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Résumé

L’industrie fromagere génere dimportantes qiuéstde lactoserum qui ne sont pas
valorisées.

Ce sous produit, de part sa grande richesseugiments de base offre de nombreuse
possibilités technologiques selon les traitemeunxsjaels il est soumis.

En effet, il peut servir en tant que matiérenpege dans la fermentation pour la production
de divers métabolites tel que I'acide lactique.

L'objectif de la présente étude a pour but ilisdtion du lactoserum comme substrat dans
la fermentation pour la production d’acide lactigpar une souche d&reptococcus
thermophilus isolée du yaourt.

Les analyses physico-chimiques effectuées stie ceatiere ont révélé la richesse du
lactoserum en nutriment de base (lactose, matiémeseg, protéine...etc) ce qui suscite
l'intérét de le valoriser.

Les essais de fermentation qui ont été menasiafptimiser les conditions de la culture ont
mis en évidence la possibilité de cultiver la sauslhermophilus sur ce substrat, avec un
taux d’inoculation de 20%, a température d&C4gt a pH (6,5), nous avons obtenus (6,2 g/l)
d’acide lactique.

Mots clés: Lactoserum, Acide lactique, valdi®a physico-chimique, fermentation,

optimisation ,Streptococcus thermophilus



Summary:

The cheese industry generates significant amnsoohivhey that are not valued. This by-
product, because of its richness in basic nutrieffeys many technological opportunities as
treatment to which it is subjected.

Indeed, it can serve as raw material in fermemafor the production of various
metabolites such as lactic acid.

The aim of the present study aimed to the usehafy as a substrate in the fermentation for
producing lactic acid by a strain of Streptococitiggsmophilus isolated from yoghurt.

The physicochemical analyzes of this materiakaéed the richness of the basic nutrient
whey (lactose, fat, protein etc ...) which aroubesinterest of the value.

Fermentation tests were conducted to optimieectiiture conditions have highlighted the
possibility of cultivating the S. thermophilus stran the substrate with an inoculation rate of
20% at temperature 420C and pH (6.5), we obtai6&ld / |) lactic acid.

Keywords: Whey, Lactic acid, valuation, physichkemical, fermentation, optimization,

Streptococcus thermophilus
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I ntroduction

La transformation tres ancienne de laitfreimage présente I'avantage d’obtenir ce
produit dans une forme plus conservable et plusdtiigle, cependant, cette élaboration est
handicapée par la perte d'une quantité importaii&ments nutritionnels qui se retrouvent
dans le sérum.

Ce dernier, connu sous l'appellation « baétum », a été considéré a tort pendant
longtemps comme étant un déchet de l'industriéelait par suite des connotations négatives
lites a cette appellation, il a été le plus souvefté dans les eaux d’évacuation des
fromageries.

En Algérie, l'industrie fromagere rejettaagidiennement 6000 litres de lactosérum par
jour, soit 4 a 12 kg pour 1 kg de fromage prod@ira et Touzi, 2001). Devant I'importance
des tonnages en sérum rejetés chaque annéehemsse en nutriments de base en particulier
le lactose, les protéines solubles, les vitamingkdsolubles, la matiere grasse ainsi que les
eléments minéraux font de lui un facteur de palutiedoutable.

Des efforts particuliers dans la rechercheé&é entrepris afin de trouver les meilleures
voies de sa valorisation. Les résultats intéréssdes essais effectués au niveau des
laboratoires ont donné lieu a des applicationsisiréelles et a la création d'unités chargées
de la valorisation du lactosérum. Il est utiliséglaifférents domaines tels que I'alimentation
humaine, l'alimentation animale et éventuellememtsde domaine de la biotechnologie afin
de produire des protéines d'organismes uniceladaiP.0.U.), des enzymes, des vitamines,
d’alcool, des acides organiques (acide citriquelealactique..).

La production de l'acide lactique par fermation constitue une des voies les plus
attractives. Cet acide trouve un large domaineplieg@tions (alimentation, industries textiles,
cosmétiques et pharmaceutiques ...).

La présente étude trace pour objectif F'saifion du lactosérum récupéré de la fabrication
du fromage a patte molle de l'unité « FERMIER »nooe substrat pour la production de
I'acide lactique par une souche 8eeptococcus thermophilus isoléedu yaourt ; elle s’articule
sur trois parties :

- Isolement et identification de la souche &eeptococcus thermophilus ;
- Analyses physico-chimique sur du lactosérum brahtet aprés stérilisation ;
- Essais d’optimisation des conditions de culturdadeactérie pour la production de

I'acide lactique.




Partie | : Synthese
bibliographique



Streptococcus thermophilus

1.1.Caractéristiques générales d&treptococcus thermophilus
1.1.1 Classification
1.1.1.1. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (BL) sont des microorgaessomicellulaires trés répandus dans la
nature. Elles regroupent des espéces bactérien@@an-positif, ces bactéries peuvent avoir
des formes en batonnets ou en coques, elles sonbbites et non sporulantes,catalase
négative, oxydase négative généralement nitratactége négative. Ce sont des bactéries
anaeérobies facultatives. Elles ont des exigencestionnelles complexes pour les acides
aminés, les peptides, les vitamines, les selsadédes gras et les glucides fermentescibles
(Dellaglio etal., 1994 ; Hogg, 2005).

Les bactéries lactiques sont naturellememougées chez I'homme, les animaux, les
aliments fermentés et sont également retrouvées lasol, I'eau, les engrais et les eaux
d'égout (Holzapfel adl., 2001; Pascual et., 2006; Mota eél., 2006).

La caractéristigue métabolique principale bastéries lactiques est la production d’acide
lactique, cette capacité est associee a la praductajeure d’énergie par fermentation des
sucres mais elle confere aussi a ces especes leur imggn&ipal pour la transformation et la
conservation des aliments. Les bactéries lactigpesivent avoir un métabolisme
homofermentaire (plus de 90% des produits de fetatien est de I'acide lactique),
hétérofermentaire facultatif (production d’acide ctigue et d'acide acétique) ou
hétérofermentaire strict (production d’acide lagégd’acide acétique ou d’éthanol et de CO2)
(Vandamme eél., 1996).

1.1.2 Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus est décrite pour la premiére fois par Orla-Jensed 39, elle
est la seule espéece de streptocoques utiliséecbndiegie alimentaire, particulierement dans
I'industrie laitiere aprélactococcus lactis (Hols etal., 2005) .

De nombreuses souches @& thermophilus ont été utilisées dans les procédés
agroalimentaires, cette espéce fait partie despéwes puisqu'elle est considérée comme
sécuritaire pour la santé (GRAS ; Generally RecaghiAs Safe) (Bolotin efl., 2004).

Il a été démontré par certaines études guie espec@’a pas eté impliquée jusqu’a présent
dans des maladies infectieuses. Le séquencage eouhgsd génomes de 4 souchesSle
thermophilus et leur analyse révele I'absence ou l'inactivaties genes liés a la virulence chez
les streptocoques pathogénes (Suad.eR011).

-



Streptoco

ccus thermophilus

Certains auteurs ont classé le gesireptococcus en (06) groupes :

Streptocoques pyogenes.

Streptocoques oraux.

Streptocoques fécaux.

Streptocoques lactiques ou lactocoques du grouptogiéue N, faiblement
hémolytiques, mais jamais pathoge

Streptocoques anaérobies stricts.

Les autres Streptocoques de groupe sérologiquannctétérogenes faiblement
ou non hémolytiques, parmi les quels on trouveé&es non pathogéne

Streptococcus thermophilus.

Les groupes taxonomiques ou appartient cettecesgmnt comme suit :

Division : Firmicutes

Classe : Coccus

Ordre Lactobacillales (Gram+)
Famille . Streptococcaceae

Genre Streptococcus

Sous -Espeéce . Salivarius

Espéce . Streptococcus thermophilus

1.1.3. Caractéristiques destreptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus est une bactérie alimentaire habituelle du milagtier animal

ou maternel, trouvée dans le tractus gastro -tingstres precocement chez les nourrissants et

sur les plan

tes en décomposition. (Solialt2010).

1.1.3.1. Caractéristiques morphologiques

Sreptococcus thermophilus est une bactérie a gram-positif, anaérobie facudtaimmobile

et non-spor

Au microscope optiqu&, thermophilus se présente sous forme de cellules sphériques ou
Ovoidesdediamétre allantle 0,7 al,0 um, disposées en paire ou en longue chaine (Figure 01)

ulantes.

(Moineau, 1997).




Streptococcus thermophilus
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Figure 01 : Cellules deStreptococcus Thermophilus observées au microscope optique
Grossissement(x1000) (Moineau ,1997).

1.1.3.2. Caractéristiques métaboliques

Streptococcus  thermophilus fermente le lactose, son métabolisme est du type
homofermentaire. Elle possede yhgalactosidase active en présence de cations miemtsva
ou divalents (Mg2+, Mn2+) (Desmazeaud, 1990 ; Laraox, 2000 ).

