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Introduction

Le lactosérum, sous-produit liquide issu de la production du fromage et de la caséine,
est l'une des plus grandes sources de protéines alimentaires et de lactose, qui est encore peu

exploitée en alimentation humaine (Anonyme 1, 1995).

La production annuelle du lactosérum dans le monde est estimée & 165 million de
tonnes (Macwan et al., 2016), en Algérie, elle est estimé a 14 millions de litres de 2013 a
2017 (FAO-ONU, 2017). Bien que le développement de nouvelles approches pour l'utilisation
du lactosérum ait été apporté, environ la moitié du lactosérum produit est rejetée, ce qui
constitue non seulement une perte importante de source protéique, mais également un
probléme de pollution pour l'environnement. En effet, le lactosérum présente une forte
demande biochimique en oxygene (DBO) de 30000-50000 ppm (Marwaha et Kennedy, 1988 ;
Tango et Ghaly, 1999). La tendance actuelle suscite un intérét de plus en plus croissant au
lactosérum considéré autrefois comme «déchet». Le développement de nouvelles
technologies pour la valorisation du lactosérum est nécessaire, surtout que les quantités

produites ne cessent d'augmenter.

L'acide lactique, un des composants du lactosérum, est un acide organique utilisé dans
I’industrie alimentaire a des fins de conservation. Bien qu’il soit présent en grandes quantités
dans le lactosérum, vu qu’il est produit par les bactéries lactiques dans le lait fermentg,
actuellement, une grande part de celui-ci est produite par des procédés chimiques, malgré que
son utilisation dans les produits alimentaires n’est pas sans risque en raison d’éventuelles
pathologies qu’il peut provoquer chez les consommateurs a long terme, telles que le cancer
(Gouget, 2011). De plus, de nos jours, le consommateur est de plus en plus soucieux pour sa
santé et exigeant en terme d’alimentation «bio». Dans cette optique, I’activité antimicrobienne
de I’acide lactique a fait I’objet de plusieurs recherches, ou elle a montré son efficacité sur
une vaste gamme de souches microbiennes pathogénes ou de détérioration de produits
alimentaires (Eklund, 1989 ; Schniirer et Magnusson, 2005 ; Chenjie et al., 2015).

Le but du présent travail consiste d’une part, & évaluer 1’activité antibactérienne du
lactosérum  envers deux souches bactériennes pathogenes impliquées également dans
I’altération des denrées alimentaires, en vue d’une éventuelle substitution de conservateurs
chimiques et une bioconservation des aliments, d’une autre part, réduire le taux du lactosérum

dans I’environnement ainsi que son impact polluant.

-
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Partie Bibliographique Lactosérum

1. Lactosérum

1.1. Définition

Appelé autrefois petit lait, le lactosérum est un coproduit de I’industrie fromageére
et de la préparation des caséinates (Jouan, 2002).C’est un produit découvert il y a plus de
3000 ans avant Jésus-Christ, par des Bédouins lors du transport de lait.

Le terme lactosérum se rapporte au liquide translucide et jaune verdatre qui se
sépare du caillé (Heslot, 1996), aprés séparation des caséines par coagulation acide ou

par processus enzymatique au moyen de la présure ou de la chymosine(Jouan, 2002).

L’acidification et la coagulation par la chaleur provoquaient la formation d’une
phase liquide au-dessus d’un caillé de lait (De Witt, 2001). Le lactosérum représente 90
% du volume original de lait utilisé en fromagerie et en est le principal sous-produit
(Moletta, 2002).

Le lactosérum contient environ 50 % des nutriments du lait de départ : proteines

solubles, lactose, vitamines et minéraux (Anonyme 1, 1995).

1.2. Sources industrielles

1.2.1. Lafromagerie
C’est I’ensemble des procédés qui conduisent a la fabrication des fromages a
partir du lait, ce dernier subit les processus de coagulation et de synérese, aboutissant a

une phase solide le « fromage » etune phase liquide «le lactosérum» (Laplanche, 2004).
1.2.2. Labeurrerie

C’est I’ensemble des procédés qui conduisent a la fabrication du beurre & partir du
lait. Apres écrémage de ce dernier, suivi d’une extraction de la caséine par précipitation,

on obtient du « lactosérum écrémé » (Laplanche,2004).
1.3.Production industrielle

Le lactoserum est obtenu suite a la coagulation des caséines sous l'action de la
présure (lactosérum doux), ou suite a I’acidification du lait (lactosérum acide) (Morr,
1989).

Traditionnellement, I'opération qui suit I'étape de coagulation consiste a séparer la

-
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Lactosérum

phase coagulée du reste du lait au cours d'une opération d'égouttage. La fraction liquide

ainsi recueillie s'appelle le lactosérum. Le pH de ce dernier est compris entre 5 et 6,5.

obtenus comme illustré sur la figure 1.

LAIT

Pasteurisation- Ecrémage )
Creme
-Standardisation

l

l LAIT ECREME ]

:

l

[ LAIT STANDARDISE ]

v

[ Caséinate acide ] Caséinerie Fromagerie

Caséine
acide

y

Présure Pates fraiches

h Fromagerie
pates pressées
pates molles

Caséine
présure

A4 A4

Fromage

Y

[ Fromages ]

A

Selon le procédé d’obtention, différents types de lactosérums peuvent ainsi étre

> Ultrafiltration ]

N

Protéines

—P[ Centrifugation ]

Sérum acide
de caséine

Sérum doux Sérum acide de

de caséine pétes fraiches

Sérum doux de

!

Sérum de

fromagerie protéine

Perméat
d’ultrafiltration

Figure 1 : Voies technologiques permettant 1’obtention des principaux types
de lactosérums issus de la premiere transformation du lait (Alais, 1984)
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1.4.Types de lactosérum
Selon son degré d’acidité on peut distinguer 2 types de lactosérum : le lactosérum
acide et le lactosérum doux (tableau 1).

1.4.1. Lactosérum acide

Il est obtenu apres la coagulation du lait par précipitation des caséines a leur pH

isoélectrique de 4,6 par ajout d'acide fort ou d'acide lactique (Violleau, 1999).

La caséine est combinée a des sels de calcium, l'acidification entraine sa
déminéralisation qui fait passer dans le lactosérum une part importante déléments
minéraux, notamment le calcium et le phosphore (Sottiez, 1990).

Les lactosérums acides sont moins riches en lactose et plus riches en minéraux. Ils
sont aussi plus ensemencés en germes lactiques et moins sujets a des fermentations que

les lactosérums doux (Moletta, 2002).

Le lactosérum acide provient de la fabrication des pates fraiches et des pates
molles, son pH varie entre 3,8 et 4,6 (Moletta, 2002).

1.4.2. Lactoserum doux

Le lactosérum doux est obtenu apres la coagulation de la caséine sous l'action de
la présure sans acidification préalable, on obtient alors un lactosérum 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 (Sottiez, 1990).

Lorsque le lactosérum issu de la fromagerie n'est pas traité avec toutes les
précautions nécessaires, la poursuite de la fermentation naturelle augmente son acidité.

Le lactosérum doux issu de la fabrication de fromage a pate pressée cuite ou non
cuite (Emmenthal, Saint Paulin, Edam, etc.) est de pH variant entre 5 et 6.3. Les

lactosérums doux sont généralement déshydratés (Morr, 1989 et Moletta,2002).

-
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Tableau 01 : Différents types de lactosérum(Adrian et al., 1991)
Degré d’acidité Type pH Production

- Fromagerie a patepressée

<18°D Lactosérum doux 6,5—6,7 | - Fromagerie a patecuite
- Caséinerieprésure

>18°D Lactosérumacide 45-5 - Fromagerie a patefraiche
- Fromagerie a patemolle
- Caséinerieacide

1.5.Composition

La composition moyenne des différents types de lactosérum est résumée dans le

tableau 2 :

Tableau 2 :Composition moyenne des differents types de lactoserum(Sottiez, 1990)

Lactosérum doux Lactosérum acide
Pate pressée Pate pressée
cuite non cuite . R ..
(Emmental) (Edam) Pate fraiche| Caséine | Camembert
Teneur en
93,50 95,00 94,00 94,00 93,50
eau(%)
Extrait  sec
6,50 5,00 6,00 6,00 6,50
en %
pH 6,70 6,50 6,00 4,60 6,10
Composition (g/l)
Lactose 76,00 75,00 65,50 74,00 75,00
Protéines 13,50 13,50 12,00 12,00 12,00
Cendres 8,00 8,00 9,00 12,00 8,25
Acide
) 1,80 2,80 10,00 1,80 2,20
Lactique
Matiere
1,00 1,00 0,50 0,50 1,00
Grasse
minéraux(%o)
Ca 0,60 0,65 1,90 1,80 0,70
P 0,60 0,65 1,50 1,50 0,70
Chlorure
2,50 2,50 2,50 7,50 2,50

"
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1.5.1. Lactose

Le lactose est le principal constituant de 1’extrait sec du lactosérum. En outre, le
lactosérum doux est plus riche en lactose par rapport au lactosérum acide. En effet, dans

ce dernier, une partie du lactose a été transformée en acide lactique (Sottiez, 1990).
1.5.2. Protéines

Deux grandes familles de protéines entrent dans la composition du lactosérum a
savoir, les caséines et les protéines solubles constituées essentiellement de S -
lactoglobuline (B- LG), a -lactalbumine (a-LA), I'albumine sérique bovine (BSA), les

immunoglobulines (Ig) et les protéoses peptones (De Wit et Hontelez-Backx , 1981).
1.5.3. Minéraux

Les matieres salines de I’extrait sec du lactosérum sont constituées de plus de 50
% de chlorures de sodium et de potassium et pour le reste de différents sels de calcium se
retrouvent principalement sous forme de phosphate de calcium. En outre, selon certaines

pratiques fromaggres, il y’a ajout de sel de calcium (CaCl,) (Vrignaud, 1983).
1.5.4. Les vitamines

Les vitamines du lactosérum sont hydrosolubles, comme indiqué dans le tableau
3, il contient des quantités importantes de riboflavine (B,) qui donne la couleur jaune
verdatre du lactosérum, d'acide pantothénique (Bs), thiamine (B,), de pyridoxine (Bg) et
I'acide ascorbique (C) (W00,2002).

Tableau 3:Teneuren vitamines du lactosérum(Vrignaud, 1983)

Vitamines Concentration (mg/100g)

- Thiamine 4

- Riboflavine 43

- Acidenicotinique 0,85

- Acidepantothénique 45

- Pyridoxine 5,3

- Cobalamine 0,159

- Acideascorbique 2,2

-



Partie Bibliographique

Lactosérum

1.5.5. Acide lactique
a. Définition

L’acide lactique est 1’un des acides organiques les plus importants, produit par des
bactéries lactiques, découvert par Scheel en 1780 dans le lait fermenté. Il est également
un acide organique hydrosoluble, aliphatique et fortement hygroscopique et un produit
chimique polyvalent, ayant un large champ d’applications (Reddyet al.,2008).

