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Fntroduction

De nombreux sous-produits de lindustrie alimemtagont rejetés dans la nature et
constituent de ce fait un facteur de pollution det peur grande quantité. En Algérie, pour la
production fromageére, l'industrie laitiere rejetig@otidiennement 6000 litres/jour de lactosérum
(cas de l'unité de Boudouaou), soit pour chaquegkdimme de fromage produit, un résidu de 4 a
12 kg de lactosérum est rejeté (Gana et Touzi, RF®Hr sa composition biochimique (lactose,
protéines, vitamines), le lactosérum est un exaeliglieu de culture pour les micro-organismes
et devient un facteur de pollution redoutable (B,08003). Pour valoriser ces tonnages élevés de
lactosérum, la production de l'acide lactique etddicétyle par fermentation constitue une des

voies les plus attractives.

Actuellement, l'acide lactique et le diacétylents principalement utilisés dans
lalimentation ou dans des applications liées dinfiantation. L'acide lactique est également
utilisé pour des applications non alimentaires: leglustries textiles, cosmeétiques,
pharmaceutiques. Il est employés dans les indasthigniques ou pour étre polymérisés en acide
polylactique biodégradable (Wee ¢t 2006). Le diacétyle participe a I'arbme de trésbreux
produits laitiers. Sa présence dans le beurrelaies et les cremes fermentés, dans certains
fromages ainsi que dans les margarines est désitbiméme indispensable a la flaveur

caractéristique de ces produits.

Plusieurs études ont été consacrées a la rechdechwuvelles souches lactiques plus
performantes pour transformer le lactose, principatre présent dans le lactosérum en
métabolites les plus importants tels que l'acidgidae et le diacétyle. Ces métabolites sont
traditionnellement produits par fermentation digoure appelée également fermentation
«batch» (Gilliland, 1985). L’accumulation de praguioxiques est un facteur important limitant
la production de levains lactiques par cette teldgie. Les cultures en continu permettent
d’éviter ce probléeme. D’autre part, en culture mjXes interactions entre les souches peuvent
conduire a I'élimination des risques importants cdatamination d’'une ou plusieurs souches

dans le bioréacteur par 'emploi de taux de dilugaléquats (Hugenholtz &t, 1993).



Pour éviter les principaux obstacles au développéehe procédeés biologiques et diminuer
les difféerents codts (extraction, purification,.ujje possibilité d'immobiliser les souches sur un

support par adsorption ou inclusion s'offre poteiatire ces buts.

Le mode d'immobilisation des souches sur un summdide tel que la pouzzolane n'a pas
fait I'objet de travaux en vue de produire ces biees, de ce fait, il nous est apparu intéressant
d'envisager une étude sur la production en comtinlacide lactique et diacétyle par les souches
locales dd_actococudactis immobilisées sur pouzzolane en bioréacteur axkt fL'objectif de
cette étude est :

» Valoriser le lactosérum jugé sans intérét et sateuv par les industriels.

» Apprécier les potentialités de la roche pouzzoktmendante dans I'Ouest de I'Algérie.

* Améliorer les performances des souches localesbtepale convertir le lactose en
acide lactique et en diacétyle avec de meilleunslements dans un systeme continu a cellules
fixées et darriver a une meilleure épuration deffluent et par conséquent de réduire

potentiellement la pollution provoquée par le rejeiactosérum dans les eaux résiduaires

Pour cela, la production d'acide lactique et dedtide en continu a partir de lactosérum
déprotéiné supplémenté en extrait de levure eateutfe magnésium sera mise en oeuvre, dans
un procédé continu comprenant essentiellement aleme garnie d'un support inerte appelé
pouzzolane sur lequel sont immobiliséestococcudactis subsplactis 9 etLactococcudactis
subsplactis biovar. diacétylactis4 individuellement et associées. Le dispositibdesté avec 3
granulométries 1.25, 4 et 6.25 mm avec un tauxildéiah de 0.36 & 0.46 het des hauteurs
issus de 2 poids de 150 et 100 g du garnissagme@zrolane. Le comportement de ces deux
souches en culture pure et mixte avec celluleedipour des fermentations en batch sera
également étudié en fonction des différents agesawt d'inoculation a une température
d'incubation de 30°C a pH non contrdlé. Nous pr&senici les principaux chapitres issus de la

littérature et une partie expérimentale.