Streptococcus thermophilus produit de l'acide lactigue a partir seulement delgues

sucres, a savoir, le fructose, le glucose, le ms@nke lactose et le saccharose (Schleifer et
al.,1991 ; Panesar @l., 2007). C’est grace a une enzyme membranaire, la lactesagase
(LacS), que le lactose est transmis a l'intérieudadcellule bactérienneus une forme libre
L’hydrolyse du lactoseuf diholoside)en glucose et en galactose est réalisée par enade
enzyme Ig3 galactosidase ou phosppegalactosidase.
Le glucose entre dans la voie glycolytique, partieole galactose esexcrété dans le milieu
extérieur vue que la plupart des soucBesptococcus thermophilus ne métabolisent pas ce
sucre. (Champagne @t, 1993)

Chaque molécule de glucose provenant derbihygk du lactose, est ensuite métabolisée

par la voie glycolytique, en deux molécules de pgte, 2 ATP et 2 bO :
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Glucose + 2 ADP + 2;R 2 NAD" — 2 pyruvate + 2 ATP + 2 (NADH + H ) + 2 HO.

En milieu anaérobie ou simplement pauvre en oxggémune enzyme, lalactate
déshydrogénase (Ldh), catalyse la transformatiopyduvate en L-lactate, tout en régénérant
le NAD" :

Pyruvate + NADH + H — L-lactate + NAD (Champagne C.P., at. 1993)

Streptococcus  thermophilusest  donc  une bactérie  homolactique, produisants tre
majoritairement (a plus de 95 %) du L-lactate conpmoeluit final du métabolisme des sucres
mais elle peut donner aussi dans des fermentatadtesnatives de la-acétolactate, de
l'acétoine, de l'acétaldéhyde, du formate et détkde.

Seulement trois enzymes de dissipation du pyruwatt@été trouvées chez S. thermophilus :

- Lalactate déshydrogénase (Ldh) conduisant a ldugstmn de lactate

- La pyruvate formate lyase (Pfl) ouvre des voiesdasant a la formation de formate et
d'acétate ;

« L'a-AL synthétase (Als) est la voie de production'dedtoine.

]
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Figure 02: Métabolisme des sucrechezSterptococcus thermophilus (Champagne etl.,

1993)

1.1.3.3. Autresaractéristiques

Sreptococcus thermophilus est rencontré dans les laits fermentét les fromages

(Dellaglio etal., 1994 ; Roussel @l.,1994).Elle est anaérobie facultative, chimioorganotro
et catalase négative (Klaenhammeal., 2002).

C’est une bactérie thermorésistantle survie a un chauffage de 65°C pendal min, elle
estsensible au bleu de méthylene (0,1%) et aux atitjpies (Dellaglio eal., 1994).

La température optimale de croissance de cettehsoest comprise entre 42 °C 45°C,
mais elle tolere deempératures allant de 2z a 52°C.

L’absence d'antigéne dmoupe D est une caracteéristique de cette espéagydi etal.,

1984; Chandan, 2006 etAccolas al., 1980). Cette espéce est capable de synthétisel

exopolysaccharides (EPS) soit monoculture, soit en association avec la so

Lactobacillus bulgaricus (Novel, 1993.
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Pour se protéger des effets dévastateursrdssstallant du stress nutritionnel, thermique
(hyper ou hypothermiques) ,osmotique aux stresslamtyou acide, les bactéries lactiques et
surtout S .thermophilus utilisent des protéines dites de stress qui ooir pble de protéger
toutesles protéines bactériennee la dénaturation, de participer a leur renatomatroir

méme éliminer les protéines dénaturées (Perah.etl999 ).

1.1.4. Utilisations industrielles destreptococcus thermophilus

En plus de son usage traditionnel en cultustenaveclactobacillus bulgaricus pour
la fabrication du yaour®. thermophilus est utilisée dania production de nombreux fromages
tels que : TEmmental, le Parmesan, le Provoload/ldzzarella et I'Asiago. On I'utilise aussi
depuis peu pour la production de fromage de typed@ar en combinaison avec d’autres
ferments mésophiles (Awad at, 2005).

L'un des principaux réles joués garthermophilus en industrie laitiere est de garantir une
acidification rapide du lait lors de la fermentatiactique. Cette vitesse d’acidification dépend
de la souche utilisée (Moraat, 2004).

Toutefois, l'utilisation deS. thermophilus ne repose pas uniquement sur la production de
'acide lactigue mais également la production du formate, d'aoé&toidu diacétyle et
d’acétaldéhyde qui contribuent a la flaveur dudpibfini. D’autres aspects technologiques
importants sont cités, tels que la production dptysaccharides (EPS) et de bactériocines
(Mora etal., 2004).




Lactosérum

1.2. Composition biochimique et valorisation du laimsérum
1.2.1. Généralités sur le lactosérum
Le lactosérum est le liquide jaune pale rédidobtenu suite a la précipitation et
I'enlevement de la caséine du lait pendant la daban du fromage (Marwaha al, 1988 ;
Gonzfilez .S, 1996)

1.2.1.1. Différents types de lactosérum

Le lactosérum doit étre considéré comme uduyitalérivé plutdt qu'un sous produit de la
fabrication des fromages, ou de la caséine. Onindig#¢ deux types de lactosérums
lactosérum doux et lactosérum acide (Linden eieing 1994).
- Lactosérum doux : Ce lactosérum est également appelé lactosérumodeaderie. Il est
produit au cours de I'élaboration des fromagessquit obtenus par la présure (fromages a
pate pressée cuite ou non cuite, et a pate malasce cas on obtient un sérum doux
pauvre en sels minéraux et riche en lactose etagipes. Son pH peut aller de 5,2 a4 6,7.
- Lactosérum acide: Il regroupe I'ensemble des sous produits issud’déaboration de
caséine et du fromage frais. Ce type de lactoséstrabtenu suite a la coagulation du lait par
I'acide lactique ou I'acide chlorhydrique. Son patiede 3,8 a 4,6.

Les lactosérums acides sont moins riches eondacet plus riches en minéraux. lls sont

aussi plus ensemencés en germes lactiques et mojes a des fermentations que les

lactosérums doux (Moletta, 2002).

1.2.2. Composition biochimiquelu lactosérum
La composition physico-chimiquil lactosérum peut varier sensiblement selon legu®
de coagulation et selon la composition initiale thit (saison, race des animaux,
'alimentation) (Bergel eél., 2004) (Tableau I).
1.2.2.1. Eau
Le lactosérum se caractérise par une trésdgrdilution , il contient en moyenne 94%
d’eau (Morr efal., 1993 ; Linden et Lorient, 1994).

1.2.2.2. Lactose
Le lactose est le principal constituant dudaérum (76 g/l ) (Sottiez, 1990). Il représente
l'essentiel de la matiere seche du sérum, c’estibinloside constitué par I'union d’'une
molécule dea ou - D- glucose et d’'une molécule @eD-galactose (Luquet et Francois,
1990).
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Le lactose est caractérisé par :

source importante dans la nature est le lait gbdeguits laitiers (Visser &ll., 1988).

Tableau | : Composition moyenne du lactosérum doux et acide (Moet al., 1993 ;

Linden et Lorient, 1994)

Une solubilitétdies Un pouvoir sucrant faible. Sa seule

Lactosérum doux (%)

Lactosérum Acide (%)

pH 6,3 4,6
Eau 93 93,5
Lactose 4,77 4,71
Protéines 0,82 0,75
Matiére grasse 0,07 0,03
Acide lactique 0,15 0,55
Cendres 0,53 0,69
Calcium 0,05 0,13
Sodium 0,07 0,06
Potassium 0,13 0,15
Phosphore 0,06 0,09
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1.2.2.3. Minéraux

Dans certains procédés de fabrication desdges, il y a I'étape de salage ou ily a
addition de sels, qui avec toutes les matieres nalie® en solution dans le lait se retrouve
dans le lactosérum. Les 8 a 10% des matiéres salméextrait sec du sérum sont constitués
de chlorures de sodium et de potassium (50%) etdte de différents sels de calcium,
principalement sous forme de phosphate de calcurigr{aud, 1983).

D’aprés Méreo (1971), ces sels minéraux cuestt les éléments indésirables «du sérums.
En effet, il semblerait qu’'une quantité relativernélevée constitue un obstacle a I'utilisation

du lactosérum dans I'alimentation humaine et infant

1.2.2.4. Protéines

Les protéines ne forment pas la fractioplis abondante du lactosérum (13,5 g/l), mais
elle est la plus intéressante sur le plan éconoengqunutritionnel. Il s’est avéré que la valeur
nutritionnelle des protéines sériques du lait ep€seure a celle des protéines du blanc d'ceuf
prises comme protéines de référe(®ettiez, 1990

Deux grandes familles de protéines entremisdla composition du lait a savoir, la
premiere famille est constituée de caséines quésemtent environ 80% des protéines totales
du lait et la seconde est composée des protéinkble® constituées essentiellement
selon (MORR ,1993).de :
-La B- lactoglobuline §- LG) :3,2 g /kg ;
- L’a- lactalbumine ¢-LA) : 1,2 g /kg ;
-L’albumine sérique bovine (BSA) : 0,4g/kg ;
-Les immunoglobulinedg) :0,75g/kg ;
- Les protéoses peptones.0,1 a0,2 g/kg.