L’acide lactique existe en deux stéréo-isomeres optiquement actifs (Figure 2), le
L(+) et D(-). Puisque les niveaux élevés de I’acide lactique D(-) sont nocifs aux
humains, I’acide lactique L(+) est I’isomére préféré dans les industries alimentaires et

pharmaceutiques (Zhang et al., 2008).

COOH fOOH
|

HO C H H c OH
| |
CH3 CH3

Acide Lactique dextrogyreD(-) Acide Lactique levogyre L(+)

Figure 2 :Les deux structures isomeéres d’acide lactique L(+), D(-) (Reddyet al.,2008)
b. Production

Environ 50% de la production mondiale de I’acide lactique provient des procédés
de fermentation, la seconde moitié est assurée par des synthéses chimiques (Vicroy,
1985).

On entend par fermentation lactique la transformation de certains sucres tels que:
sucre de lait (lactose), glucose, sucre de canne en un acide liquide et soluble dans I’cau,
qui est I’acide lactique (Spinnler, 1998 ; Toumi,2009).

La fermentation lactique concerne une part importante des produits alimentaires.
On peut citer pour les produits animaux : les laits fermentés, les fromages et pour les
produits végétaux : le vin, le pain au levain, la choucroute, les olives, etc. Cette
fermentation met en jeu des bactéries lactiques qui sont de plus en plus souvent
sélectionnées, produites par des industries spécialisées (Spinnler, 1998 ; Toumi,2009).

La synthése chimique est le résultat d’un acide lactique racémique D-L, tandis que
la fermentation nous donne les formes steréospécifiques L(+) et D(-) et un mélange D-L

(Lin etWang, 2007). L’avantage significatif que présente la production biologique par

-
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rapport a la synthése chimique réside dans I’utilisation des matiéres premicres a bon
marché telles que : petit lait, mélasse, betterave, amidon, sucre de canne et d’autres
matériaux riches en hydrates de carbone (Reddyet al.,2008).

Le marché mondial de 1’acide lactique est en croissance chaque année, le niveau
de production est aux alentours de 0,35 Mt/an (Wasewaretal.,2004).

L’accroissement mondial de la production est pronostiqué par certains

observateurs aux alentours de 12 a 15 % par an (Von Freiling et Schugerl, 1999).

c. Utilisations

En 1982, la production mondiale en acide lactique atteignait 24 a 28 Kt. Plus de la
moiti¢ de cette production était utilisée dans 1’industrie agroalimentaire (comme
acidifiant et conservateur). Presque un cinquieme était utilisé pour produire le stearoyl-2-
lactylate de calcium ou de sodium (levures), le reste était utilisé dans 1’industrie
pharmaceutique (coagulant de sang...) ou bien dans des applications techniques
(plastiques biodégradables) (Lipinsky et Sinclair, 1986 ; VVon Freiling et Schugerl, 1999).

Litchfield (1996) a résumé des applications alimentaires typiques pour 1’acide
lactique et leurs sels. Le marché de la consommation d’acide lactique est dominé par le
secteur alimentaire et boissons depuis 1982. Plus de 50% d’acide lactique produit est
employé comme un agent émulsionnant dans des produits de boulangerie. Il est utilisé
comme agent acidulant ou inhibiteur de la détérioration bactérienne dans une large
variété d’aliments traités tels que : sucre, pain, et produits de boulangerie, boissons non
alcooliques, bi¢re, mayonnaise, les ceufs traités, produits laitiers, confitures, ainsique
d’autres acidulants. L’acide lactique ou ses sels sont utilisés dans la désinfection et
empaquetage des carcasses, en particulier ceux de volaille et poissons. Les esters de
calcium et les sels de sodium de lactate avec une longue chaine des acides gras ont été
développés en tant qu’excellents émulsifiants dans les produits de boulangerie (Dattaet
al.,1995 ; Naveenaet al., 2004; Toumi, 2009).

Il posséde aussi des applications non alimentaires particulierement pour la
fabrication de colorants, I’amélioration de la qualité des textiles ainsi que la synthése
d’insecticides. Il est largement utilisé aussi dans la production de produits cosmétiques

comme une alternative a 1’acide glycolique(Achour, 1994).

-
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1.6.Production
1.6.1. Production dans le monde

La production annuelle du lactosérum dans le monde est estimée a 165 Mt
(Macwanet al.,2016).En 2009, selon la FAO, la production mondiale de lactosérum en
poudre s’est élevée a plus de 100 Mt, les principaux fabricants sont I’UE et les Etats-
Unis, avec respectivement 50 % et 20 % des fabrications mondiales de lactosérum. Ces
deux entités sont aussi les principaux fournisseurs du marché mondial et représentent a
elles seules, prés de 75 % des volumes échangés en 2010. La demande internationale se
situe principalement en Asie, tirée par la Chine, premier importateur mondial représentant
27 % des volumes échangés. Les autres principaux pays importateurs sont 1’ Indonésie (7
%), la Malaisie (6 %), le Japon (5 %) et la Russie (5 %). Entre 2000 et 2010, les

importations de ces pays ont fortement augmenté, sauf sur le marché mature du Japon.

1.6.2. Production en Algérie

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

géré correctement, représente un polluant majeur (Smithers, 2008).

1.7.Rejet du lactosérum

Selon la OECD-FAO (2011), la production mondiale de fromage a €été estimée a
19670 kilo tonnes (Kt) en 2010, ce qui a engendré environ 177 028 Kt de lactosérum en
tant que sous-produit. Le taux de croissance annuel est estimé a 1,64%, entrainant
environ 211500 Kt de lactosérum en 2020. En moyenne, 9 L de lactosérum sont obtenus
lors de la production a partird’un kilogramme de fromage (Kosikowski, 1979 ; Panesar et
Kennedy, 2012) et pour chaque 100 kg de lait utilisé pour faire du yogourt grec,
seulement 33 kg sont utilisés dans le produit final. Les deux tiers restants constituent le

lactosérum acide.

En raison de sa faible teneur en constituants du lait (environ 6-7% du résidu sec).

Le lactoserum est considéré comme un rejet. 1l présente une forte demande biochimique

-
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en oxygene (DBO) et une forte demande chimique en oxygéne (DCO) (environ 50 g/L et

80 g/L respectivement) (Marwaha et Kennedy, 1988).

Le perméat du lactosérum représente aussi un probleme environnemental majeur
puisqu'il retient la partie majeure du lactose et 70% du solide total de lactosérum. D’apres
Sienkiewiczet al., (1992), le rejet de 100 tonnes de lactosérum correspondrait a une

charge organique équivalente a celle rejetée par une ville comptant 55000 habitants.

Une fois libéré dans l'eau, par exemple, les rivieres, les canaux d'irrigation, ou sur
la terre, le lactoserum conduit a des problemes environnementaux. En effet, il met en
danger la structure physique et chimique du sol, diminue le rendement des cultures
(Auliffeet al., 1982) et réduit la vie aquatique par I'épuisement de l'oxygene dissous
(Yang et al., 1980).

1.8. Valorisation

Autrefois sous-produit valorisé uniquement sous forme liquide en alimentation
animale (porcherie), le lactosérum est devenu un ingrédient laitier a part entiere, toujours
utilisé en alimentation animale (aliments pour veaux, bovins, porcins, volailles) mais
aussi en alimentation humaine (poudre infantile, chocolaterie, plats préparés...). Ainsi, en
Europe, prés de 70 % du lactosérum disponible est encore utilisé en alimentation animale
et 20 % pour la fabrication de lait infantile (Anonyme 2, 2013).

1.8.1. Domaine biotechnologique

Le lactosérum par sa composition biochimique en particulier le lactose, est
principalement utilis¢ comme source de carbone et d’énergie pour les milieux de
fermentation par plusieurs microorganismes assimilant le lactose. Il s’agit des levures de
boulangerie telles que Saccharomyces cerevisiae, Candida kefyret Kluyveromycesfragilis,
cette derniére est cultivée sur le lactosérum doux déprotéiné et enrichi par des facteurs de
croissance dont le but est de produire de la biomasse (Gana et Touzi, 2001). Le lactose
est un disaccharide formé par le galactose et le glucose, sa conversion en éthanol
(bioénergie) ne peut étre effectuée que par certaines levures appartenant aux genres
Saccharomyces et Kluyveromycesou des bactéries du genre Zymomonasmobilisqui sont
capables de fermenter directement le lactose en éthanol (Tebbouche, 2012). Le
lactosérum peut aussi étre utilisé comme milieu de culture pour les moisissures.

Penicillium camembertia permis la production des protéases acides, neutres et alcalines.

-
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Ce sous-produit a été utilisé aussi comme milieu de base pour la production de la
cellulase par la moisissure Aspergillus niger, mais déprotéiné(Leghlimi, 2004). Certaines
especes bactériennes comme Lactobacillusbulgaricusfermentent sur des milieux de
cultures a base de lactosérum pour la production d’acides organiques et de différentes

enzymes, comme de 1’alpha-amylase par la moisissure Rhizopusoryzae(Ait Kaki, 2004).

1.8.2. Domaine médical

Les différents types de protéine ou peptide se trouvant dans le lactosérum peuvent
étre utiles lorsqu’on les applique dans I’alimentation humaine. Ils ont un effet bénéfique
sur la santé. Voir tableau 4 comportant les protéines du lactoserum et leurs roles (Berry,
2000).

Tableau 4 :Activité biologique des protéines et des peptides du lactosérum
(Mclntoch, 1998 ; Berry, 2000)

Protéine Activité probable

Protéine du lactosérum brut Anti-cancérogene

Stimuler le systeme immunitaire
Prolonger la durée de vie
Réduire le cholesteérol

Betalactoglobuline Faciliter la digestion
Betalactorphine Augmenter le contrdle de la douleur
Alpha lactalbumine Anti-cancérogene

Alphalactorphine Augmenter le contrdle de la douleur
Lactoferrine Antimicrobienne

(antivirale/antibactérienne)
Controéler le transport du fer
Stimuler le systeme immunitaire
Anti-inflammatoire

Favoriser la croissance cellulaire
Anti-cancérogene
Antimicrobienne

Immunoglobuline Immunité passive

Lactoperoxidase Antibactérienne

Sérum-albumine sérorphine Augmenter le contrdle de la douleur
Glucomacropeptide Contrdler la digestion

&
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1.8.3. Domaine énergétique

La valorisation énergétique s’inscrit bien dans le cadre de la politique énergétique et de la

lutte contre I’effet de serre. Deux filieres sont envisageables : la production de biogaz et la

production de bioéthanol (Fruteau de Laclos et Membrez, 2004).

L’analyse des consommations énergétiques d’une fromagerie suisse de taille
moyenne a montré que la production de chaleur représentait la meilleure voie de
valorisation du biogaz. En intégrant un stockage qui optimise de ’énergie, le biogaz
produit a partir du petit-lait permet de substituer les 2/3 du mazout total consommé

chaque année par la fromagerie.