Nous commencerons dans le Chapitre | par un ésdielex des connaissances sur les deux
produits qui nous amenera plus précisément antdiiférents points concernant I'acide lactique
et le diacétyle, tels que leur utilisation, ledéhénts procédés de production et leur extraction e

purification.



Ensuite, nous développerons une partie sur la gooddéele dont les besoins nutritionnels
et son métabolisme sont traités, dans une dermarge nous démontrons le recours aux

biotechnologies et la possibilité de produire degxdmétabolites.

Le matériel et les méthodes de ce mémoire seramitslélans le Chapitre | de la partie
expérimentale. Dans le Chapitre Il, nous réaliseron bilan des différentes expérimentations

menées durant ce travail et nous discuterons $edtaés obtenus.

Pour terminer, les conclusions les plus importadesette étude et les perspectives pour

des travaux futurs seront présentées.






Partie bibliographique



Chapitre | : Acide lactique et diacétyle

Chapitre I : Acide lactique et diacétyle

L’acide lactique et le diacétyle sont cataloguémmme GRAS. Dans le but d’améliorer la
gualité sanitaire et organoleptique, ils sont aegédients utilisés directement dans les denrées

alimentaires (Narayanan at, 2004).

En réalité, l'acide lactique ne présente aucunacténstique qui en fait un produit
exceptionnel, mais il posséde un ensemble de @tégrgui le rendent difficilement remplagable
dans de nombreuses fabrications. Par contre l@mprésde diacétyle (2,3-butanedione) dans les
beurres, les margarines et les créemes fermentéaes, yn role déterminant dans I'équilibre

aromatique (Renouf, 2006).

I.1 Acide lactique

Est un acide d’origine naturelle obtenu par la famtation lactique des sucres ou élaboré
par voie de synthese; il peut contenir des prodigt€ondensation tels que le lactate de I'acide
lactique et le dilactide (Givry, 2006).

L’acide lactique est un intermédiaire métaboligagauvé dans de nombreux organismes
vivants allant des procaryotes anaérobies a I'homimeprésente I'un des acides organiques les

plus importants (Mirdamadi, 2002).
[.1.1 Propriétés optiques et physicochimiques

L'acide lactique connu aussi sous le nom d’acid&iduest un acide organique qui joue un
réle important dans divers processus biochimigq@&ss.formule chimique est3B8s0; et sa
structure se reflete dans son nom systématiquadd'a2-hydroxy-propanoique. Comme |l
possede un carbone asymétrique, il existe 2 émaétes de l'acide lactique (Figure 1). Le
premier est connu sous le nom L (+) acide lactigugS) acide lactique, son image dans un
miroir, est la forme D (-) acide lactique ou (R)declactique. C’est la forme L (+) qui est la plus

importante au niveau biologique (Bouragadi 1dri2606).
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Le pouvoir rotatoire &2_,..] pour I'acide L - lactique en solution aqueus®,% g pour

100 ml est de 2,6 ° et pour I'acide D - lactiqumeselution aqueuse a 8 g pour 100 ml est de -
2,6°.

| Acide D(R)-lactique R1: H |

0 | R2: CHy |
HO, "_[l_l'x _ | Acide D-lactique + L-lactique
,f[ . OH | (acide rac-lactique)
LR
[ Acide L(S)-lactique RZ: H |

| R1: CH; |

Figurel: Formes optiques de I'acide lactique (Givry, 2006

A létat pur, il se présente sous la forme de aust sirupeux, hygroscopiques,
extrémement solubles dans I'eau a température atebien toutes proportions, il est aussi
soluble dans certains solvants organiques teld'algeol a 95 % vol., les esters, les cétones et

I'éther et insoluble dans le chloroforme (Narayaata., 2004).

Il a une saveur acide, mais cette saveur est mlusedque celle de certains autres acides
alimentaires. Il est inodore, non volatil et panséquent il ne masque pas certains godts ou
certaines odeurs provenant d'autres constituastprdeluits alimentaires. Il peut étre facilement
utilisé sous la forme liquide qui est sans coulawiégerement jaunatre, sirupeux et sous cette

forme, il conserve toutes ses qualités, méme aprésmagasinage prolongé (F.D.A., 1982).