1.2.2.5. Matiére grasse
La matiére grasse n’'est pas abondante dalestiesérum, elle est éstimée a un taux de
1,00 g/l (Sottiez, 1990). Une certaine quantitdipieles du lait est entrainée dans le sérum
brut, cependant cette quantité est faible. La matigasse peut étre récupérées est utilisée
dans la fabrication d’un beurre de second choixu(Ber etal., 1979).

|



Lactosérum

1.2.3. Valorisation du lactosérum
La richesse du lactosérum a conduit plusieurs tleeirs et industriels a mettre en oeuvre
une stratégie de multivalorisation de ce sous-gtoB@ans ce contexte, le lactosérum trouve

son utilisation dans des domaines variés.

1.2.3.1. Alimentation humaine

Le lactosérum trouve son emploi dans divensdsstries alimentaires, dafe confiserie
et dans I'élaboration de préparations laitieres tadciennes et pauvres en matiere
grasse (recuite, ricotta, brocciu, sérac, brynd3es essais préliminaires ont montré que
l'isolat de lactosérum, a raison de 24 a 45 g @ar peut agir favorablement sur le systéme
immunitaire défaillant des malades. Les concenti@grotéines de lactosérum somites
utilisésen musculationleur haute teneur en protéines amsé leur faible teneur en matiere
grasse et en calories en font un complément d @waint et aprés I'entrainement physique.
On préte aux protéines contenues dans le lactosénugnand réle dans la reconstruction des
fibres musculaires qui ont subi des micro-déchsul@s de l'entrainement. L'absorption
d'environ 20 g de protéines durant ou juste apedercice est suffisant pour maximiser la

synthese post-entrainement des protéines musau(&oeidier et Luquet, 1980).

1.2.3.2. Alimentation animale
L’alimentation animale constitue la principalébouchée du lactosérum, il est destiné a
I'élevage industriel des porcs ou bienggt incorporé dans la ration alimentagles vaches

laitieres. Il peut également étre ajowdéx aliments d’allaitement pour veaux (Agnes, 1986

1.2.3.3. Substrat de fermentation

Le lactosérum pourrait étre un substrat denéetation pour de nombreuses especes
microbiennes. Selon Botfonja (1994), la croissartt® certaines souches telles que
Sreptococcus lactis serait bonne sur lactosérum seul, du fait dedaesse de celui-ci en
lactose.

Le lactosérum est un bon milieu de culturertant le développement des levures qui
utilisent le lactose comme source de carbone (@mn&abry, 1991).

Bergmaier (2002) atudiéla production des exopolysaccarides par fermemtagior un
milieu & base de perméat de lactosérum en utilisant dakesemmobilisées deactobacillus
rhamnosus RW 9595M.
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Selon Poget-Ramseier (1993), le lactosérum uestbon milieu de culture pour la
production d’acide lactique par les bactériesdaets.

Etant donné que, la composition du lactosérum @&ficiente en facteurs de croissance
indispensables pour la multiplication de certaibastéries, dans plusieurs études, il a été

enrichi par ajout d’additifs tels que : I'extraie devure, les bicarbonates de sodium et le
tween 80 (Yang et Silva, 1995).
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1.3. Caractéristiques et production de I'acide ladtjue

1.3.1. Historique

L’'acide 2-hydroxypropanoique ou acide lactique BS€ment principal de tous les
produits laitiers acidifiés aux quels il donne keuwaractéristigues fondamentales. Il fut
identifié en 1847 paBlondeau, comme produit de la fermentation bactérienne ist en
évidence pour la premiére fois dans le lait pareBlghen 1870 (Vick Roy, 1985). Chaque
anneée, environ 50 000 a 80 000 tonnes d’acidajlaetsont produites a travers le monde dont
90% sont réalisées a partir de fermentation mieroie. Les 10% restants sont produits

synthétiquement a partir du Lactonitrile (HofvenidethtHahn-H&agerdal, 2000).

1.3.2. Propriétés optiques et physicochimiqaeale I'acide lactique

L’acide lactique est un intermédiaire métahe retrouvé dans de nombreux organismes
vivants allant des procaryotes anaérobies a I'horatmreprésente I'un des acides organiques
les plus importants (Mirdamadi, 2002).

L’acide lactique (acide 2-hydroxy-propioniquest I'un des acides organiques les plus
importants. C’est un produit naturel non toxiquegm@nt, soluble dans I'eau, incolore et tres
peu volatil. Sa formule chimique est les 80O 3 il posséde un carbone asymétrique ,donc il
existe sous forme de deux énantiomeéies$+) acide lactiqgue o(S) acide lactique ,son image

dans un miroir ,est la fornmg(-) acide lactique o(R) acide lactique (figure 03).

COOH COOH
H— C— OH HO——C_—H
CH; CH;
Acide D lactique Acide L lactique

Figure 03: Les deux isomeres optiques de l'acidedéque (Jarry, 1994).

L'acide lactique est utilisé comme un adldilimentaire selon la FDA (Food and Drug
Administration).Utilisé pour acidifier des confitg, des gelées, des confiseries, des boissons
gazeuses et autres produits. Il peut étre addiéi@nta saumure au cours de la fabrication des

marinades et des olives, pour prévenir les défdetiermentation ou de conservation. Il sert




Acide lactique

d’agent de conservation du poisson et d’autresealizr Sous forme de lactate de calcium, il
fait partie des ingrédients de la levure chimique.

La formeL(+) de l'acide lactique est mieux métabolisée quetméD(-) (Bouragadi I.,
2006), ceci estlll a la présence de la L- lactate déshydrogérmeesel'@tre humain (Naveena
etal., 2004). Selon la FAO/OMS, dans le cas d’'un nouves I'immaturité du foie ne lui
permet pas de métaboliser completement la fddrg entrainant ainsi un risque d’acidose.

1.3.3. Voies d’obtention de I'acide lactique

L’acide lactique posséde un potentiel chimigquportant, c’est pourquoi il est largement
utilisé en industrie. Il apparait comme un tres lbonservateur naturel des aliments (Givry,
2006). L’acide lactique est produit par deux valedinctes : soit par synthése chimique, soit
par fermentation bactérienne, cette derniere vsidaeplus utilisée, car elle représente 90%
de la production mondial de I'acide lactique (Roghal., 2007)

1.3.3.1. Voie chimique

La synthése chimique se fait a partir du Laittibe, coproduit issu de la synthése de
I'acrylonitrile, qui est réalisée a partir du cyamud’hydrogéne et de l'acétaldéhyde. Le
Lactonitrile brut est récupéré et purifié par distion, ensuite, il est dégradé en acide lactique
a l'aide de d’acide chlorhydrique ou I'acide suifwe. La purification de I'acide lactique est
réalisée par estérification avec du méthanol @eitdl. 1995).

1.3.3.2- Voie fermentaire
La synthése de 'acide lactique par voienfemtaire permet de produire le stéréo-isomere
désiré grace a l'utilisation de bactéries lactiquesmofermentaires.

Apres les fermentations qui sont réaliséesbatch pendant 4 a 6 jours, du carbonate de
calcium est ajouté afin de neutraliser I'acide piibdCet apport entraine la formation de sels
de calcium de l'acide, permettant une séparatians facile par filtration puis par évaporation,
ces sels seront ensuite acidifies avec de l'acidiurgque afin de les convertir en acide
lactique et en sulfate de calcium insoluble quas&paré par filtration. Une purification par
des colonnes échangeuses d’ions est enfin réaliséme filtrat, suivie d’'une évaporation afin
de produire I'acide lactique alimentaire, qui s'@/peu stable a la chaleur (Dattalet 1995)
(Figure 04) .
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Acetaldehyde Carbohydrates fermentescibl¢
(CHsCHO)
Addition de HCN Fermentatio
Et Catalyseurs il microbienne

Lactonitrile(CH3CHOHCN) Jus de fermentation

Hydrolyse par Extraction et
H,SO4 purification
A 4
Uniguement Acide D Acide L lactique et Acide
L lactique _
D lactique
Synthese chimique Fermentation microbienne

Figure 04: Schéma récapitulatif des deux voies dequuction de I'acide lactique

(Narayanan etal, 2004).

