en tampon
phosphate de potassium, a permis 8 GREENBERG et MAHONEY (1982) de montrer que le
galactose est un inhibiteur compétitif de la B-galactosidase de S.thermophilus de paramétre
cinétique K; = 60 mM. Compte tenu du fait que peu de galactose est consommé par S.
thermophilus a pH constant, cela peut étre une explication de 1’inhibition de ces bactéries en
fin de croissance.
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4- Modélisation de la cinétique de croissance et de production

Les courbes de croissance et de production présentent un grand interét, car elles
permettent de suivre les progres réalisés lors de 1’optimisation des conditions de fermentation
(physico-chimique et milieu nutritif).

En effet, ces courbes peuvent indiquer qu’un mode de culture est meilleur ou moins
bon qu’un autre mais en absence d’informations chiffrées, il est difficile d’expliquer les
raisons et surtout de progresser plus avant dans I’optimisation. C’est pour cela qu’il est
important de trouver un modéle qui décrive convenablement le processus et qui permette de
traduire par des chiffres les différences observées entre les différentes conditions de
fermentation.

Le suivi de la croissance et de la production dans les conditions optimales de la souche
étudiée S.thermophilus CNRZ 302, a rendu possible la modélisation mathématique grace au
logiciel « TBLCURVE » qui utilise la méthode des moindres carrés, présente 10.000 modeles
mathématiques différents pouvant représenter un phénomeéne biologique donné, avec les
coefficients de régression accompagnant chaque modele et rendant compte de la qualité de
représentation du processus étudié.

4-1- Cinétique de croissance

L’examen de la figure 36 montre que 1’équation (*) décrit bien la cinétique de
croissance jusqu'a la phase stationnaire, il serait intéressant d’avoir un modéle qui rend
compte de cette phase car la production s’arréte en fin de cette phase. Pour ce faire, nous
avons pris comme modele :

Y=(a+cX +e X3/ (1+bX+dX?) (¥

C’est un modele descriptif (ou purement mathématique) permet d’exprimer les variables de
croissance ou d’acidification par des équations dépendant du temps et comportent un nombre
variable de paramétres n’ayant pas une signification biologique (BEAL et al., BOUDRANT et
al., 1999)

Avec un coefficient de régression le plus élevé r?=0.9984 ;
Ou la variable X représente le temps et a, b, ¢, d et e ce sont des parameétres tels que :
a=0,4459 b=0,0260 c¢=0,1637 d=0,0312ete =0,0706

La croissance bactérienne peut prendre la forme suivante :

X= (0,44 + 0,16 t + 0,07 t2)/ ( 1+ 0,02t + 0,03t2)
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4-2- Cinétique de production d’acide lactique

Concernant la cinétique de production semble aussi bien étre représentée par la méme
équation (*), ou elle prend la méme allure de la croissance et elle obéit au méme modele
(figure 37) avec un coefficient de régression au carré le plus élevé r? = 0, 9997 et les
paramétres prennent comme valeurs :

a=2,9367 b=0,0029 c=1,9039d=0,0195ete =0, 2581
D’ou la production d’acide lactique peut s’écrire de la forme suivante :
P=(293+1,90t+0,25t%/(1+ 0,002 t + 0,01 t?)

4-3- Relation entre la cinétique de croissance et la cinétique de
production d’acide lactique

La figure 38 représente la vitesse spécifique de production (qp) en fonction de la
vitesse spécifique de croissance (), elle suit le méme modele proposé par LUEDEKING et
PIRET, (1959) qui prend la forme

y =a+ bx
Avec r>=0,9814
a=0,0395
b =1,0357
Ou vy : est la vitesse de production spécifique qp
X : est la vitesse de croissance spécifique

aet b représentent les coefficients I’'un li¢é au maintien () et 'autre li¢ a la
croissance (o) respectivement.

La vitesse de production spécifique peut s’écrire de la forme suivante :
gp=1,03 u + 0,03

De cette équation, on peut déduire que la production d’acide lactique a pH libre est
presque totalement liée a la croissance.

En revanche, I’accumulation de 1’acide lactique, du fait de son action inhibitrice,
conditionne directement les caractéristiques cinétiques de la fermentation. S.thermophilus
¢tant homofermentaire, 1’acide lactique est le principal produit de la fermentation et peut
atteindre des concentrations proches de 30 g/L en fin de culture, en batch, a pH régulé (BEAL
et al, 1989).
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11 est a noter qu’a pH non régulé, on constate que I’inhibition de la croissance due au
lactate accumulé s’ajoute aussi I’effet inhibiteur du au pH final qui est tres éloigné du pH
optimal et ceci est bien confirmé par le parametre a () qui est tres petit, ou lorsque p tend
vers O ; gpaussi tend vers 0.