Tableau 1: Propriétés physiques de I'acide lactique
(Narayanan edl., 2004 et Bouragadi Idrissi, 2006).

Propriétés Valeurs
Masse molaire (g/mol) 90,08
pK 3,8
Point de fusion (°C) 25-28
Point d’ébullition (°C) 122
Masse volumique (g/cth 1,21a420°C
Indice de réfraction ¢gp) 1,4392
Constante de dissociation, K 25 °C 1,37 x 16
Température de combustioki, 1361 KJ/mole
Température spécifique,@ 20 °C 190J/ mol /°C
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[.1.2 Procédés de fabrication de I'acide lactique

L’acide lactique posséde un potentiel chimique irtgod, c’est pourquoi, il est largement
utilisé en industrie. Il apparait également commetrés bon conservateur naturel au niveau

alimentaire (Givry, 2006).

La production d'acide lactique découvert en 17&0a#t actuellement selon deux procédés
distincts soit par synthése chimique (hydrolyse laeonitrile), soit par fermentation qui

représente annuellement a I'échelle mondiale 9@% g@roduction totaléRojan etal., 2007).

[.1.2.1 Par voie chimique

L'acide lactique est obtenu par un procédé de egptlyui repose sur le traitement de
'acétaldéhyde par un mélange d’oxyde de carbore dieau, en présence d’acide sulfurique a

température et a pression élevées (Narayanah, 2004).

CH,CHO +CO + H,0 - CH,CHOHCOOH

Cette synthése de l'acide lactique est la plussatl elle s’effectue a partir du lactonitrile
(figure 2), co-produit issu de la synthese de Vkmitrile. La formation de ce précurseur est
réalisée par une catalyse de base en ajoutantashuiy d’hydrogene a de I'acétaldéhyde. Cette

réaction est effectuée en phase liquide sous preasmosphérique (Bicker at, 2005).

Le lactonitrile brut, issu de cette réaction, estupéré et purifié par distillation. Il est
ensuite dégradeé en acide lactique a I'aide d’aciderhydrique ou d’acide sulfurique, produisant

des quantités correspondantes de sels d’ammoniiury(G006).

Afin d’étre purifié, l'acide lactiqgue produit lorde cette hydrolyse est estérifié avec du
méthanol, permettant ainsi la formation de lactigeméthyle qui sera a son tour récupéré et
purifié par distillation, puis hydrolysé dans dedu en condition acide. Au final, I'acide lactique

sera purifié et concentré, tandis que le méthasral ecyclé (Givry, 2006).
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Catalyse
CH;CHO (acetaldehyde) + HCM CH;CHOHCN (laconitrile)
CHiCHOHCN + H,0 + 3 H,S0, H;CHOHCOOH (ac. lactique) +
2 (NH,)250,4
CH;CHOHCOOH + CH;OH (méthanol) CH;CHOHCOOCH; # (lactate de
methyle)+ H:0
CH:CHOHCOOCH; + H:0 CH:CHOHCOOH + CH3;0H 4

Figure 2 : Synthése chimique de 'acide lactique
(Givry, 2006 et Narayanan a&f, 2004).

1.1.2.2 Par voie biologique

Elle permet de produire le stéréo-isomere d'acat#ique désiré grace a l'utilisation de

bactéries lactiques homofermentaires (de Roissakuquet, 1994).

Lors des fermentations, réalisées en mode batchapert 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 séparation fdude par filtration puis par évaporation. Ces
sels seront ensuite acidifiés avec de I'acide ggifie afin de les convertir en acide lactique et en
sulfate de calcium insoluble qui sera enlevé daafion (Li etal., 2004). Une purification par
des colonnes échangeuses d'ions est enfin réaliséee filtrat, suivie d’'une évaporation afin de
produire I'acide lactique alimentaire, lequel s'@/@eu stable a la chaleur (Givry, 2006).