La différence entre ces deux modes de pramuctside dans I'obtention d’'un acide
lactique pur optiguement. La synthése chimique @t pproduire que des mélanges
racémiques. Contrairement a la synthése biologigligpermet d’obtenir une pureté optique,
grace au choix d’'une souche ne produisant quedéad- ou L- lactique (Hofvendahl et
Hahn- Hagerdal, 2000).

La synthese chimique de I'acide lactiquenesins utilisée a cause de ses effets néfastes
sur I'environnement, et méme que la demande deeschimique est trés limitée (Narayanan
Etal., 2004)

1.3.4. Utilisations de l'acide lactique
Actuellement, 85% de [I'acide lactique produwsst principalement utilisé dans

'alimentation ou dans des applications liées hnfiantation, alors que 15% de la production
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restants sont utilisés pour des applications namealtaires (les industries textiles,
cosmetiques, pharmaceutiques, celles du cuir, oumeherbicide) (Sreenathait, 2001).

Il est également employé dans les industriémignes pour la synthese de certaines
molécules comme : I'ester de lactate, I'acétaldéhydcide acrylique, I'acide propénoique .

Comme il est polymérisé en acide polylactique égrddable (Figure 05) (Hofvendahl et
Hahn-Hagerdal, 2000).

Acides 3
aminés Propyléna Wirnsiles
exide
Polyuréthanes
Précurseurs Synthons
pharmaceutiques chiralas Propyléns
glyeal
Acides lactigques
Pal rb
Eszters de lactates, R
solvants
Acides Polyestaers
Részines aaryigues

Additifs
alimentaires
Acidas
pelyacryliques

Figure 05: Les différentes applications de I'acidéactique (Schaafsma, 1996

1.3.4.1. Applications alimentaires

Une large partie de l'acide lactique estisdi pour produire des agents émulsifiants
appligués en boulangerie . Il est également @titemme acidulant (cas d’'une boissons
gazeuses, des conserves de cornichon ou dangkgiién de bonbons acidulés).

Il a aussi été indigué comme agent de coasiérvdes aliments (SIN270) ou d’autres
produits (F.D.A., 1982). Cependant, il ne sembls passéder d’action Bactériostatique ou

fongistatique en dehors de son acidité. A ce piéntue , il est nettement moins efficace que
I'acide acétique (Wee et., 2006) .
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1.3.4.2. Applications dans I'industrie pharmeeutique ou médicale

L’acide lactique et I'éthyle lactate ont gitamps été utilisés dans des applications et des
formulations pharmaceutiques, particulierement dasdotions, les solutions parentérales et
les polymeres lactiques-glycoliques biodégradablesr des applications médicales. il est
égallement utilisé pour la libération contrélée desdicaments dans des fibres creuses, elles-
méme biodégradables (Lipinski et Sinclair, 1986).

Cet aspect avantageux est encore mis a plaris des implants chirurgicaux ou des fils
de suture. Les sels d’acide lactique, obtenus &vealcium sont employés dans la thérapie

des insuffisances en calcium et comme agents clastiEaries dentaires (Jarry, 1994).

1.3.4.3. Application comme désinfectant eetergent
L’acide lactique et ses sels sont appliqussda désinfection des carcasses de bovins, de

volailles et des poissons. Il est aussi utilisé menuétergents (Jarry, 1994).

1.3.4.4. L’emploi comme plastifiant

Les lactates exercent en général une impertaction plastifiante en combinaison avec
les protéines. Cette action se manifeste par urolligsement, un gonflement et une
augmentation de I'extensibilité du produit.

Le lactate de calcium est, de son coté,lis@tipour plastifier des produits a base
d’albumine, ou de gélatine de caséine. Par exendjgles la préparation des meringues du
nougat et dans les produits moussés, I'additioh%ede lactate de calcium produit un effet
sensible et permet soit d’améliorer les propriétéscaniques de la mousse, soit d’augmenter

son volume.

1.3.4.5. Applications dans l'industrie du tetde
L’acide lactique a longtemps été utilisé déimslustrie du cuir pour le chaulage et le

tannage. Il a aussi été utilisé dans les étapésaitien du textile.

1.3.4.6. Applications dans I'industrie cosméjue

L’éthyle lactate est la substance active desisolutions anti-acné, il est employé comme
agent hydratant, il s’avére souvent meilleur que peoduits naturels. l'acide lactique est
utilisé, également, dans les produits capillairesr@améliorer la texture des cheveux, et dans
les dentifrices comme agent détartrant (Srelill., 1977 ; Narayanagt al., 2004).
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1. 3.4.7-Applications dans I'agriculture

L'agriculture consomme l'acide lactique dandritement anti-brunissement des fruits,
dans l'acidification des fourrages ensilés et commiermédiaire dans la préparation des
produits phytosanitaires et surtout dans le systélm relargage pour engrais et pesticides

(Lipinski et Sinclair, 1986 ; Jarry, 1994). Comnieest tres efficace pour lutter contre les
varroas en apiculture (Schultermandl| et Imdorf,200
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2. Présentation de La Laiterie

Le FERMIER est une unité privée qui se charge dardaluction du lait et des produits
laitiers a base de lait de vache et de chévre (J@@Mecté au niveau de la région de Tizi —
Ouzou . Elle a été crée en 2004, sa capacité deforanation est estimée a 3500 litre/jour

Cette laiterie présente une gamme de produies (Fromage a pate molle, le BRIE, le
CHEVRE, Fromage a pate pressée, lait de vacheyrestel’ben).

LE FERMIER LE BRIE DU FERMIER/ LE CHEVRE DU
fromage a pate molle fromage a pate molle. FERMIER/ fromage a
(camembert)

pate molle.

R . . - - , L'ben
Fromage a Patte pressé Lait pasteurisé conditionné

Figure 06: Les dérivés laitiers produits au sein@l'unité LE FERMIER

L'unité STLD (société de transformation du lait et dérivés)e FERMIER comporte

plusieursservicesafin d’assurer le bon fonctionnement de I'entre@riqui sont :

-Service commercial -Service directeur
- Service caisse - Moyens généraux
- Service comptable

-Réception
-Service qualité -Collecte
-Service secrétariat -Gérant
-Laboratoire -Emballage
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Lors de sa création, la laiterie (FERMIER]Jixé des missions et des objectifs afin de
fabriquer des produits de meilleure qualité, etsyput :
-Etablir des normes propres a l'entreprise paurchoix de la matiére premiere par
excellence (qualité bactériologique, physico-chimigorganoleptique)
-Diversifier la production et lancer de nouveguaduits.

-Régler les problemes de contaminations renceeinécours de production

2.1. Matériel et méthodes
Notre travail a pour but doptimiser la prodoat de l'acide lactique a partir du
lactosérum doux prélevé au sein de l'unité de prodo des produits laitiers (le
FERMIER).
La partie expérimentale de I'étude a étdigéa dans la période allant d’avril (2015) a
juillet (2015), au niveau des laboratoires suivants
- Laboratoire d’autocontréle de l'unité (le FERMIER
- Laboratoire pédagogique de Biochimie (départerBavibgie, UMMTO) ;
- Laboratoire pédagogique de Microbiologie (dépadst Biologie, UMMTO).

2.1.1 Matériel

La partie expérimentale a été sous tendu paalériel cité ci- dessous :

2.1.1.1. Matériel biologique
SoucheStreptococcus Thermophilus isolée du yaourt

2.1.1.2. Produits et réactifs

* Acides et solvants Alcool isoamylique, Acide sulfurique,

* Réactifs :Réactif de Folin- Ciocalteu, Phénolphtaléine, DNS

* Autres produits : Bouillon et gélose M17, TSE, NaOH, BSA, Glucosagctose,
Acétate de Zinc, Hexacyanoferrate |l de Potasskbmifate de cuivre, Tartrate double
de Na et K.
2.1.1.3. Appareillage

- PH métre (Memmert,) ;

- Dessiccateur infra rouge (SARTORIUS) ;

- Centrifugeuse de paillasse, MAX 45000 rStGMA) ;

- Balance de précision (Max 1000g, d= 0,1REN) ;

- Agitateur magnétique ;
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- Agitateur de tube (Vortex) ;

- Spectrophotometre (UV- Visible) ;
- Bain marie (Memmert, Allmagne) ;
- Etuves (Memmert,) ;

- Autoclave (SF105/SN webco).

2 .1.2. Méthodes
2.1.2.1. Prélévement et préparation siéchantillons
Le prélevement des échantillons du lactosérayant servi aux différents essais
expérimentaux a été effectué au niveau de I'uniéé pdoduction des produits laitiers
« LE FERMIER», il a été effectué sur la méme production aapét du moulage du
camembert, puis ils ont été acheminés au laboeatigins une glaciere.

2.1.2.2. Analyses physico chimiqudswicrobiologiques
2.1.2.2.1. Analyses physico-chira&p
Les analyses physico-chimiques ont été @disur du lactosérum brut avant et apres
stérilisation, elles ont porté sur la mesure dif; pacidité titrable, I'extrait sec totale, la
matiere grasse, les protéines et enfin le lactbsates les analyses ont été effectuées en 3

essais.