Le tableau X récapitule les différents parameétres dans les conditions optimales de
fermentation.

Tableau X : les différents parameétres dans les conditions optimales de fermentation.

Xm Pm Hm V m o Yx/s Ypl/s a B

/l /l :
(o) | (/) 0 | @i (h™)

2,45 | 15,95 | 0,81 2,05 0, 83 0, 07 0,47 | 1,0357 | 0,0395

D’aprés ce tableau, on peut constater que la croissance bactérienne a donné son
maximum apres les 8 heures de fermentation Xm =2,45 g /L avec un rendement de conversion
du substrat en biomasse (Yx/s) de 7 % et la production d’acide lactique maximal (Pm) est de
15,95 g/L avec un rendement de conversion du substrat en produit de 47%.

On voit, en effet que le temps mis pour atteindre la phase de maintien n’est pas trés
significatif. Ce qui nous semble le plus important, ¢’est le maximum atteint par um et le fait
que ce maximum correspond a la ci cinétique de production la plus significative.
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Figure 36 : Ajustement des points expérimentaux de la cinétique de croissance en
fonction du temps. o X expé. - X calc.
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Figure 37 : Ajustement des points expérimentaux de la production d’acide lactique
en fonction du temps.o P expé. - P calc.
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Figure 38 : Ajustement des points expérimentaux de la vitesse spécifique de production
en fonction de la vitesse spécifique de croissance. o qp expé. - gpcalc.
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Conclusion

Les résultats exposés dans cette étude ont permis d’éclaircir un certain nombre de
points qui nous paraissent importants.

L’optimisation des parametres de fermentation en culture pure de notre souche
S.thermophilus CNRZ302, en batch, a pH libre sur lactosérum supplémenté de 10 g/L
d’extrait de levure, 20 g/L de lactose, a un pH initial ajusté a 6,36 et une température
d’incubation de 42°C, a nettement amélioré la croissance et la production d’acide lactique
(15,75 g/1). Cette espéce est connue peu productrice d’acide en culture pure.

Sur le plan théorique, nous avons élaboré et validé un modele en deux parties :

- La premicre décrit la croissance et la production, en fonction du temps, 1’ajustement
de cette loi a nos points expérimentaux est satisfaisant et ce, depuis 1’inoculation jusqu'a la
phase de maintien, qui correspond précisément a 1’arrét de la production ; donc toute la zone
industrielle est bien décrite.

- La seconde partie de notre modéle décrit la production par le biais d’une relation
entre la productivité spécifique qp des cellules et leur vitesse spécifique de croissance p. Ce
modele a permis d’améliorer nettement, par rapport a loi linéaire de LUEDEKING et PIRET
(1959 a et b), la description de la production s’ajuste beaucoup mieux aux points
expérimentaux.

En bref, notre modéle rend compte de la cinétique de production du début a la fin de la
fermentation ; il est trés utile dans 1’évaluation fine des performances de production d’un
couple cellule/milieu. La productivité volumique moyenne est un critere global de
performance, alors que les parametres pm, o, B tirés des ajustements permettent de chiffrer
leur origine.

Signalons enfin que I’élaboration de ce modele n’a été rendue possible que par
I’implantation d’un outil informatique, qui facilite considérablement le traitement des
données, la simulation, etc....

Le présent travail, peut étre un élément d’un procédé intégré de valorisation du
lactoserum pour que les bases de ce procédé soient completement poseées, il faudra encore
¢tudier I’hydrolyse du lactosérum par une protéase, afin de mieux tirer profit des protéines du
sérum et les rendre plus assimilables par les cellules et d’éviter la supplémentation par
I’extrait de levures commercial, qui donne de bons résultats, mais reste coliteux.