La filiere bioéthanol-carburant peut apporter une contribution significative a la
réduction des émissions de CO, dues aux transports. Cette production, a pour objectif de
remplacer la totalité¢ de I’essence consommée par un mélange composé d’essence et de
bioéthanol qui utilisera plusieurs matieres premiéres : céréales, pommes de terre, mélasse

de betteraves et petit-lait(Fruteau de Laclos et Membrez, 2004).
1.8.4. Emballage

Les recherches effectuées pendant plusieurs années ont permis de comprendre
I’intérét du lactosérum dans le développement d’emballages biodégradables.Ainsi, il a
était démontréqu'une couche a base de protéine de lactosérum peut ameliorer les
propriétés de barriere a l'oxygéne de la matiére plastiqued’un film compostable
commercial, sans géner sa biodégradabilité et sans affecter la qualité du compost
(Cinelliet al.,2014).

Le revétement & base de protéines de lactosérum était appliqué sur un film
commercial biodégradable certifié conforme aux exigences de la norme EN13432. Les
propriétés de barriere a I’Oxygene ont été considérablement améliorées par la présence de
la couche de protéines de lactosérum. Ce résultat est particulierement important car les
emballages biodégradables manquent géneralement de propriétés de barriere et
l'utilisation de matériaux non dégradables pour améliorer la barriére aux gaz et a la

vapeur d'eau compromet le compostage de I'emballage final(Cinelliet al.,2014).

-



Partie Bibliographique Lactosérum

1.8.5. Domaine alimentaire

La poudre de lactoserum (en particulier le lactose) est surtout utilisée en
alimentation animale, dans les laits infantiles, pour les fromages fondus, ajoutée aussi
comme additif dans la préparation du beeuf, des volailles, des saucisses, des ragouts et des

soupes.

Le lactosérum est aussi utilisé pour remplacer partiellement le lait dans la
chocolaterie et la biscuiterie industrielle. La matiére grasse du lactosérum (la creme de
sérum) peut étre utilisée pour la fabrication de fromage a pate fondue ou de beurre de

second choix (Luquet et Boudier, 1990).

De plus, il constitue un ingrédient alimentaire a valeur ajoutée, utilisé pour
enrichir les aliments ou les régimes pauvres en protéines ou encore utilisé dans une vaste

gamme d’aliments et de boissons (Lowisfert, 1994 ; Dryer, 2001).

En pathologie, il est utilis¢ pour 1’alimentation des diabétiques, des malades
diabétiques ou des sujets souffrant de mal nutrition, et en alimentation de soutien, pour

les sportifs, les personnes agées (Dryer, 2001).




2. Altération des aliments
2.1. Généralités

Tous les produits alimentaires sont composés de matiéres premieres biologiques.
Les produits biologiques gates par nature, se détériorent au fil du temps. Cette
détérioration et dégradation ne peuvent pas étre completement arrétées, cependant, il est
le désir des transformateurs d’aliments pour ralentir ce rythme de détérioration, autant
que possible par la formulation, le traitement, le conditionnement, le stockage et la
manutention. Pour traiter correctement ce probleme de détérioration, il est d’abord
important de comprendre ce que 1’on entend par la détérioration des aliments et par quels
différents modes peut-il avoir lieu (Singh et Anderson, 2004).

La détérioration des aliments peut étre définie de plusieurs facons différentes. En
général, un aliment est considéré comme altéré quand il n’est plus acceptable pour le
consommateur. Le pire des cas de détérioration est quand il devient un probleme de
sécurité alimentaire, ou le produit alimentaire peut causer la maladie des consommateurs
ou méme la mort. Cependant, les cas moins graves de la détérioration des aliments
peuvent étre simplement de la couleur, la saveur, la texture ou ’ardme de 1’aliment est
détériorée au point qu’il ne soit plus acceptable. Un autre cas de détérioration pourrait
étre des les éléments nutritifs (par exemple, la teneur en vitamine) ou les aliments se sont
détériorés au point que le produit alimentaire ne répond plus a sa valeur nutritive
déclarée. Le temps qu’il faut pour un produit alimentaire pour atteindre une de ces
conditions d’altération est généralement appelée durée de vie duproduit (Singh et

Anderson, 2004).

2.2. Types d’altération des aliments
Selon Singh et Anderson, (2004) les trois principaux types d’altération des
aliments qui peuvent se produire sont : 1’altération physique, 1’altération chimique et
I’altération microbiologique. Il y a des chevauchements entre ces trois altérations, et
souvent un type d’altération peut promouvoir un autre.
2.2.1. Altération physique
Le premier type de détérioration qui peut se produire est di a des changements
physiques ou instabilité (Piazza et Masi, 1995 ; Kilcast et Subramaniam, 2000 ;Labuza et
Szybist, 2001).Cela peut inclure des dommages suivants :

Transfert d'humidité, et changement de 1’aw qui conduit & d'autres problemes tels
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que la dégradation microbienne ou chimique,

La température accélére la maturation et la sénescence de la plupart des cultures,
modifie la mobilité des produits alimentaires et provoque la croissance cristalline
(cristaux de glaces dans les aliments congelés),

Déstabilisation de I'émulsion peut se produire si elle est mal formée, par vibration
extréme, par congélation partielle ou a des températures extrémement élevées,

Des blessures, changement de couleur, rupture de produits secs etc.

2.2.2. Altération chimique

La détérioration des aliments peut également se produire suite a des réactions de
dégradation des composants chimiques de la nourriture, y compris ses protéines, lipides
et glucides (Hug-ltenet al., 1999 ; Bell et White, 2000; Hayes et Nielsen, 2000 ;
Lievonenetal., 2002). Parmi les détériorations chimiques auxquelles est exposé un
aliment :

La dégradation des protéines peut entrainer des réactions avec d'autres ingrédients,

Le brunissement enzymatique cause 1’oxydation et le rancissement de 1’aliment,

Le brunissement non enzymatique qui provoque un changement de couleur, texture

et perte de la valeur nutritive,

Oxydation des lipides, gélatinisation de I’amidon etc.

2.2.3. Altération microbienne
L'action des micro-organismes est un moyen courant de la détérioration des aliments et la
cause la plus fréquente de maladies d'origine alimentaire. La détérioration microbienne est
une préoccupation majeure pour les aliments périssables tels que les fruits et légumes frais, les
viandes, la volaille, le poisson, les produits de boulangerie, le lait et les jus (Banwart, 1989;
Cousin, 1996;Robinson et al., 2000; Jay, 2000).

Les micro-organismes daltération alimentaire potentiels comprennent les
bactéries, les champignons (levures et moisissures), les virus et les parasites. La
croissance de la plupart des microorganismes peut étre évitée ou ralentie en ajustant la
charge microbienne initiale, en réglant la température de stockage, réduisant I'activité de
I'eau, abaissant le pH, utilisant des agents de conservation et un emballage approprié.

Certains micro-organismes causent simplement la détérioration des aliments,

tandis que d'autres peuvent causer des maladies ou méme la mort. Cependant, pas toute
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croissance microbienne est indésirable ; des micro-organismes sont utilisés et souhaités
dans la production de nombreux produits alimentaires fermentés comme le fromage, la

biére, le vin, la sauce de soja, et de la choucroute.

2.2.3.1.  Origine de la flore microbienne des aliments

Les microorganismes sont présents dans les écosystémes naturels comme [’air, le
sol et ’eau. Ils sont également présents sur I’homme Iui-méme et sur tous les étres
vivants animaux et vegétaux. De ce fait, tous les produits alimentaires transformés ou non
peuvent étre contaminés par des microorganismes. De plus, un apport microbien exogéne
est souvent inévitable (environnement, contact, manipulations, etc.) (Guiraud et Galzy,
1998).

La contamination des denrées alimentaires peut avoir un effet plus ou moins grave
sur la qualité du produit et sur la santé¢ du consommateur. Elle peut étre a 1’origine d’une
altération du produit, lui faisant perdre ses caractéristiques organoleptiques et ou

commerciales et parfois la cause d’intoxications ou toxi-infections graves.

Les animaux et les produits dérivés possedent différentes types de flores
commensales, les plus importantes sont :

e La flore de surface (microcoques, listéria, bactéries sporulés aérobies,etc....),
e Laflore intestinale (entérocoques, bactérie sporulées anaérobies,etc....),
e Laflore issue des plantes etdérives,

Les végétaux ont une flore microbienne riche en levures et moisissures.

2.2.3.2.  Microorganismes de contamination

Selon Guiraud etGalzy(1998), les microorganismes de contamination peuvent étre apportés

par les manipulateurs, I’environnement ou d’une origine industrielle :

a. Contamination par les manipulateurs

Les flores commensales et pathogénes de ’homme sont proches de celles des
animaux. La contamination peut provenir aussi bien de personnes saines que malades ou
guéries. Les contaminations par manipulation sont :

- Des contaminations de contact, essentiellement par les mains, dont les germes
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incriminés (Staphylococcus, Streptococcus, contamination fécale, Salmonella
etc....) sont surtout Véhiculées par la peau saine ou par des plaies, abcés ou
furoncles,

- Des contaminations aéroportées (toux éternuement),

- Des contaminations par les vétements.

b. Contamination par I’environnement

L’air, I’eau et le sol sont riches en bactéries. Ils peuvent contenir :
e Bactéries : Achromobacter, Enterobacter, Bacillus, Micrococcus, etc.
e Moisissures : Aspergillus, Rhysopus, Penicillium etc.

e Levures : Saccharomyces, Torula, etc.
c. Contaminants industriels

Le matériel industriel est une source de contamination, en particulier les surfaces

poreuses (plan de travail) les outils et les machines, etc.

Lors de la préparation de produits a partir des matieres premieres diverses, les
traitements technologiques peuvent induire ou favoriser la dispersion de la flore de

contamination.

Les déchets industriels sont aussi une source potentielle de contamination.
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3. Principales bactéries d’altération

Parmi les bactéries incriminées dans [’altération microbienne des produits
alimentaires, les souches : Escherichia coli et Staphylococcus aureus.
3.1. Escherichia coli
3.1.1. Généralites

Une bactérie du genre Escherichia, c’est un bacille & coloration de Gram
négative, aérobie-anaéerobie facultatif (AAF), possédant une nitrate réductase et une
catalase, dépourvue d’oxydase et non halophile. E. coli est une bactérie immobile ou
mobile avec une structure flagellaire péritriche et non-sporulée. Sa température optimale
de croissance est de 37°C. Bactérie non exigeante, elle est capable de croitre sur des
milieux ordinaires tels que le milieu TSA (trypticase-caséine-soja). E. coli est capable
de fermenter le lactose et de produire de I’indole et posséde différentes enzymes telles
que la lysine décarboxylase (LDC), 1’ornithine décarboxylase (ODC) et la -
glucuronidase (- Glu). La majorité des souches fermente le sorbitol. La plupart des
caractéristiques biochimiques sont partagées par [’ensemble des E. coli en
dehors du sérotype O157 :H7 qui ne fermente pas le sorbitol, a I’exception de certains
mutants qui ont la capacité de fermenter ce sucre (King et al., 2014).