2.1.2.2.1.1. Détermination du pH
Par définition, le pH « pouvoir hydrogene exgrime en fonction de la concentration en
ions hydrogenes. Il est mesuré par la méthodenpoteétrique a l'aide d’'un PH métre
(Amariglio, 1986).
Les valeurs de pH sont obtenues par immersienl’électrode du pH metre dans

I’échantillon.

2.1.2.2.1.2. Détermination dadidité titrable et de I'acide lactique
L’acidité titrable est déterminée par la hogte titrimétrique ou l'acide lactique est
neutralisé par le NaOH 0,11N. La présence de ppétalEine comme indicateur coloré
indique la limite de la neutralisation par changette couleur vers le rose pale .L’acidité est
exprimée en degré Dornic (°D) ou 1°D représentegO/ld’acide lactique dans lactosérum)
(Annexe 01).

La teneur en acide lactique a été dédwitéadidité titrable
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2.1.2.2.1.3. Déterminatiore dextrait sec total
L’extrait sec total a été déterminé a laidiun dessiccateur a infrarouge. Le principe
repose sur la dessiccation par évaporation de lthalactosérum et pesée du résidu sec
(AFNOR, 1980) (Annexe 02).

2.1.2.2.1.4. Déterminationedla teneur en matiére grasse (méthode de
GERBER)

La teneur en matiere grasse est détermirsgelgp méthode acido-butyromeétrique
(méthode de Gerber). Le principe de cette méthgtibasé sur la dissolution du produit a
doser (excepté la matiere grasse) par l'acide sgife, sous l'influence d'une force
centrifuge et grace a I'adjonction de I'alcool ispdique, la matiere grasse se sépare en

couche claire dont la graduation du butyrometrelele taux (Annexe 03).

2.1.2.2.1.5. Détermination di@ teneur en protéines (méthode de LOWRY
etal ., 1951)

Le taux des protéines seériques est évaludapeameéthode colorimétrique (méthode de
Lowry). Le réactif de folin ciocalteu (acide phosgiungsto-molybdique) est plus au moins
réduit par les protéines (groupement oxydés deka@minés), notamment des groupements
phénoliqgues du tryptophane et de la tyrosine, esdame moindre mesure la cystéine et
I'histidine (DELOBETTEetal., 1991).

Cette réaction donne naissance a un comptel@é : Le bleu de molybdene dont
l'intensité peut étre mesurée au spectrophotonmetume longueur d’'onde de 750 nm. La
valeur de densité optique donnée par le spectropi&ite permet, par projection linéaire sur
une courbe d’étalonnage D.O= f(C) (Figure 07), iséal avec la BSA comme protéine de

référence, de déterminer la concentration en preséile I'échantillon analysé (Annexe 05).
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Figure 07: Courbe étalon pour le dosage des protéis sériques par la méthode de Lowry
etal., (1951) en utilisant la BSA comme protéine étalon

2.1.2.2.1.6. Dosage du lacteseutilisant I'acide 3,5 dinitrosalycilique (DNS)
Le dosage du lactose est réalisé par uneoaétholorimétrique (au DNS). En milieu
alcalin et a chaud, I'acide3,5 dinitrosalyciligus eéduit en acide 3-amino-5-nitrosalicilique
en présence de sucres réducteurs (Figure 08) oilnpasé obtenu est rouge orange a reflets
pourpres. Il peut étre dosé par spectrophotom@irre530nm) (Annexe 04).
La concentration en sucres réducteurs e&nab a I'aide d'une courbe d’étalonnage

réalisée avec des solution connues de glucose

Glucide réducteur » produits d’oxydation +n é
COoOOoH COoOOH
OH ,3*“::3 OH
reducteur
Sucre
- oxydé + Ha©O
NQ 2 NO 2 NO 2 NH2
Acide 3,5 -dinitrosalicylique Acide J-amino-5-nitrosalicyligue
{iaune) (rouge orange)

Figure 08 : Réaction de réduction de I'acide 3,5-ditrosalicylique en acide 3-amino-5-
nitrosalicylique (aussi appelé acide 3-amino-2-hydixy-5-nitrobenzoique)

&
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Figure 09: courbe étalon du dosage des sucres rédewrs par la méthode du DNS, en
utilisant des solutions connues de glucose .

2.1.2.2.2. Méthodes microbiologiques
La partie Microbiologique a pour but de medes fermentations sur du lactosérum doux

afin de produire de I'acide lactique @areptococcus thermophilus.

2.1.2.2.1. Isolement et identifitan de la soucheStreptococcus thermophilus
2.1.2.2.1.1. Isolement de la souche
L’lsolement de la souche & thermophilus a été effectué a partir d'un yaourt ferme

commercialisé, la solution mere a été préparéd’ipaoduction de 25g du yaourt dans 225
ml du milieu TSE dans des conditions d’asepsgu(® 10, étape 01) ;

Aprés homogénéisation de la solution mere,| b @té prélevé et introduit dans 9 ml du
bouillon M17. La culture a été incubée a 42°Cdaem 24 a 48 h (FigurelO, étape 01) ;

Apres 24 h d’incubation, des ensemencemenssigace sur gélose M17 ont éte éffectués,
puis incubation a 42°C pendant 24 & 48h (Figureétidpe 03).

Des repiquages successifs sur la gélose M1&téneéffectués pour assurer la pureté de la

souche.

24
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Introduire dans une
1) zone stérile dans du TSE

Yaourt Pesée 25g de yaourt Milieu TSE (225ml) Solution mére
dans une zone stérile 25¢g de yaourt +
225ml de TSE
2) Prélever Aseptiquement 1 ml de lasoh mére

Apres agitation et introduire dand €l bouillon M 17

— Incubation pendant 24 a 48h
Solution mére Bouillon M17 (9ml) uae température de 42

3)

/

Bouillon ensemencé Ensemencé en surface

Préleve 1ml

sur gélose M17

Figurel0 :I'isolement de Streptococcus thermophilus
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2.1.2.2.1.2. Identification da souche

L'identification de la souche d& thermophilus a été réalisé a travers des testes
microbiologiques telle que la coloration de Gram pzalisation de frottis apres chaque
repiquages.

Les résultats microscopique montre que c’estamehe a Gram + (Annexe 08) ; ou les

colonies sont observés sous forme de chainettérigple et bien ovoides.

Le teste catalase nous a permet égalemardrdiemer la souche bactérienne étudié ;
la dilution de colonies sur une lame par quelqumasttes d’eau oxygéné. N'a pas marqué
une effervescence, de ce faite I'étude morpholagigtermine que c’est catalase
négative(-) (Annexe 07).

2.1.2.2.1.3. Conservation de la souche

Apres purification et identification de la stee de Sthermophilus, des repiquages sur
milieu M17 incliné en tubes ont été effectués pnubés a 42°C pendant 24h. Les cultures
ainsi obtenues ont été conservées a + 4°C (annexe 6

2.1.2.2.2. Préparation du lactosérum
Avant son utilisation comme substrat de fartaton, le pH du lactosérum a été ajusté a
différentes valeurs (6,5 - 6 -5,5) avec du HCI Bl1lpuis il a été filtré et stérilisé par
tyndallisation a une température de 80°C pend@nni. Le traitement a été repété 3 fois
dans des intervalles de temps d’environ 12H
2.1.2.2.3. Reéalisation des ferntations
2.1.2.2.3.1. Préparation degpultures
Une suspension bactérienne dense sur boUilBE a été préparée en prélevant quelques
colonies de la souche isolée, 1ml de cette sugpeasété transféré dans 9 ml du milieu M17
liquide qui est incubé a 42°C pendant 24 a 48h.
Apres 24h d’'incubation, 1ml de cette pemipréculture est introduit dans des flacons
contenant 30 ml du bouillon M17 incubé a 42°C @end®4 a 48h (Figure 11). Cette derniere

préculture nous a servi afin d’inoculer le lactosé@pour les fermentations ultérieures.
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1)

Prélever Aseptiquement quelques colonies
et introduire dans 9ml du bouillon M

— Incubation pendant 24 a

Coloniede S.thermophilus Bouillon M17 Ha 42C

2) Prélever aseptiquement 1ml du bouillon

Ensemencé Dans 30 ml du bouillon M17

— Incubation pendant 24 a 48 heurs a une

Bouillon ensemencé 30ml de bouillon M17 temperature de 42

Figure 11: Les étapes de préparation de la préculte
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2.1.2.2.3.2. Fermentatio
La fermentation en batch (discontinue)réatisée dans des erlenmeyers stériles d’une
capacité de 500 ml contenant 300 ml du milieu wluce (lactosérum doux tyndallisé). Le
lactosérum est ensemenceé stérilement par 30 mla deuxieme Préculture (annexe). Les
incubations ont été effectuées soit a 37°C ou &4#&hdant 24H.(Annexe 09)

Parametres étudiés au cours de la fermentation
Dans le cas de notre étude nous avons effectug féronentations, pour chacune d’elle
nous avons fixé certains parametres et variémau
-La températuré37 et 42°C)
- pH(5.5-6-6.5)
- Le taux d’inoculun(10%-15%-20%)
La croissance d&treptococcus thermophilus sur le lactosérum a été déterminée par le

suivie de certains parametres physico chimiquesniBsse, pH, Lactate, Lactose) dans des
intervalles de temps de deux heures.