L’expérimentation se heurte aussi a des difficultés analytiques et au manque de
matériels performants, dans ce domaine. La mise en ccuvre de méthodes plus performantes,
devrait ouvrir des perspectives nouvelles.
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Le procéde discontinu (en batch) classique de fermentation présente certains
inconvénients tels que 1’inhibition par le substrat et le produit final. Pour éviter ces problémes
plusieurs études ont été axées sur 1’amélioration de la production d’acide lactique a travers
différentes stratégies d’alimentation en utilisant du lactosérum, un résidu de I’agroalimentaire,
par fermentation en continue et a pH régulé et plusieurs méthodes d’extraction de 1’acide
lactique tel que I’utilisation de membrane céramique (WANG et al.,2013) ou bien une résigne
échangeuse d’anions faibles ,au cours du processus de purification , I’utilisation de charbon
actif (MARELEA et al. ,2016), des méthodes rentables de production de haute pureté.

Malgré toutes ces carences, on peut d’ores et déja tirer profit des résultats acquis pour
améliorer la qualité et la rentabilité de la production d’acide lactique par voie microbienne.
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Annexe

Tableau A : Dosage du lactose (Technique de G.BERTRAND)

Le tableau ci-apres, donne directement la quantité du lactose hydraté, exprimé
en milligrammes, en fonction du volume de la solution 0,1N de permanganate de
potassium.

Volume | Lactose | Volume | Lactose | Volume | Lactose | Volume | Lactose | Volume | Lactose
de hydrate de hydrate de hydrate de hydraté de hydrate
KMn0, (mg) KMn0, (mg) KMn0, (mg) KMn0O, (mg) KMn0, (mg)
01N 01N 01N 01N 01N
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
3.2 149 6.7 320 93 450 119 584 145 72,0
34 15.8 6.8 32,5 94 455 120 589 146 726
36 16,9 6.9 330 95 46,0 12,1 599 14,7 73.1
38 17.8 7.0 33,5 9.6 46,5 12,2 60,0 148 73.6
40 188 7.1 340 9.7 471 12,3 60.5 149 741
42 198 T2 345 93 476 124 610 150 74,7
44 20,7 I3 350 99 481 125 61,5
46 21,7 7.4 35,5 10,0 48.6 126 62.1
438 22,7 5 36,0 10,1 491 12,7 62,6
5.0 23,6 7.6 36,5 10,2 496 123 63,1
51 241 7.7 370 10.3 50.1 129 63,6
5.2 246 7.8 37.5 104 50.6 130 64,1
53 25,1 7.9 330 10,5 51,2 13,1 64,7
54 25,6 8.0 38,5 10,6 51.7 132 65,2
55 26,1 8.1 390 10.7 52,2 133 65,7
5,6 26,6 8,2 39,5 10,8 52,7 134 66,2
5.7 27.1 8.3 400 109 53.2 13,5 66,8
58 276 84 40,5 110 53,7 136 67.3
59 28,0 8,5 410 11,1 54,2 13,7 67,8
6.0 28,5 8.6 41,5 11,2 547 138 634
6.1 290 8.7 420 11.3 553 139 689
6,2 29,5 8,8 425 114 55.8 140 69 4
6.3 30,0 8.9 430 115 56,3 14,1 69,9
64 30,3 90 435 11,6 56.8 14,2 70,5
6.5 310 9.1 440 11,7 574 143 710
6,6 31,5 92 445 118 579 144 71,5
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Résumé :

L’objectif de ce travail est d’optimiser les parametres de fermentation de S.thermophilus
(CNRZ 302) afin de valoriser un sous-produit des fabrications fromageres « lactosérum doux
» pour produire de 1’acide lactique.

La fermentation en discontinu, a pH libre, a donné son maximum en croissance et production
sur lactosérum supplémenté par 10 g/l d’extrait de levures, 20g/1 de lactose, a un pH initial de
6,36 et une température d’incubation de 42°C.

Un mod¢le mathématique décrivant les cinétiques de croissance et d’acidification a été
développé, permet de bien ajuster les points expérimentaux, sur la totalité en batch.

Mots-clés : Acide lactique, lactosérum, S.thermophilus (CNRZ 302), optimisation, modéle
mathématique.

Abstract:

The objective of this work is to optimise parameters of fermentation of S.thermophilus
(CNRZ 302) in order to produce lactic acid from cheese whey.

The batch fermentation, in free pH, has given the maximum of growth and production
on cheese whey supplemented with 10 g/l of yeast extract, 209/l of lactose, at an initial pH=
6,36 and 42°C.

A mathematical describing the growth and production Kinetics, was developed and
permeat to adept the experimental points on the totality of fermentation.

Keys-words: lactic acid, cheese whey, optimisation, S.thermophilus (CNRZ
302), mathematical model.
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