Enfin, I’espéce E. coli est une bactérie versatile qui comprend, a la fois, des
bactéries commensales du tube digestif, des bactéries pathogénes et des bactéries
adaptées a I’Environnement (Tenaillon et al., 2010).

3.1.2. Habitat

E. coli appartient a la microflore commensale de I’Homme et de nombreux
animaux. C’est une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang chaud
(carnivores, omnivores, herbivores et oiseaux) mais également des reptiles (Gordon et
Cowling, 2003). Le tractus digestif constitue son habitat primaire. Cette bactérie est
présente principalement au niveau du colon et du caecum a des concentrations environ >
10° UFC (Unité Formant Colonie) / g de contenu intestinal (Ducluzeau et Raibaud,
1985).

E. coli est rejeté dans I’environnement via les féces a une concentration
d’environ 10 UFC/ g de féces (Smati et al., 2013). Il se retrouve dans les eaux

environnementales par le biais des effluents, tels que les eaux usées, les lisiers ou les

&
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fumiers des animaux d’élevage ou par les déjections des animaux d’élevage ou des

animaux sauvages.
3.1.3. Résistance aux antibiotiques

Le mécanisme de résistance le plus répandu chez E. coli est I’inactivation
enzymatique. C’est le cas de la résistance a plusieurs antibiotiques qui sont utilisés en
médecine humaine et vétérinaire, notamment, les aminoglycosides, céphalosporines,
fluoroquinolones et sulfamides (Um, 2016).

Plusieurs genes de résistance transférables sont détectés chez les E. coli isolées
chez I’homme et chez 1’animal. Des supports mobiles pouvant étre impliqués dans la
diffusion de ces genes de résistance entre 1I’animal et I’homme ont également été
clairement identifiés (Bouchardon et al., 2006; Madec et al., 2012).

3.1.4. Transmission de la bactérie
Escherichia coli est une bactérie qui s’établit dans le tube digestif de I’homme et
des animaux a sang chaud. La majorité des souches de E. colisont inoffensives,
quelques-unes seulement sont pathogenes. C’est le cas des souches de E. coli dites

entérohémorragiques (ECEH).

La transmission des E.coli pathogenes de type ECEH survient majoritairement
lors de la consommation d’aliments contaminés. Les produits concernés sont
généralement la viande crue ou insuffisamment cuite, les produits laitiers au lait cru, et
plus rarement les produits vegétaux crus. Le réservoir naturel des ECEH étant
principalement le tube digestif des bovins, la contamination peut également survenir
lors de la traite ou 1’abattage de ces animaux. Les mati¢res fécales des ruminants
présents dans le sol, dans le fumier et dans I’ecau (mares, ruisseaux) sont aussi une
source possible de contamination. La transmission interhumaine de ECEH est
également possible, mais elle survient plus rarement. Dans la majorité des cas, elle a
lieu de I’enfant a 1’adulte, par exemple lors de la toilette de nourrisson (Anonyme 4,
2018 ; Anonyme 5, 2018).

&
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3.1.5. Conséquences sur le consommateur

Les ECEH produisent des shigatoxines (appelées shiga-toxines en raison de leur
ressemblance avec celles produites par Shigella dysenteriae ou Bacille de Shiga)

pouvant provoquer de graves maladies d’origine alimentaire.

Ces toxines produites par ECEH peuvent étre a 1’origine de toxi-infections
alimentaires (TIA) graves, les symptémes provoqués par ECEH apparaissent entre 3 et
8 jours apres I’infection. Il s’agit de douleurs abdominales et de diarrhées, lesquelles
peuvent évoluer vers des formes sanglantes (colites hémorragiques). Des vomissements

et de la fiévre peuvent aussi survenir.

Parallelement, les shigatoxines détruisent la paroi des vaisseaux sanguins et
causent des problémes de coagulation ainsi que d’hypertension artérielle. Chez 10 %
des personnes infectées, la dissémination des Shigatoxines provoque un syndrome
hémolytique et urémique (SHU), mortel dans 3 a 5 % des cas. Ce dernier est caractérisé
par une atteinte de la fonction rénale et par une baisse de la concentration des cellules
sanguines (globules rouges et plaquettes). Un quart des personnes souffrant de SHU
développe aussi des complications neurologiques qui peuvent aboutir a un état de coma
(Anonyme 4, 2018 ; Anonyme 5, 2018).

3.2. Staphylococcus aureus
3.2.1. Généralités
Staphylococcus aureus est une bactérie a coloration de Gram positive de 1um de
diametre, donnant des colonies jaunes-dorées caractéristiques sur le milieu de culture
Chapman due a la production de pigments caroténoides. A I’examen microscopique,
elle apparait sous forme de petites coccies en paires, petites chainettes ou en amas

donnant I’aspect de grappes de raisin (Bhunia, 2008).

S. aureus ne forme pas de spores et peut donc étre facilement éliminé par
traitement thermique. Cependant, dans les cas de fabrication de produits a partir de lait
cru ou de cas de contaminations postérieures au traitement thermique, cette

caractéristique ne permet pas de s’affranchir du risque 1ié a S. aureus.
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S. aureus est une bactérie anaérobie facultative, mésophile, neutrophile et
halophile. Son optimum de croissance se situe a une température d’environ 37°C avec
un pH Compris entre 6 et 7, mais elle est capable de se développer a des températures
comprises entre 7 et 48°C et a des pH compris entre 4 et 10 (Charlier et al., 2009). La
croissance de S. aureus est possible dans des milieux présentant une activité de I’cau
(Ay) trés faible (0,83), avec un optimum quand 1’A,, est supérieure & 0,99 (Bennett,
2001). La bactérie est aussi capable de supporter des concentrations en chlorure de
sodium allant jusqu’a 20 % (Charlier et al., 2009).

3.2.2. Habitat

Le réservoir naturel des staphylocoques est I’homme et les animaux a sang
chaud. Sa niche écologique dominante est la partie antérieure du nez (Kluytmans et al.,
1997). Le taux de contamination nasal chez les sujets sains varie entre 20 % et 55 %
selon la population étudiée (Nouwen et al., 2001). Cette bactérie est parmi les
microorganismes commensaux occasionnels ou permanents de la peau et des muqueuses
de I’homme et des animaux qui semblent constituer le principal réservoir de ces germes,
secondairement localisés dans la nature, vraisemblablement par les squames et les poils
(Eyque et al., 1998).

S.aureus posséde des capacités d’adaptation et de résistance au stress
importantes et il est capable de survivre dans un large éventail d’habitats
environnementaux. La bactérie peut €tre isolée de fagon sporadique dans le sol, I’eau
douce, le sable de la plage, ’eau de mer, la surface des plantes. Concrétement, elle est

largement présente dans les poussicres dispersées dans I’air et les surfaces (Dworkin et
al., 2006).

3.2.3. Résistance aux antibiotiques

L'existence de bactéries multi résistantes aux antibiotiques constitue un
probléme considérable. Le SARM présente ce caractere tres résistant a la plupart des
antibiotiques. Plus des 90% du Staphylococcus aureus sont résistants a la pénicilline,

nafcillin, oxacilline et méthicilline (Novick et al., 2001).
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3.2.4. Transmission de la bactérie

Les staphylocoques sont des bacteries impliquées dans des pathologies variees et
de degrés de gravité divers. L’habitat naturel des staphylocoques est ’homme et
I’animal. 11 est important de noter que 30 a 50 % de la population est porteur sain du
staphylocoque, c'est-a-dire que la bactérie est retrouvée au niveau de la peau ou des
muqueuses externes sans qu'aucun symptéme ne soit développé. Cependant, des
infections symptomatiques peuvent intervenir dans divers cas : blessure, intervention
chirurgicale (la bactérie interne développe son pouvoir pathogéne) et au cours de
pathologies comme la diminution des défenses immunitaires et le diabéte. Ces bactéries
sont fréquemment retrouvées dans l'environnement (eaux non-traitées, sols, objets
souillés) (Anonyme 3, 2016).

S. aureus peut étre transmis d’aliments contaminés. Les aliments les plus a
risque sont :
« les aliments recontaminés aprés un traitement thermique ou tout autre procédé
¢liminant la microflore banale. Plus I’aliment est manipulé, plus le risque est élevé. Ces
aliments sont par exemple les viandes de volailles, les jambons cuits et tranchés, les
salades composees y compris les salades de riz ou de légumes, les gateaux a la creme et
les plats cuisinés manipulés apres cuisson,
« les aliments fermentés a acidification lente permettant la croissance de S. aureus
durant la fermentation. Par exemple, certains fromages ou certaines salaisons
fermentées, tels que des salamis.
« les produits séchés ou la teneur en eau est réduite, dans lesquels la croissance de S.
aureus a pu étre favorisée a une des étapes de fabrication ou de stockage par une Ay
réduite et une température favorable. Ces aliments sont par exemple le lait en poudre,
les pates, les poissons séchés.

Les plats ayants nécessités des manipulations humaines (salades composees,
plats cuisinés) et les produits laitiers sont les aliments les plus fréquemment associés

aux intoxinations a staphylocoques (Anonyme 3, 2016).
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3.2.5. Conséquences sur le consommateur

Le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) est la souche de staphylocoque
la plus fréguemment rencontrée en pathologie humaine et vétérinaire. Elle est également

en téte des bactéries responsables d’intoxications alimentaires.

Les intoxications alimentaires staphylococciques ne sont pas des infections
évolutives, mais elles sont dues a des aliments qui ont été en contact avec un
staphylocoque produisant des entérotoxines (thermostables). Ces toxines sont donc
retrouvées dans les aliments qu'ils soient crus ou cuits et provoquent chez le sujet qui les
a ingéré des vomissements, des diarrhées et des crampes abdominales, qui disparaissent
en général quelques heures aprés l'ingestion sans nécessiter de traitement spécifique
(Anonyme 3, 2016).
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Objectif du travail

Le présent travail a pour objectif de valoriser le lactosérum pour une éventuelle
application dans la bioconservation des aliments. En effet, cette étude consiste aétudier
I’activité antibactérienne du lactosérum issu de la fabrication du fromage,en vue de substituer
les additifs chimiques utilisés a des fins de conservation, qui présentent de plus en plus de

risques sur la santé des consommateurs.