&
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3. Résultats et discussion
Les analyses physico-chimiques et microbi@ogs du lactosérum doux qui est utilisé
comme substrat de fermentation, nous ont permitoifaine idée globale sur ses différents

constituants, afin d’assurer un milieu de cultudgguat pour lancer une fermentation
microbienne.

3. 1. La Composition physico-chimique du lactosérum
Les résultats des analyses obtenues mordeerd I'ensemble une composition assez
riche, se traduisant particulierement par des teseacceptables en protéines, lactose, matiere
grasse et en extrait sec total.
A c6té de cette tendance générale, il sembtiegt que cette composition est susceptible
de variation sous l'influence et I'interaction degeurs parametres en liaison avec le lait.
Les résultats obtenus concernant les analysgsigehchimiques sont rapportés sur le

(Tableau II).

Tableau Il : Résultats des analyses physico-chimigs du lactosérum

Parametres Lactosérum doukactosérum doux Travaux de WOO
avant tyndallisation | apres tyndallisation | (2002)
PH (a 25,6°C) 6 ,4d0.005 6 ,45+0.028 6,5
MG (g/l) 4,3+0.091 3.00x0.080 1.00
EST (g/l) 63,030,005 62.7+0,009 65,00
Acidité (°D) 13,50,28 9.8+0.24 >12
Lactose (g/l) 33, 80,55 32.8t0,58 75,00
Acide lactique (g/l) 1, 380,28 0.98+0,24 2,20
Protéine (g/l) 5,8+0,06 5.1+0,09 12

=
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3.1.1pH
Les valeurs de pH mesuré sont d’'une moyenn@.4le avant tyndallisation et 6,45 apres
tyndallisation,
Ces valeurs ne présentent pas une différemgefisative par rapport a la norme (Woo,
2002) qui est de I'ordre de 6.5

3.1.2Matiére grasse
La moyenne de la teneur en matiére grass@&wstiée a 4,3 avant tyndallisation et
3,00g/I apres tyndallisation
Les valeurs trouvées dans la présente &niaesupérieures a celles de WOO (2002) qui
vont de 1 a 2 g/l. Cela serait di au brassage poeffectué avant le décaillage du lait pour
séparer le lactosérum du caillé ou des fuitesnatiere grasse peuvent avoir lieu (WOO,
2002)

D’aprés Audic etal. (2003), la teneur en lipides du lactosérum dépenttipalement
de la teneur en matiére grasse du lait utilisé pedabrication du fromage, et plus encore
dans le lait qui n’est pas homogénéisé. Lorsqueraur en matiere grasse du lactosérum est
supérieure a 0,1%, il est généralement écréméergtae ainsi obtenue est soit transformée
en beurre de lactosérum ou utilisée encore uiseafta normalisation de la matiere grasse
du lait de fromagerie.

La teneur en matiere grasse aprés tysdtithh est de 3 g/l, elle est légérement
inferieure a celle obtenue avant tyndallisatiota cpourrait étre di a la probable dégradation

des lipides sous l'effet de la chaleur.

3.1.3. L’extrait sec total
Le taux moyen en EST du lactosérum étudiedes63,03 g /I, ce taux est legerement
faible comparé a celui avancé par Woo (902 est de 65,00 g/I.
Cela pourrait s’expliquer probablement parreauvais rationnement des vaches, ou au
mouillage du lait collecté par I'unité. Etant donmogie L’'EST est la résultante de la matiére
grasse, des protéines et du lactose, donc saivariast liée directement a la qualité du lait

de vache utilisé pour la fabrication du fromageate molle type « Camembert ».

3.1.4Acidité titrable et teneurs en acide lactique
L’acidité Dornic est la résultante de l'acéihaturelle du lait (liée a sa richesse en
protéines et minéraux) a quelle vient s’ajout&cidlité développée (grace a l'action des
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ferments lactiques qui transforment le lactose dait len acide lactique)
(Franworth et Mainville ,2010)
La valeur moyenne en acidité titrable obtemeoair les échantillons étudiés est de
13 ,5 °D, c’est une valeur qui se concorde avedrsmux de (Woo, 2002) (> 12°D), on
remarque une légere hausse de ce paramétre damsam
Cela revient a I'acide lactique produit par kegdins lactiques dans le lactosérum.
Apres tyndallisation on remarque une baisseidi® qui est de 9,8°D, qui ne pourrait
étre d0 qu’au traitement thermique.
Les teneurs de l'acide lactiqgue sont dégdué partir de I'acidité titrable ou 1°D =0,1g/I
d’acide lactigue. La valeur trouvée avant tyndatlsn est de 1, 35g/l, et 0,989/l apres

tyndallisation.

3.1.5Lactose

Le lactose est le constituant le plus impuri@du lactosérum, ainsi le substrat essentiel
des ferments lactiques, il représente 70 a 75gittéR, 2003 ; WOO, 2002), sa teneur initiale
peut conditionner le déroulement de la fermentatsanréduction peut limiter le déroulement
de la fermentation et réduire en conséquenceitsdau pH, ce qui aura des effets sur la
texture et le déroulement de I'affinage (Cayotii¢ot, 2001).

La valeur moyenne en lactose dans notre éastieestimée a 33,3 g/l, c’est une valeur tres
faible comparativement aux teneurs citées pardaogiraphie.

Cette faible teneur pourrait étre liée atiat® microbienne élevée précoce lors des
fabrications fromageres comme c’est expliqué par 3i&ene)2004).

Apres tyndallisation, on remarque une dimowide concentration de lactose de 0,5 gll,
cette perte en lactose pourrait étre di a I'hydelde la molécule sous I'effet de la chaleur
(80 °C).

3.1.6Protéines
Les protéines du lactosérum, qui représeénteé® a 12g/l, c’est la fraction qui reste
soluble lors d'une précipitation a pH 4,6 a 2af€s protéines du lait, elles représentent
différentes entitéspflactoglobuline, a-lactalbumine, immunoglobulines, albumine sérique
bovine et les protéose- peptones) ayant une boalearvnutritionnelle et dotées d’activités

biologiques variées (Fox at., 2000).
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Les moyennes des valeurs trouvées lors dagegodes protéines du lactosérum provenant
de la production du fromage a pate molle par @&hode de LOWRYest de 5,8 g/l, ce
résultat est inferieure a celui donné par (Wo00,220Q2g /I).

Le faible taux obtenu est dO probablement @nddéiere premiere déficitaire en protéines
utilisée lors de la fabrication du fromage.

Apres tyndallisation on remarque une dimiomitide la teneur jusqu'a 5,1g/l car le
lactosérum posséde des protéines thermosensiblessequdénaturent et précipitent a

température élevée.

3.2. Résultats des analyses microbiologiques
3.2.1. Préparation du milieu de fermentatio et isolement de la souche de
Streptococcus thermophilus
L efficacité du traitement de tyndallisation & ététedlé par culture du lactosérum sur
gélose nutritive (GN) et incubation a 37°C pend2hta 48h, apres lecture des boites nous
n'avons décelé aucune colonie bactérienne de camaiion comme montré dans la (Figure
12), ce qui nous méne a parler de l'efficacité detyndallisation et de la stérilité du

lactosérum qui sera utilisé comme substrat de fietation.

(A) Avant tyndallisation (B) Aprés tyndallisaii

Figure 12 : Contréle microbiologique de l'efficacié du traitement de la tyndallisation
du lactosérum.

La souche d&reptococcus thermophilus utilisée lors des fermentations a été isolée a
partir du yaourt commercialisé sur milieu de cudti17, Apres des repiquages successifs sur
ce milieu, la pureté de la souche est vérifiée.

)
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Sur M17 les colonies & eptococcus thermophilus apparaissent blanchétres, ovoides
de 0,89 nm de diamétre (Figure 13)

Figurel3 : Contrdle de la pureté de la souch8treptococcus thermophilusisolée

Sur milieu M17

A I'étude microscopique et aprés coloratibm Gram, les cellules dgtreptococcus
thermophilus apparaissent sous forme de coques a Gram +, rae€ssm@n chainettes , elles

sont catalase (-) (Figurel4).

Figure 14 : Observation microscopique des cellulete Streptococcus thermophilus

Gx 1000 apres coloration de Gram.
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3. 3. Optimisation de la fermentation en Batch
3.3.1. Les paramétres physico-chimigsi@tudiés
L’évolution de la biomasse et du pH, la consomamatiu lactose et la production de
I'acide lactique sont suivies a des intervalleseseps réguliers. Lors des fermentations, nous

avons étudié I'effet de certaines conditions deucel (pH, température, taux d’inoculation)
sur les parametres sus- cités.

3.3.1.1. Effet de la température

Nous avons effectué deux fermentations & demnpératures différentes (37°C et 42°C)
et a pH constant (6,5) (Tableau llI).

Tableau Il : Conditions opératoires concernant I'gptimisation de la température

Parameétres variables Parameétres constants

pH: 6,5

Temperature : Inoculum : 10% (v/v de la préculture)

T1:37°C
T2 :42°C

Milieu de culture : 300ml du lactosérum
Absence d’agitation

Figure 15: Aspect de laCulture bactérienne aprés 2 heures de fermentativ a 37 et a
42°C

=)
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Les figures (16, 17, 18,19) représententaethpement I'évolution de I'acide lactique, du
lactose, du pH, de la biomasse, a deux tempésatBreet 42C) en fonction du temps.

Au bout de huit heures de fermentation, tassance se ralentit et la phase stationnaire est
observée au bout d’environ 10h.

D’apres les figures (17) et (19), on constaie la croissance est meilleure & 42°C ou
elle atteint une valeur de 6,98 mg de matiere spahnditre du milieu de culture et de 3,8 g/l
d’acide lactique. Cette croissance est abaissée dempérature de 37°C, ou la biomasse est
de 5,7 mg de matiere séche par litre du milieuudiene, et I'acide lactique est de 3,639 /I.

Selon Rosso &ll. (1995), quand la température du milieu se situdaut ou en bas de
température requise pour la croissance optimadetivité microbienne est réduite et les
microorganismes peuvent éventuellement se détruire.

En effet, dans les systemes biologiques, la ¢ézatpre affecte le déroulement des réactions
biochimiques et [Iactivité enzymatique bactérienndpnc affecte la croissance.
(Tchobanoglous, 1979), ceci influence la producties lactates.

Durant les deux fermentations le pH diminugiFé 16). Par exemple, a température 42°C
et au bout de 6h, le pH passe de la valeur ;g882/aleur 5,534 et en fin de la fermentation
a5,158.

Selon la Figure (18) la dégradation du lacteseillustrée par une courbe décroissante ce
qui traduit le fait que le lactose est consommélpdractérie et converti par la suite en acide
lactique.

Selon Boudjema K. (2008), I'évolution de lafiasse atteint une valeur de 1g/l a 42°C
aprés 12h, alors que la quantité d’acide lactiquelyit également a cette température est
d’environ 9,4g/l, cela confirme da baisse de laceotation du lactose allant du 57g/l jusqu'a

environ 42g/l.
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3.3.1.Z&ffet du pH

Comme la température, le pH est un facteuirflie tres significativement la croissance
bactérienne.

Selon les donnés bibliographique I'esp&teptococcus thermophilus préfere une gamme
de PH comprise entre 6 et 6,5 (BeaCetrieu , 1991)

Les conditions du déroulement des fermentateamvariant le pH sont présentées dans le
tableau suivant :

Tableau IV: Conditions opératoires concernant I'optimisation duPH

Parameétres variables Parameétres constants

Température : 42°C

pH=5,5

Milieu de culture : 150 ml
pH=6

Préculture : 15 ml
pH=6 ,5

Taux d’'inoculum : 10%
Temps d’incubation : 24h

Sans agitation

Figure 20: Aspect de la culture bactérienne aprés 2 heurefe fermentation a degpH
différents (5,5; 6,0 ; 6,5).
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Les figures (21, 22, 23, 24) représententaethpement I'évolution de I'acide lactique, le
lactose, le pH, la biomasse aux pH étudiés en ifmmaciu temps et a température constante
(42°C).

Selon la figure (22) on remarque une meidgaroduction en acide lactique (6 g/l) a pH
6,5 comparativement aux résultats obtenue aux plét% (5 g/l et 5,5 g/l, respectivement).

La fermentation lactique pa®treptococcus thermophilus s’effectue par la voie
homofermentaire au cour de la quelle 90% du lacestetransformé en acide lactique.
D’aprés la figure (23), le lactose est dégradédeapent par la souche utilisée. Le produit

ainsi obtenue (acide lactique) a la fin de cefigrddation provoque I'abaissement du pH.

De facon générale, le lactose est convertaeide lactique par la voie d'EMBDEN
MEYERHOF qui forme deux molécules de lactate paécule de lactose consommeé
(Luquet et Corrieu, 2005).

Les figures (22) et (24) montrent que laisgance ainsi que la production d'acide
lactique diminuent a un pH bas 5,5. (10,2mg/l) plaubiomasse et de (5g/l) pour l'acide
lactique, tandis qu’il ya augmentation de la bioseagl1,2mg/l) et de I'acide lactique (6g/l)

avec I'élévation du pH (6,5)

Il est connu, qu’a des pH bas, l'acideitast provoque une pression dans les cellules
microbiennes (Vali etal., 200§ ou les bactéries perdent leur activités physiologiq

entrainant ainsi une inhibition dégalactosidase et d’autre enzymes de glycolyse.

McBean efal. (1979)ont trouvé que le pH 6 est adéquat pueptococcus thermophilus
par contre Tayeb e#l.(1984) ont adapté un pH de 6,5 pour la méme espéec
Les résultats des travaux de Hutkins et Nar{i®83) ont montré que le pH optimum pour les
bactéries lactiques thermophiles et plus précisémesptococcus thermophilus se situe entre
6et 7,5.

Selon Boudjema K. (2008), le pH optimumuipda croissance delreptococcus
thermophilus) est de 6,42 ou la production du lactate atteidg/lLau bout de 12h de
fermentation.

Les bactéries lactiques thermophiles telles lguitreptococcus thermophilus poussent et
gardent leur viabilité dans des milieux ou le piH esmpris entre 4,5 et 7.
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3.3.1.3. Effet de la variation du taux d’inculation

Nous avons procédé a trois fermentations diféérents taux d’'inoculation (10% , 15% ,
20% ) (Tableau V).

Tableau V: Conditions opératoires concernant I'optimisation de la concentration

d’'inoculum

Parametre variable parametre constant

Température : 42°C
Inoculum (%)=10%

Milieu de culture : 150 ml

Inoculum (%)= 15% PH:7

Temps d’incubation : 24H
Inoculum (%) =20%

Sans agitation

Figure 25 : Aspect de la culture bactérienne apre® heures de fermentation a des taux
d’inoculum différents
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Figure 26 : Evolution du pH en fonction du temps alifférents taux d’inoculation et
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Les figures (26,27,28, 29) représentent respeutwvee I'évolution de I'acide lactique,
lactose, pH, biomasse. A des taux d’inoculum déifés (10%, 15% et 20%), en fonction du
temps, et a température constante.

Selon la figure (27), on remarque une maieproduction en acide lactique (6,2 g/l) a un
taux d’inoculation égal a 20% comparativement aésultats obtenus aux taux de 15%
(5,59/l) et 10% (4g/l).

On déduit que plus le taux d’inoculum estélé€20%) plus le rendement en acide lactique
obtenue est élevé (6,2 g/l) et cela est diU adaindition de la phase de latence et au
rallongement de la phase d’accélération vue laessé de la culture en substrats nutritifs ainsi
gue l'inoculum.

Les résultats de Reddy at (1976), Vahvaslka et Linko (1987) et Amrane (1991
montrent que la phase de latence diminue quandilla t’'inoculum augmente. Belhocine
(1987) a constaté que les performances de la feati@m s’améliorent lorsqu’on multiplie le

repiquage.
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Conclusion

Le développement de nouvelles technologiesr la valorisation du lactosérum est
nécessaire, surtout que les quantités produitelepdromageries ne cessent d’augmenter au
fil des années. Cela va servir d’une part a limiggprobléme de pollution environnementale
engendrée par ce sous-produit, d’autre part a éysén une large gamme de produits qui
trouvent différentes utilisations.

Notre étude s’est intéressée a la valodeatilu lactosérum comme substrat de
fermentation pour la production de l'acide lactigpar une souche d&reptococcus
thermophilus que nous avons isolé du yaourt.

Les analyses menées au laboratoire ont part€analyse de la qualité physico-chimique
du lactosérum doux provenant de la fabrication dmembert (dosage du lactose, EST,
Matiere grasse, protéines, mesure de pH et dtadidiainsi que des essais de fermentation
ont été entreprises sur du lactosérum stérilisétyatallisation dans différentes conditions
(pH, Température et taux d’inoculation).