La partie expérimentale de notre étude s’est déroulée au niveau du laboratoire de
physicochimie de la fromagerie « LE FERMIER », ainsi qu’au laboratoire de microbiologie
de la laiterie-fromagerie « Paturage » de Tizi-Ouzou, ou ont été prélevés les échantillons de

lactosérum.
Présentation de I’unité d’accueil

La société «Paturage d’Algérie» créée en 1998, portant le nom «La Montagnarde»
était originalement implantée a 1200 metres d’altitudes, en Kabylie (Ain El Hammam,
Michelet). En 2002, suite & un incendie qui a touché son site de production, I’entreprise s’est

installée & Tizi-Ouzou (Chef-lieu de la Wilaya), ou elle a pris le nom de «Paturage d’Algérie».

L’entreprise dispose aujourd’hui d’une capacité de production de 250 000 litres par
jour, avec un nombre de salariés de 230. Paturage d’Algérie a pu relever le défi d’arracher une
part importante du marché local, et vise 1’objectif de prendre I’avantage sur les produits
importés d’Europe et d’ailleurs. C’est dans ce contexte que la société table sur I’innovation et
la qualité de sa production : sa gamme de produits variés dépasse vingt produits, répartis en
laits (pasteurisé, fermenté et caillé), fromages a pate molle ou a pate pressée et fromage de
fonte. L’industrie laitiére fonctionne essentiellement sur la base de poudre de lait importée a
prix fort, ainsi que sur une quantité faible de production nationale laitiére liquide, achetée

aupres de I’Office National Interprofessionnel du Lait (ONIL).

1. Matériel

1.1.Source delactosérum

Le lactosérum utilisé est issu de la fabrication du fromage a pate pressée de la laiterie-
fromagerie« Paturage». Il est proprement recueilli dans une bouteille en plastique de 1L
etacheminé au niveau du laboratoire de physicochimie de la fromagerie« LE FERMIER» dans

une glaciere a une température inférieure de 10°C, pour étre analysé.




Partie Expérimentale Matériel et méthodes

Le lactosérum utilisé pour contrbler la qualité microbiologique et la réalisation de
I’antibiogramme est prélevé dans des tubes a essais stériles, en présence d’une flamme

permettant de garder la zone de prélevement stérile.
1.2.Matériel biologique

Deux souches bactériennes sont utilisees pour ce travail. Il s’agit des
bactériesEscherichia coli ATCC 25922etStaphylococcus aureus ATCC 25923, quiproviennent
du laboratoire de Microbiologie au niveau du département des sciences agronomiques de

I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
1.3.Matériel inerte

L’ensemble du matériel utilisé pour ce travail comprenant les instruments de

laboratoire, les réactifs et milieux de culture est énuméré dans la partie Annexes (annexe 1).

2. Démarche expérimentale

2.1.Prélevement

Le prelévement des echantillons de lactoséruma été effectué au niveau de la laiterie-
fromagerie «Paturage » de Tizi-Ouzou, et transporté au laboratoire.

2.2. Analyses physicochimiques du lactosérum

Lors de la production du fromage a pate pressée (EDAM), deux types de lactosérum
sont obtenus en quantités importantes selon le processus industriel de 1’unité «Paturage »
comme le montre la figure 3, le premier découle directement du caillé lors de 1I’opération du
tranchage et le deuxieme constitue un mélange de lactosérum avec de 1’eau chaude utilisée

pour le délactosage du caillé, celui-ci est évacué apres le salage de la préparation.
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Figure 3 : Schéma technologique d'obtention du lactosérum issu de la fabrication du fromage
a pate pressée au niveau de la fromagerie Paturage d’ Algérie, Tizi-Ouzou

Les deux types de lactosérum sont prélevés pour effectuer les analyses

physicochimiques afin de déterminer lequel utiliser pour I’étude de 1’effet antibactérien.

Les analyses physicochimiques ont été réalisées au niveau du laboratoire d’analyses
physicochimiques de la fromagerie« LE FERMIER» de Tizi-Ouzou. Elles permettent
dedéterminer les parameétres physicochimiques du lactosérum selon des techniques standards

officielles, décrites dans I’ouvrage de référence AFNOR, édition 1986.
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a. Deétermination du pH

e Principe

La mesure du pH se fait a 1’aide du pH meétre. Le pH nous renseigne sur 1’état

defraicheur des produits, c’est une mesure de la concentration des ions H* dans une solution,

dont le but est de déterminer quantitativement I’acidité ou la basicité de celle-ci (AFNOR,
1980).

e Mode opératoire

Le protocole consiste a effectuer d’abord 1’étalonnage de D’appareil, il s’agit

d’unajustement du cadre de lecture du pH a ’aide d’une solution de pH connue (solution de
pH étalon).Aprés étalonnage de 1’appareil, 1’électrodedu pH meétre est introduite dans un

bécher contenant un volume du lactosérum. La valeurdu pH s’affiche sur 1’écran de 1’appareil.

b. Détermination de I’acidité

e Principe

L’acidité du lactosérum est déterminée par titrage ahydroxyde de sodium NaOH (N/9),
en présence d’un indicateur coloré « la phénolphtaléine »(AFNOR, 1980).

Cette acidité provient de la fermentation du lactose par les micro-organismes. Elle
estexprimée en gramme par litre (g/l) ou en degré DORNIC (°D).

La réaction chimique qui se déroule dans le lactosérum est comme suit :

NaOH + CH;-CHOH-COOH —H,0 + CH;-CHOH-COONa
Soude acide lactique eau lactate de sodium

e Mode opératoire

Un volume de 10 ml de solution a analyser est versé dans un erlenmeyer de 200 ml
decapacité. Puis, une a deux gouttes de phénolphtaléine sont ajoutées. Par la suite, un titrage
dumelange est réalisé sous agitation continue, par la solution de NaOH jusqu’a I’apparition

d’une couleur rose péle.

Le volume de soude utilisé pour obtenir le virage de la couleur au rose péle est alors
noté et les résultats sont exprimeés en degrés Dornic suivant la relation :
Acidité °D = VNaOH.10
AvecVNaOH : volume moyen de la soude utilisé pour titrer 10 ml.
1°D = 0,1 g/L d’acide lactique
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c. Détermination de la teneur en matiére grasse
e Principe
La détermination de la teneur en matiére grassea été effectuée selon la méthode acido-
butyrométrigue de GERBER. Le principe de la méthode est basé sur la séparation de la
matiére grasse du lactoserum dans un butyrometre apres attaque des éléments du

lactosérum (a I’exception de la matiére grasse) parl’acide sulfurique.

Les matiéres grasses résistantes a 1’action de 1’acide sulfurique sont séparées par
centrifugation a chaud en présence d’alcool isoamylique qui facilite I’opération et crée

uneséparation nette.

Nous pouvons ensuite lire sur 1’échelle du butyrométre le taux de la matiére grasse

a65°C * 2. La matiére grasse se sépare en une couche jaune claire et transparente.

e Mode opératoire
Un volume de 10 ml d’acide sulfurique est introduit dans le butyrometre ensuite, 11
mlde lactosérum est rajouté au moyen d’une pipette en plagant le point de celle-ci au contact
avec la base du col du butyrometreet en évitant un mélange prématuré du lactosérum

avecl’acide sulfurique. Puis, 1 ml d’alcool isoamylique est versé a la surface du lactosérum.

Une agitation du butyromeétre avec un retournement lent permet la dissolution
compléte de la caséine, le mélange brunit et s’échauffe a 80°C. Une fois le mélange est
homogeéne, une centrifugation est effectuée immédiatement a une vitesse de rotationcomprise

entre 1000-1200 tours/minutes pendant une durée de trois minutes.

La lecture s’effectue aprés avoir placé le butyrometre de maniére que le bouchon
soitorienté vers le bas en s’assurant que la colonne grasse se situe entiérement dans 1’échelle

graduee.
Enfin, la lecture se fait sur le niveau le plus bas du ménisque supérieur.

d. Détermination de I’extrait sec total (EST)

e Principe

Le principe de cette méthode consiste a peser le résidu aprés dessiccation totale de

I’échantillon jusqu’a un poids constant dans un dessiccateur électronique.
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e Mode opératoire

Le protocole consiste a préparer une capsule en aluminium allant au dessiccateur, tarer
et peser 3g du produit, fermer et lancer la dessiccation. Cette derniere se termine

automatiquement une fois le poids de 1’échantillon est constant.

Le dessiccateur électronique est équipé d’un écran permettant de lire la valeur de

I’extrait sec total de 1’échantillon.

e. Détermination de la densité
e Principe

La densité est le rapport qui existe entre le poids spécifique d’un corps et le poids du

méme volume d’eau distillée, I’eau étant prise pour unité de poids spécifique égale 1 a 4 °C.

La densité est mesurée a 1’aide d’un thermo-lactodensimétre. Elle est ramenée a 20°C

par la formule suivante :

Densité corrigée = densité lue + 0,2 (température du lait - 20°C)

e Mode opératoire

Homogénéiser 1’échantillon en évitant la formation de mousse. Verser le lactosérum
dans I’éprouvette, la remplir complétement et échapper la mousse formée en surface. Ensuite,
plonger doucement le thermo-lactodensimétre dans le lactosérum et attendre que 1’équilibre
soit établi sans toucher ni le fond ni les parois de I’éprouvette. Enfin, faire la lecture de la
densité brute au niveau supérieur du ménisque d’affleurement du lactosérum sur la tige en

tenant compte de la température.
2.3. Analyses microbiologiques du lactosérum

L’objectif de cette analyse est d’évaluer la qualité microbiologique du lactosérum afin

de s’assurerde la qualité hygiénique de I’échantillon prélevé.

Les analyses effectuées sont représentées dans le tableau 5 :
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Tableau 5 : Analyses microbiologiques du lactosérum

Analyses effectuées Milieux de culture Durée d’incubation Température
d’incubation
Coliformes totaux VRBL 24-48h 30°C
Escherichia coli ECC 24-48h 44°C
Staphylocoques Chapman 24-48h 37°C
Levures et moisissure OGA 3 jours 30°C

2.4. Evaluation de I’effet antibactérien du lactosérum

L’évaluation de I’activité antibactérienne a €té réalisée par la méthode de diffusion sur
disque de Kirby Bauer. Cette méthode consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des

germes mis en contact a 1’agent étudié.

La démarche suivie pour 1’évaluation de I’effet antibactérien du lactosérum se résume

comme suit :

e Préparation d’une suspension bactérienne des deux souches étudiées équivalente & une
norme de 0,5 Mc Farland.

e Mise en contact de la bactérie avec le lactosérum testé comme illustré dans la figure 4.

-



https://microbeonline.com/antimicrobial-susceptibility-testing-procedure-modified-kirby-bauer-method/
https://microbeonline.com/antimicrobial-susceptibility-testing-procedure-modified-kirby-bauer-method/
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Ensemencer avec une
\ micropipette 100 pl

de suspension sur la

boite contenant le
milieu MH.

Suspension
bactérienne a

Déposer les
0,5 Mc Farland.

disques et les
imprégner de
10 pl de
lactosérum

Zone d’inhibition Incubation a 37°C/18h

Figure 4 : Schéma montrant les principales étapes entreprises pour 1’évaluation de 1’effet

antibactérien du lactosérum

2.4.1. Préparation des précultures bactériennes

La figure 5 schematise les principales étapes de la réalisation des précultures
bactériennes A partir d’un tube en gélose inclinée contenant une culture d’E.colisur le milieu
Mueller-Hinton(MH) et dans la zone stérile autour du bec bunsen, on applique la démarche

suivante :

Prélever une quantité de I’inoculum a I’aide d’une pipette Pasteur en grattant légerement la

surface de la gélose sans la briser.




Partie Expérimentale Matériel et méthodes

Effectuer un ensemencement en surface par stries sérés sur une boite de pétri contenant le

milieu de culture MH.
Préparer de la méme maniére la préculture de S. aureus.

Les deux boites de pétri contenant les précultures bactériennes sont incubées a 37°C

pendant 18h.

- Aprés incubation, préparer deux tubes a essaicontenant de 1’eau physiologique stérile.

Deux a trois colonies de chaque boite sont ensuite prélevées a 1’aide d’une pipette Pasteur
et introduites dans chacun des tubes. La concentration des suspensions bactériennes

préparées est comparée a une solution de 0,5 Mc Farland (annexe 2).

Ensemencement Ensemencement
en inoculum en inoculum
ee=—""] e=___]
Incubation Incubation
E. Coli 18h S. Aureus 18h
S —
S — o o °
[9) ) o
oo o o ° o ° o °
Ensemencement Ensemencement
en colonies en colonies
Suspension E. Coli Suspension S. Aureus

Figure 5 :Schéma descriptif de la préparation de la suspension bactérienne
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2.4.2. Antibiogramme

Le lactosérum prélevé est partagé en deux échantillons :

1% échantillon : lactosérum réfrigéré a 6°C pendant 24h.

2°M échantillon : lactosérum gardé a température ambiante pendant 24h.

L’intérét du premier échantillon est de stabiliser les réactions éventuelles dans le

lactoserum réfrigéré. Par contre, dans le deuxiéme échantillon, le but consiste & pousser

I’acidification du lactosérum gardé a température ambiante, par les ferments lactiques

présents, qui poursuivent la transformation du lactose en acide lactique.

L’objectif de cette manceuvreest d’estimer 1’effet antibactérien de 1’acide lactique par

ses différentes concentrations dans les deux lactosérums.

e Préparation des dilutions des lactosérums

Dilution 0 (100%) : 1ml du lactosérum brut.
Dilution 1 (50%) : 0,5ml du lactosérum brut + 0,5ml d’eau distillée stérile.
Dilution 2 (25%) : 0,5ml de la solution 50% + 0,5ml d’eau distillée stérile.

La préparation des dilutions pour chacun des lactosérums est réalisée comme suit :

Prendre 3 tubes d’éppendorf, les numéroter de 0, 1, 2 (du moins dilué au plus dilué) et
les déposer sur un portoir.

Aupres du bec bunsen, a I’aide d’une pipette de 1ml stérile, on préleve 1ml du
lactosérum brut et le verser dans le tube numéro 0.

Ensuite, prélever 0,5ml du lactosérum brut, le verser dans le tube 1 et le compléter
jusqu’a 1ml avec de 1’eau distillée.

Enfin, prélever 0,5ml du tube 1, le verser dans le tube 2 et le compléter avec de I’eau

distillée jusqu’a 1ml.

e Réalisation de I’antibiogramme :

14 boites de Pétri contenant le milieu de culture MH sont préalablement préparées et
séparées en deux sériesa raison de 7 boites pour chaque bactérie :

— 1 boite témoin.

— 1 boite pour le lactosérum réfrigéré + 2 répétitions.

— 1 boite pour le lactosérum non réfrigéré + 2 répétitions.
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- Pour la série d’E. coli, ensemencer dans chaque boite 100ul de cette suspension
bactérienne a I’aide d’une micropipette puis, étaler avec un rateau.
- Préparer la deuxiéme série de S. aureusavec 100ul de la suspension bactérienne pour
chaque boite et 1’étaler en surface.
- 1 boite pour chaque bactérie est consacrée pour les témoins qui sont :
— Témoin positif 1 : acide lactique commercial.
— Témoin positif 2 : antibiotique Ampicilline.
— Témoin négatif : eau distillée.
- La réalisation de I’antibiogramme s’est faite avec le reste des boites(Figure 6), puis
elles ont été incubées a 37°C pendant 18h :
— 3 boites ensemencées avec E. coli avec le lactosérum réfrigéré.
— 3 boites ensemencées avec E. coli avec le lactosérum non réfrigéreé.
— 3 boites ensemencées avec S. aureus avec le lactoserum réfrigéré.

— 3 boites ensemencées avec S. aureus avec le lactosérum non réfrigére.
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E.coli S. aureus

A AN
- I - I

Acide lactique

Antibiotique
O —> Eau distillée b O
Boite témoin E. coli Boite témoin S.
O
0
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2 1
S.LR1 S.LNR1
E.LR1 E.LNR1
E.LR2 E.LNR2 S.LR1 S.LNR2
E.LR3 E.LNR3 S.LR3 S.LNR3
. A J - o J
VT ' ' VT
L.réfrigeré L. non réfrigeré L.réfrigéré L. non réfrigeré

Figure 6 :Schéma illustratif de ’antibiogramme
®) s : staphylococcus aureus ; E : Escherichia coli ; LR : lactosérum réfrigéré ; LNR : lactosérum non réfrigére.
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Le but du présent travail est d’évaluer 1’activité antibactérienne du lactosérum acide
contre les souches Escherichia coli et Staphylococcus aureus,en vue de 1’utiliser pour la
conservation naturelle d’aliments et minimiser le recours aux additifs chimiques qui

entrainent de sérieux problemes de santé chez le consommateur.

En outre, I’utilisation du lactosérum a pour objectif la valorisation d’un sous-produit
polluant, destiné initialement dans notre pays a étre évacué en masse et le plus souvent sans

traitement dans le réseau des eaux usées.

1. Analyses physicochimiques

Les résultats d’analyses physico-chimiques effectuees sur les deux types de
lactosérum, obtenus lors de la production du fromage a pate pressée sont présentés dans le
tableau 6. Les répétitions effectuées ont permis d’obtenir une moyenne et un écart type pour

chaque analyse :

Tableau 6 :Résultats d’analyses physicochimiques

Analyses
Lactosérum 1 Lactosérum 2
effectuées (avant délactosage) (apres délactosage)
pH 6,48 £0,01 6,27+ 0,01
Acidité (°D) 15+ 0,00 10+ 0,00
EST (g/l) 88,4+ 0,00 77,2+ 0,00
Matiere grasse (g/l) 2+ 0,00 1+ 0,00
Densité 1035,6+ 0,00 1035,2+ 0,00
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1.1. pH et acidité
D'aprés le tableau 6, le pH du lactosérum 1 est légerement plus élevé que celui du
lactosérum 2.Ceci est d a la différence de température des deux lactosérums, ce qui agit sur

la valeur de pH selon Marshall et Franck(1981).

Les valeurs de pH des lactosérums analyséssont des valeurs inclues dans ’intervalle
trouvée par Morr (1989)et Moletta, (2002)(pH< 6,6).En outre, I’acidité titrabledes deux
lactosérums est estimée a 15°D pour le lactosérum 1 et 10°D pour le lactosérum 2. L’acidité
en degré Dornic exprime la teneur en acide lactique dans le lactosérum. L’acide lactique est
un composant du lactosérum (Sottiez, 1990). Les différentes concentrations en acide lactique
observées sont dues a la dilution du lactosérum 2 avec de 1’eau chaude suite a 1’opération de

délactosage.

Les travaux menés par Veissyre (1975) ont noté que le lactosérum acide doit avoir une

acidité supérieure a 18D°, de ce fait notre lactosérum est doux.

1.2. Extrait sec total

Les valeurs obtenues dans notre étude qui sont a ’ordre de 8,84 % et 7,72 % pour le
lactosérum 1 et le lactosérum 2 respectivement, sont plus élevées que I’intervalle donnée par
Alais (1984) et Sottiez (1990) qui est de 50% a 60%, ceci peut étre expliqué par la qualité du
lait utilisé par 1’unité, ou il peut étre du au procédé de séparation du lactosérum.

Il ressort du tableau 6 que les deux types de lactosérum présentent une différence en
matiére seche totale. Cette différence est tout a fait justifiée. En effet, le lactosérum 2 est
obtenu apres délactosage du caillé qui consiste a ajouter de I’eau chaude a celui-ci, apres avoir

évacué le lactosérum 1 (qui n’est pas donc dilué).

1.3. Teneur en matiére grasse
Lateneur en matiere grasse (MG) enregistrée pour les deux échantillons (0.2%) est
inférieure a celle donnée parSottiez (1985)qui est de 1 %. La raison principale de la pauvreté
du lactosérum en MG estprobablement liée aux procédés de séparation du lactosérum, et aussi

au fait que la quasi-totalité de la MG du lait est retenue dans le caillé (Faugquantet al., 1985).
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1.4. Densité
Les résultats représentés dans le tableau 6 montrent que la densité du lactosérum 1 est
legerement supérieure a celle du lactosérum 2. Cela est di aux différentes valeurs de I’EST

des deux lactosérums.

2. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques sont effectuées dans I’objectif de s’assurer de la qualité
hygiénique du lactosérum a tester. Le lactosérum choisi pour 1’évaluation de D’activité
antibactérienne est le lactosérum 1 (avant délactosage), et ceci est en raison de son acidité
dornic qui est relativement élevée par rapport au lactosérum 2, ainsi que son extrait sec total
qui indique sa richesse en lactose, ce qui le rend plus sujet a des fermentations lactiques qui
sont recherchées dans notre étude (afin d’acidifier le milieu).

Le tableau 7 illustre les résultats des analyses microbiologiques effectuées au

lactoserum. Les photos des boites de Pétri obtenues sont présentées dans 1’annexe 3.

Tableau 7 : Résultats d’analyses microbiologiques

Analyses effectuées Résultats
Coliformes totaux Absence
Escherichia coli Absence
Staphylocoques Absence
Levures et moisissures. Présence

Les résultats obtenus indiquent 1’absence des coliformes totaux, cela implique que les
pratiques d’hygienes ont été respectées aucours de notre travail.

L’absence d’Escherichia coli indique une absence de contamination fécale qui nous
renseigne sur la qualité hygiénique de 1’échantillon.

L’absence du germe pathogeneStaphylococcus aureus indique 1’absence de
contamination de la matiére premiére par le personnel.