Les résultats des analyses physico-chiesigqiu lactosérum ont montré que ce dernier
peut étre utilisé comme substrat de fermentaties,téneurs en différents nutriments sont
comme suit : matiére grasse (4,3g/l), protéine®g(h, lactose (33,3g/l).

Les essais de fermentation qui ont étééwafin d’optimiser les conditions de la
culture ont mis en évidence la possibilité de gattia souchede Streptococcus thermophilus
sur ce substrat avec un taux d’inoculation (20%)ne température de croissance de 42°C et
a pH 6,5. Dans ces conditions, nous avons obteeueneur en acide lactique qui avoisine
6,29 /I.

Ce travail n’est qu'une initiation a laéthatique sus—citée, cependant, il est nécessaire
de le compléter en entreprenant d’autres essais :
- tester d'autres méthodes d’'analyses (pour le giosde l'acide lactique,
'estimation de la biomasse) ;
- calculer les rendements en acide lactique prqduit

- tester d'autres paramétres pour la réalisatierfelenentations.
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Annexes



s Annexe 1:

Détermination de l'acidité titrable du lactosérum :
-Dans un bécher, on introduit 10ml du lactosépuétevé a I'aide d’'une pipette ;
-Ajouter 2 a 3 gouttes de la solution de phénalgirie a 1% ;

-Titrer par la solution d’hydroxyde de sodium (Q@1N ) jusqu’au virage au rose,

facilement perceptible par comparaison au témoinsiitué du méme lactosérum ;

-1ml de NaOH versé correspond a 0, 1g /| de latadtique, et le résultat est exprimé en

(°D) ou °D= 0,1 g d’acide lactique par litre detidsérum ;

« Annexe2 :
Détermination de I'extrait sec total (EST) :

-Dans une capsule séchée et tarée, a l'aide dhipette peser 3 g du lactosérum

homogénéisé sous forme de gouttelettes bien réparti

-Introduire la capsule dans le dessiccateur irdfuae réglé a 105 °C ;
-Laisser chauffer pendant 20 minutes ;

-L’extrait sec est lu directement sur I'affichelu dessiccateur ;

-Le résultat est multipligix10) pour obtenir le poids net eg/I.



% Annexe3:

Détermination de la teneur en matiére grasse paméehode acido-butyrométrique de
GERBER :

-Introduire 10ml d’acide sulfurique (d=1,83) daasutyrométre d&GERBER ;

-A l'aide d'une pipette, prélevé 11 ml du lactogéria analysé, puis les versé dans le

butyrométre sans mouiller le col de celui —ci ;

-On ajoute 1ml d’alcool isoamylique ;

-Bien boucher le butyrometre, agiter et retourriier de bien dissoudre les protéines ;
-Placer immédiatement le butyrometre dans la degeuse 6minute 41200 tours/mn ;

-Maintenir verticalement le butyrometre, ajusterbdeuchon pour amener la colonne de

matiére grasse dans la zone de I'échelle .Lirédaltat ;

-La teneur en matiére grasse est exprimég/len

« Annexe 4 :
Dosage du Lactose en utilisant I'acide 3,5dindtgsliqgue (DNS) :
- Mettre 1ml de la solution a doser (ou des diffiésadilutions) dans un tube a essai ;
-Ajouter 2ml du réactif (3,5DNS) ;
- Chauffer au bain —marie bouillant pendant 5minute
- Refroidir par écoulement d’eau sous le robinet ;
- Ajouter 7ml d’eau distillée et homogénéiser ;
- Laisser reposer pendant 15min a température aebja
-Faire la lecture a 530nm contre le blanc.

NB : afin de déterminer la quantité de glucose gmés dans les solutions inconnues, il faut

réaliser une courbe d’étalonnage avec une soldgoglucose 0.5¢g/l.



Gamme étalon :

N°de tube 01 02 03 04 05 06
Solution de glucose (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Eau distillée (ml 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

2 2 2 2 2 2
Réactifs DNS (ml)

-Traiter les tubes de la méme facon que précédeinnééspes de 3 a 7

-Tracer la courbe étalon DO=f(concentration en gbeget déterminer la quantité de glucose

présente dans la solution inconnues .



s Annexe 5
Dosage des protéines pas la méthodeaday et al (1951) :
1. Préparation des solutions :
Solution A : Na2CO3 anhydre 2%dans NaOH ,0,1M ;
Solution B : 2ml de CuS®5H,0, 0,5% +2ml de tartrate de Na et K,1%

Solution C: 50ml A+1ml B

1. 2.Gamme étalon (solution témain)

pa/mi 0 30 50 80

100

Solution mére d’albumine sérique | O 300 500 800
bovine (BSA) (ul)

1000

Eau distillée (ul) 1000 | 700 500 | 200

1.2.2. Réaction et mesure de I'absorption :

A 0,5 de la solution d’échantillon contenant erset 100 g de protéines :
-Ajouter 2,5ml de la solution C et mélanger ;

-Laisser 5 a 10min a température ambiante ;

-Ajouter 0,25ml de réactif de Folin —Ciocalteu ;

-Homogénéiser rapidement et mettre les tubes 3@rtabscurité ;

-Apres 30min, homogénéiser les solutions rapidereelite la DO a 750nm ;
1.2.3. Détermination des teneurs protéiques :

1. Tracer la courbe étalon : DO=f (concentratiompu#éine standard : BSA) ;

2. déterminer a partir de cette courbe les tensugotéines des échantillons




< Annexe 6

Préparation des tubes de conservation :

Solution mere

:

25g de yaourt dans

225ml De TSE

1 ml de la solution mere

Milieu M217(Bouillon) Incubation a 4Z pendant 24h

Incubation pendant 24h

Si le tube devient trouble .

En ensemencera sur le

Milieu M17 (gélose) Apres 24h si il y'a apparition cl@onies

v
S’assuré de la pureté de La souche (Streptocdlceusophilus)

/

Etude morphologique Etl}hyshologique Efude microscopique

(Test chtalase) (Coloration de Gram)

Sélectionne quelque colonie sjaréoir assuré de la

pureté
Incube a 42 Conservé a
—_ >
Pendant 24h ‘a

/e

Préparation desibes de conservation



s Annexe 07 :

Teste de Catalase

Déposer sur une lame une goutte d'eau oxygénée

Prélever dans la zone d'asepsie une colonie & lthnplatine.

Déposer la colonie dans la goutte d'eau oxygénée.

Si il y'a apparition de bulles d’'oxygéne donc tashe est dite Catalase (-) le contraire est
catalase (+)



% Annexe 08:

La coloration de gram :

Zoom

1- On réalise un frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspebsictérienne:
on agite la suspension afin de I'homogénéiseggitef d'avoir un culot au fond du tube.
Avec l'aide d'une anse que I'on aura préalablesténtisé (en la passant sous le bec
benzéne), on préléve un peu de la solution baot&ien plongeant le fil de platine de la anse
dans le tube a essai.

2- On dépose ensuite ce prélevement au milieu dera kn faisant des rotations jusqu'a

séchage.

3 -On procéede & fixation du frottis flambé le dos de lame puis la retourné et la faassé

5 fois sur la flamme du bec Bunsen.



4- La coloration au violet de Gentiangcolorant basique): la lame est plongée pendant 1
minute dans la coloration au violet de gentianeuté® les bactéries sont colorées en violet

puis rincer a I'eau courante.

5- Mordancage au lugol(solution iodo-iodurée) : étaler le lugol et l@ssgir 45 secondes.
Cette étape permet de stabiliser la coloratioretie]

6 -Décoloration a I'alcool Recouvrir la lame d’alcool et laissé agir 30 s@l#s puis rincer
abondamment a I'eau courante pour arréter la destada. La lame doit étre claire a la fin de
la décoloration. L'alcool pénetre dans la bactékia. coloration au violet de Gentiane
disparait. Les bactéries décolorées sont des ext&ram-. Si 'alcool ne traverse pas la
paroi, on est en présence de bactéries Gram+.

7 -Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la 8anine: Recouvrir avec la Fuchsine
ou la safranine et laisser agir 1 minute. Lavéeawul courante. Sécher la lame



« Annexe 09:
Preparation de la culture : Introduire aseptiquame

300ml de lactoserum + 30ml de la precultee———  dans l'erlenmeyer

Le Lactosérum La Préculture Erlenmeyer de 500ml

La Culture



< Annexe 10

Mesure de la biomasse microbienne :

- préléve 20ml de notre échantillon

- centrifuge et élimination du surnageant

- récupeére le culot

- faire un lavage (dissoudre le culot dans I'eatilldie)
-centrifugé une autre fois

-versé la quasi-totalité du surnagent et disslelculot avec la petit volume du surnagent
-Pesée, poidsr(l)
-séché dans une étuve réglé a une températui®@d 10 °C pendant 16 heures .

-pesée, poidaif2)

-détermination de la biomasse bactérienne par &g suivante :

M2 — M1 = mg de biomasseité de volume