La présence des moisissures et levures est due aux ferments utilisés par 1’unité durant

le processus de fabrication du fromage.
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3. Suivi de I’évolution du pH et de I’acidite Dornic des éechantillons utilises pour

I’antibiogramme

Le lactosérum & tester est separé en deux échantillons apres prelévement, le premier
est conservé a 6°C (réfrigeré) et le deuxiéme est conservé a température ambiantependant
24h. Un suivi du pH et de I’acidité Dornic leur a été effectué apres 24h. Les valeurs obtenues

sont présentées dans le tableau 8 :

Tableau 8 : suivi du pH et acidité du lactosérum

Lactosérum
Lactosérum a la Lactosérum conserveé a
production conservé a 6°C température
ambiante
pH 6,58 6,65 4,39
Acidité (°D) 10 10 35

Le tableau 8 montre que le pH du lactosérum conservé a 6°C pendant 24h a
Iégerement augmenté, cela est comparable au résultat trouvé par Imbert-Pondaven(1997), qui
I’a expliqué par le fait que le développement des germes psychrotrophes tend a alcaliniser le

milieu durant leur séjour a des températures entre 4°C et 10°C.

Tandis que le pH du lactosérum conservé a température ambiante a considérablement
baissé, cela s’explique par la présence desferments qui tend a acidifier le milieu suite a leurs

activités métaboliques qui se poursuivent a ces températures favorables.

En revanche, 1’acidité titrable n’a pas subit de changement pour le lactosérum
conservé a 6°C. Par contre,celle-ci a largement augmentée pour le lactosérum conservé a
température ambiante. En effet, cela est expliqué dans la littérature par différents auteurs,
d’une partBlanc(1969), Colletet Sales(1971) etFévrier(1972) ont affirmé que la proportion
majeure de la matiére séche du lactosérumest représentée principalement par le lactose (60%),
d’autre part,Budslawski et Pogorzelski(1964) ont indiqué que dans tous les fromages, au bout
de 24h a 48h, le lactose est complétementtransformé par les ferments en acide lactique,ce qui
explique I’augmentation considérable de 1’acidité dornic du lactosérum au cours de sa

conservation a température ambiante.
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4. Evaluation de I’effet antibactérien
Les résultats obtenus de 1’antibiogramme effectu¢ pour les deux échantillons de
lactosérum testés envers les deux souches bactériennes : Escherichia coli et Staphylococcus
aureus, indiquent que le lactosérum présente un effet antibactérien vis-a-vis de ces deux
souches. Cette activité antibactérienne se traduit par la présence des halos «zones d’inhibition

de la croissance bactérienne» autour des disques.

4.1.Résultats des temoins

Afin de s’assurer que I’eau distillée utilisée comme diluant n’exerce aucun effet
additionnel interférant dans ’activité du lactosérum a étudier, nous avons testé ’activité de
I’eau distillée (témoin négatif) sur les souches bactériennes utilisées. Les résultats obtenus
aprés incubation ont permis de constater que les boites de Pétri contenant les disques
imprégnés d’eau distillée ne montrent aucune zone d’inhibition de la croissance de E. coli et
S. aureus.

Afin de valider notre test, un antibiotique de référence (ampicilline) a été testé sur E.
coli et S. aureus comme témoin positif.

Pour appuyer la théorie affirmant D’efficacit¢é de I’acide lactique comme agent
antibactérien, nous 1’avons utilis¢ comme deuxieme témoin positif, étant donné qu’il estl’'un
desconstituants majeursdu lactosérum (Sottiez, 1990).

Les figures 7 et 8 montrent I’effet des différents témoins utilisés sur les souches

bactériennes E. coli et S. aureus.
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Figure 7 : Effet des témoins sur E. coli ~ Figure 8 : Effet des témoins sur S. aureus
®) AB : antibiotique ; AL : acide lactique ; ED : eau distillée.

A partir des figure 7 et 8, on constate que la zone d’inhibition obtenue pour 1’antibiotique
utilise comme premier témoin positif (Ampicilline) est beaucoup plus importante sur la boite
de Peétri ensemencée avec S. aureus que la boite ensemenceée avec E. coli. D’aprés Nauciel et
Vildé(2005), I’ampicilline appartient au groupe des Pénames de lafamille des antibiotiques S

—lactamines dont le mode d’action est principalement 1ié¢ al’affection de la paroi bactérienne.

Les antibiotiques appartenant a la famille  —lactamines agissent sur la synthése du
peptidoglycaneen inhibant les protéines liant la pénicilline (PLP). L'inhibition des PLP aboutit
a l'inhibition de la formation des ponts pentacycliques responsables de la structure réticulée de
la paroi. On obtient ainsi des formes rondes ou filamenteuses qui aboutissent a la lyse
bactérienne (Nauciel et Vildé, 2005). Cette explication interprete la différence de sensibilité
des deux souches étudiées et cela est du a la différence de la structure de leur paroi composées
essentiellement de peptidoglycane pour S. aureus, contrairement a E. coli qui posséde une
paroi plus complexe et plus rigide composée d’une couche externe protectrice, ce qui lui

confere une résistance accrue aux antibiotiques agissants sur la paroi bactérienne.

Concernant 1’acide lactique utilisé comme deuxiéme témoin, les résultats obtenus
montrent que la zone d’inhibition sur S. aureus est beaucoup plus grande que celle observée
sur E. coli, ce qui est enaccord avec les résultats obtenus par dautres auteurs (Houtsmaet
al.,1993;Yuket al., 2007; Tharmaray; Shah 2007). Cette différence de sensibilité est
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expliquée par les différentescompositions structurales et chimiques des parois des deux
bacteries

(Nikaido et VVaara 1985) et la tolérance a I'acide de chaque micro-organisme.

L'acide lactique est le métabolite principal des bactéries lactiques entrainant la
réduction du pH, qui provoque I’inhibition desmicroorganismes (Eklund, 1989 et Schnirer et
Magnusson, 2005).

L’acide lactique peut franchir la membrane cellulaire des bactéries, en se dissociant a
I’intérieur du cytoplasme. Les molécules chimiques issues lors de cette dissociation,
provoque une augmentation de la concentration de protons [H'] a I’intérieure de la cellule
bactérienne, jusqu’au moment ou elle dépasse la capacité tampon du cytoplasme, ces derniers
seront transportés vers I’extérieur a travers une pompe de protons, diminuant ainsi les réserves
énergétiques de la cellule. Quand ces réserves sont épuisées, cette pompe cesse de fonctionner
et le pH interne diminue lentement ; provoquant ainsi, la dénaturation des protéines et la
déstabilisation des autres composes structurels et fonctionnels de la cellule bactérienne,
interférant ainsi dans les fonctions vitales de cette derniére (Piard et Desmazeaud, 1991).

De plus, l'acide lactique pourrait probablement avoir un effet sur les protéines

cellulaires, soit en les détruisant ou en inhibant leur synthese (Zenget al., 2010).
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4.2 Effet antibactérien des agents testés
4.2.1. Effet du lactosérum sur E. coli
Les résultats de 1’activité antibactérienne des deux échantillons de lactosérum testés a
différentes concentrations sur E. coli sont illustrés dans la figure 9, pour le lactosérum

conservé a 6°C et dans la figure 10, pour le lactosérum conservé a température ambiante.

Figure 9 : Photo montrant I’activité antibactérienne du lactosérum conservé a 6°C pendant
24h sur E. coli. (A) : 25% ; (B) : 50% ; (C) : 100%

Figure 10 : Photo montrant I’activité antibactérienne du lactosérum conservé a température

ambiante pendant 24h sur E. coli. (A) : 25% ; (B) : 50% ; (C) : 100%
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4.2.2. Effet du lactosérum sur S. aureus

Les résultats de ’activité antibactérienne des deux échantillons de lactosérum testés a
différentes concentrations sur S. aureussont illustrés dans la figure 11, pour le lactosérum

conservé a 6°C et dans la figure 12, pour le lactosérum conservé a température ambiante.

Figure 11 : Photo montrant I’activité antibactérienne du lactosérum conservé a 6°C pendant

24h sur S. aureus. (A) : 25% ; (B) : 50% ; (C) : 100%

Figure 12 : Photo montrant I’activité antibactérienne du lactosérum conservé a température

ambiante pendant 24h sur S. aureus. (A) : 25% ; (B) : 50% ; (C) : 100%.

E
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L’activité antibactérienne est exprimée par les diametres des zones d’inhibition en
(mm) en fonction de la concentration en lactosérum. Les diamétres moyens des zones
d’inhibition présentés dans le tableau 9 sont compris entre 6 mm et 13 mm. Il est donc
possible de constater que les souches testées ont une sensibilité limitée vis-a-vis le

lactosérum.

Tableau 9 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) en fonction de la concentration en

lactosérum utilisé sur les deux souches bactériennes

(Diamétre du disque inclus 6mm)

Les bactéries E.Coli S.aureus

Concentrations

, 25% 50% 100% 25% 50% 100%
en lactosérum
Lactosérum
a6°C 10,16 +1,60 | 850+0,50 | 7,00+ 1,00 | 6,33 +0,57 | 6,66 +0,57 | 10,83 + 2,46
Lactosérum

atemperature | g o5, 050 | 733+028 | 7004173 | 6,00+000 | 6,00+000 | 6,00+ 0,00
ambiante

D’apres le tableau 9, avec E. coli, on constate que les diamétres des zones d’inhibition
se situent pour le lactoserum conservé a 6°C dans les intervalles de 8 mm a 12 mm pour la
concentration 25%, de 8 mm a 9 mm pour la concentration 50% et de 6 mm a 8 mm pour la
concentration 100%. A propos du lactosérum conservé a température ambiante, les diametres
des zones d’inhibition se situent dans les intervalles de 8 mm a 9 mm pour la concentration
25%, de 7. mm a 8 mm pour la concentration 50% et de 6 mm & 9 mm pour la concentration
100%.

ConcernantS. aureus, les diamétres des zones d’inhibition se situent pour le
lactosérum conserve a 6°C dans les intervalles de 6 mm a 7 mm pour la concentration 25%,
de 6 mm a 8 mm pour la concentration 50% et de 8 mm & 13 mm pour la concentration 100%.
Tandis que pour le lactosérum conservé a température ambiante, aucune zone d’inhibition

n’est observée pour S. aureus.
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Contrairement a nos attentes, 1’effet antibactérien du lactosérum était observé sur la
bactérie a Gram négatif (E. coli)par contre, aucun effet inhibiteur n’a été enregistré contre la
bactérie a Gram positif (S. aureus), ce qui est en accordaux résultats trouvés par
Eswaranandamet al., (2004). Des travaux menés par Stanojevic-Nikolicet ses collaborateurs
en 2015, ont montré que l'acide lactique peut avoir un effet inhibiteur envers une large gamme
de microorganismes. Cependant, il présente une forte activité inhibitrice contre les bactéries a

Gram négatif.

La différence de sensibilité desdeux souches bactériennes par rapport au lactosérum
est certainement liéeaux différentes compositions structurales et chimiques des couches

externes de cellules (Nikaido et VVaara, 1985).

Ainsi, Nikaido (1996) a révelé que l'efficacité relative de I'acide lactique contre les
bactéries gram-négatif n’est pas inattendue, étant donné qu’autant que petite molécule soluble
dans 1’eau, l'acide lactique gagne l'accés au périplasme a travers les protéines
transmembranaires remplies d’eau dites «porines» et qui se trouve dans la membrane externe

de la cellule.

La membrane externe fonctionne comme une barriere de perméabilité efficace qui peut
exclure les macromolécules (comme les bactériocines ou les enzymes) et les substances
hydrophobes (antibiotiques hydrophobes par exemple). La propriété de barriere a la
perméabilité de la couche externe est en grande partie due a la présence d'une couche

spécifique de lipopolysaccharide (LPS) sur la surface de la membrane(Alakomiet al., 2000).

Cependant, certains agents externes peuvent conduire a la perte de la fonction de
barriere de la membrane externe, de tels agents sont appelés agents perméabilisants (Vaara,
1992). Roth et Keenan ont signalé en 1971 que [’acide lactique, par sa fonction
perméabilisante, était capable de causer des dommages sublétaux a Escherichia coli.

Les Perméabilisants en tant que tels, ne présentent pas d’effet bactéricides ou
bactériostatiques pour les bactéries a Gram-négatif, par contre, ils permettent a d'autres
composes de penétrer ainsi ils rendent ces bactéries tres sensibles aux antibiotiques
hydrophobes, aux détergents, lysozyme, ou bactériocines conduit a [’atteinte de la

cellule(Helanderet al., 1997).
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En outre, les zones d’inhibition observées sur E. coli ont été d’autant plus grandes que
la concentration en lactosérum diminue. Ibrahim et al.(2008), ont indiqué que I'acide lactique,
a faible concentration inhibe la croissance de E. coli. De plus, la concentration en acide
lactique n’est pas connue dans le lactosérum utilisé, ainsi que la composition complexe de ce
dernier peut étre a I’origine d’autres interactionsqui peuvent étre synergiques ou antagonistes

a I’acide lactique.

Cette complexit¢ de la composition du lactosérum peut expliquer [’activité
antibactérienne obtenue dans le lactosérum non acidifié ; celle-ci peut résulter d’autres
composants outre 1’acide lactique, parmi eux, la lactoferrine, une glycoprotéine présente dans
le lactosérum (Sottiez, 1990), qui a un effet antibactérien vis-a-vis les bactéries présentant un
besoin en fer important (Valenti et Antonini, 2005 ; Legrandet al., 2008 ; Jenssen et Hancock,
2009).

En revanche, pour S. aureus, aucune zone d’inhibition n’a été observée pour le
lactosérum acidifié. Ceci est conforme aux résultats rapportés par d'autres auteurs (Miller et
Kaspar, 1994 ; Arnold et Kaspar, 1995 ; Benjamin et Datta, 1995; Lin et al., 1996) qui ont

indiqué que la résistance aux acides est une caractéristique typique de cette souche.




(0

Conclusion
Et
Perspectives




Conclusion et perspectives

Cette étude a pour objectif principal de déterminer in vitro 1’effet antibactérien du
lactosérum issu de la fabrication du fromage. Les résultats obtenus ont permis de révéler une
activité antibactérienne du lactosérum plus ou moins importante vis-a-vis des souches testées,
ceci laisse suggérer la possibilité de son utilisation comme agents antibactérien pour la

conservation de divers produits en plus de sa propriété nutritionnelle enrichissante.

L’étude antibactérienne du lactosérum peut étre approfondie par la recherche du
principe actif et d’évaluer son effet antimicrobien et son efficacité¢ a faible dose en vue de
substituer le conservateur chimique par le naturel dans divers produits alimentaires tels que

les produits laitiers, en biscuiterie ou en boulangerie.

La combinaison de plusieurs agents antimicrobiens peut ainsi étre envisagée, cela
vise a réduire leur concentration lors de leur incorporation dans divers produits
principalement les produits alimentaires, ceci permettra de réduire leur incidence défavorable

sur la qualité (sensorielle ou visuelle) du produit traité, ainsi que leur codt.

Toutefois, les résultats obtenus in vitro ne constituent qu’une premiere €tape de
recherche, ils doivent étre validés par des études menées sur des matrices alimentaires avant

de les appliquer a I’échelle industrielle.
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Annexe 1 : matériel inerte

2.1. Instruments de laboratoire

- Bain marie

- Balance de précision

- Bec bunsen

- Becher

- Boites de Pétri

- Burette

- Butyrometre

- Capsule en aluminium

- Centrifugeuse GERBER

- Dessiccateur électronique
- Disques d’antibiotique (ampicilline)
- Disques stériles (6 mm)

- Embouts (jaunes et blancs)
- Eprouvette

- Erlenmeyer de 200 ml

- Etuve

- Fiole (10 ml)

- Glaciére

- Micropipette (100ul)

- pH métre

- Pince stérile

- Pipette Pasteur

- Pipettes (1 ml, 10 ml)

- Réfrigérateur

- Thermo-lactodensimetre
- Thermometre

- Tubes a essais stériles

- Tubes d’éppendorf



2.2. Réactifs

Acide lactique

Acide sulfurique (91%) H,SO,
Acide sulfurique (96%) H,SO,
Alcool isoamylique

Chlorures de barium BaCl,

Eau distillée stérile

Eau physiologique (0,09%)
Hydroxyde de sodium NaOH (N/9)

Phénolphtaléine

2.3. Milieux de culture

Milieu de culture Chapman
Milieu de culture ECC
Milieu de culture MH
Milieu de culture OGA
Milieu de culture VRBL



Annexe 2 : préparation de la solution Mc Farland

Les étalons de turbidité Mc Farland sont préparés en mélangeant divers volumes
d’acide sulfurique & 1% et de chlorure de baryum (a 1%) pour obtenir des solutions de
densité optique spécifique. Un standard de turbidité de 0,5 Mc Farland fournit une densité
optique comparable & la densité d'une suspension bactérienne de 1,5 x 10° unités formant des

colonies (UFC / ml). 0,5 Mc Farland standard est disponible dans le commerce.

Pour effectuer des tests de sensibilité aux antimicrobiens en utilisant la méthode de
diffusion sur disque de Kirby Bauer , une suspension cellulaire d’organismes équivalente a

une norme de 0,5 Mc Farland est utilisée.
Mode opératoire :

- Préparer la solution a 0,5 Mc Farland en versant 0,5 ml d’une solution de BaCl; a 1%
(10g/l d’eau distillée), dans une éprouvette de 100ml. Compléter a 100ml avec du
H2SO4 a 1% (10ml/l d’eau distillée). Ainsi préparé, il doit avoir une D.O. de 0,08 a 0,1
lue & 625nm.

- Aliquoter la solution en volumes de 10 ml, dans des tubes identiques a ceux qui
serviront a la préparation des inocula.

- Sceller ces tubes de facon a éviter toute évaporation (parafilm, ruban adhésif...).

- Placez le mélange obtenu dans un tube a capuchon recouvert d’une feuille
d’aluminium.

- Conservez I'étalon Mc Farland a la température ambiante (25°C) lorsqu'il n'est pas
utilisé. La solution de densité standard Mc Farland précipitera et s'agglomérera au fil
du temps, et nécessite un vortex vigoureux avant chaque utilisation. Marquez le tube
pour indiquer le niveau de liquide et vérifiez avant utilisation pour vous assurer qu'il
ne s'est pas évapore.

- Préparez une nouvelle solution standard tous les 6 mois.


https://microbeonline.com/antimicrobial-susceptibility-testing-procedure-modified-kirby-bauer-method/
https://microbeonline.com/antimicrobial-susceptibility-testing-procedure-modified-kirby-bauer-method/

Tableau : Les normes de turbidité Mc Farland.

Norme de turbidité McFarland no. 0.5 1 2 3 4

1% de chlorure de baryum (ml) 0,05 0,1 02 03 04
1% d'acide sulfurique (ml) 9.95 9.9 98 9.7 96
Environ. densité cellulaire (1 x 10® UFC / ml) 1,5 3 6 9 12

La densité de la suspension de cellules bactérienne est comparée a 1’étalon de turbidité
Mc Farland (étalon de turbiditt 0,5 Mc Farland pour les tests de sensibilité aux
antimicrobiens) en maintenant la suspension de 1’étalon devant un feu sur un fond blanc avec

des lignes noires contrastantes (Figure).

Si la densité est trop lourde, la suspension doit étre diluée avec une solution saline ou
un bouillon (selon ce qui a été utilisé pour préparer la suspension). Si la densité est
insuffisante, des bactéries supplémentaires doivent étre ajoutées a la suspension. Les

suspensions ajustées doivent étre utilisées comme inocula dans les 15 minutes.

ADJUSTED TEST ORGANISM




Annexe 3 : Résultats des analyses microbiologiques

Figure : Photo montrant le résultat du dénombrement de la flore totale aérobie
mésophile dans le lactosérum

Figure : Photo montrant le résultat la recherche de Staphyloccocus aureus dans le lactosérum



Figure : Photo montrant le résultat de la recherche de Escherichia coli dans le lactosérum

-
.

Figure : Photo montrant le résultat de dénombrement des levures et moisissures dans le
lactoserum



Abstract

This study is part of the valorization of whey, which is a by-product of the dairy
industry. The objective is to study in vitro the antibacterial activity of whey resulting from the

manufacture of pressed cheese against two bacterial strains pathogenic and alteration.

To evaluate the antibacterial effect of whey, we tested in vitro two samples, the first is
kept at 6 ° C and the second is kept at room temperature to push its acidification by lactic

ferments.

The results of the antibiogram showed a moderate inhibitory effect against the E. coli
bacterium, because of the interference of lactic acid in its membrane permeability, while for S.

aureus, no effect was observed.

The results of this study suggest the possibility of using whey in combination with

other bioactive substances for possible food bioconservation.

Key-words : whey, lactic acid, antibacterial, bioconservation, valorization.



Résumé

Cette étude rentre dans le cadre de la valorisation du lactoserum qui est un sous-
produit de I’industrie laitiére. L objectif étant d’étudier in vitro ’activité antibactérienne du
lactosérum issu de la fabrication du fromage a pate pressée contre deux souches bactériennes
pathogénes et d’altération.

En vue d’évaluer I’effet antibactérien du lactosérum, nous avons testé in vitro deux
échantillons, le premier est conserve a 6°C et le deuxieme est conservé a température

ambiante afin de pousser son acidification par les ferments lactiques.

Les résultats de I’antibiogramme ont montrés un effet inhibiteur modéré envers la
bactérie E. coli, du fait de I’interférence de ’acide lactique dans sa perméabilité membranaire,

tandis que pour S. aureus, aucun effet n’a était observé.

Les résultats de cette étude suggeérent la possibilité d’utilisation du lactosérum en
combinaison avec d’autres substances bioactives pour une éventuelle bioconservation des

aliments.

Mots clés : lactoserum, acide lactique, antibactérien, bioconservation, valorisation.
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