Fermentation
CeH1:05 + Ca(OH), (2 CH;CHOHCOO)Ca™ (lactate de
calcium) + 2H;0
(2 CH;CHOHCOO)Ca"™ + HaS0, 2CH;CHOHCOOH (ac. lactique) +
CaS04 ¥
CHCHOHCOOH + CH,OH CH;CHOHCOOCH; A (lactate de
méthyle) + H:0
CH:CHOHCOOCH; + H;0 CHSCHOHCOOH + CH;OH #

Figure 3 : Production par fermentation de I'acide lactique
(Givry, 2006 ; Narayanan at., 2004).
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Techniquement, ce procédé est complexe et dessétigppurifications additionnelles sont
nécessaires pour produire de l'acide lactique detgpucommerciale (Li eal., 2004).. Les
inconvénients majeurs de ce procédé sont la foitdgité du lactate de calcium (5 % en masse

dans la liqueur mere a 20 °C) et la formation d6Qgaqui doit étre récupereé (Givry, 2006).

Au final, les différences entre ces deux modesrddyztion résident dans I'obtention d’'un
acide lactique pur optiguement. La synthese chimiga peut produire que des racémiques
contrairement a la synthese biologique qui pernaditdnir une pureté optique, grace au choix

d’'une souche ne produisant que I'acide D- ou Ltdae (Hofvendahl et Hahn-Hagerdal, 2000).

[.1.3 Purification de I'acide lactique

La principale difficulté économique de la fermematréside dans les étapes de séparation
et de purification de I'acide lactique. En effetférmentation microbienne exige l'utilisation d'un
processus d’extraction efficace et économique paouifier et récupérer I'acide lactique présent
dans le milieu de fermentation. Le rétablissement'atide lactique est complexe en raison de
son comportement chimique, car il montre une fafffenité avec I'eau et possede une basse
volatilité (122 °C a 1661,73 Pa). Par conséquenpusification est I'étape de transformation qui

représente le codt le plus élevé (Givry, 2006).

De plus, la fermentation conventionnelle produg dels de lactate. Différents auteurs ont
investi la voie de la récupération de l'acide k& a partir des jus de fermentation par

extraction liquide - liquide (Bouragadi Idrissi,3).

Le développement et le déploiement de nouvellelsntdogies de séparation permettent
une production a faible codt, a I'aide de procédeéstinus dans des applications a grande

échelle.

Pour réaliser cette séparation et selon Gonzalet ¢2007), différentes techniques sont

couramment utilisée:

Les membranes de filtration ;
La distillation ;
L’'extraction a I'aide de solvants ;

Les résines échangeuses d’ions ;

Y V. V VYV V

L’électrodialyse.
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Les résines échangeuses d’ions sont tres employées la séparation de produits
biologiques. De nombreuses études ont ainsi étéasen partir de cette technique afin de
séparer tous les anions du milieu de culture armhatdifférentes résines anioniques pour obtenir
le meilleur rendement en acide lactique et la it pureté (Nolasco-Hipolito ak., 2002).

L’électrodialyse est un procédé de séparation ganibnane utilisant un champ électrique
pour déplacer des espéces ionisées en soluti@verdirdes membranes denses, porteuses elles-
mémes de charges électriques (Prigent et Fran8d,).19’est la combinaison des propriétés des
membranes et du transport électrophorétique quim@erden faire un procédé de
déminéralisation ou de concentration d’espécegjims, ou encore un procédé de conversion

électrochimique (Yao et Toda, 1990).

I.1.4 Les différentes utilisations de I'acide lactiqge

Actuellement, I'acide lactique est principalemetitise¢ dans I'alimentation ou dans des
applications liées a I'alimentation (Weeatt, 2006). D’autres utilisations sont marquées @ d
applications non alimentaires dont 20 a 30 % de(®@Dtonnes de la production globale en 2005
ont été orienté vers des utilisations nouvelldedejue dans les industries textiles, cosmétiques,
pharmaceutiques, celles du cuir, herbicide, prodaate produits chimiques de base comme
'ester de lactate, I'acétaldéhyde, I'acide acmydig I'acide propanoique, dans les industries
chimiques ou pour étre polymérisés en acide pdigae biodégradable (Zhang ait, 2007).

[.1.4.1 Utilisation en alimentation

Une large partie de I'acide lactique est utilisérurpproduire des agents émulsifiants
utilisés en alimentation, particulierement en bogkrie. Il est également utilisé comme
acidulant, agent de saveur, maintenant le pH oibamh le développement bactérien dans un
grand nombre de produits alimentaires (Wea.e2006)

1.1.4.1.1 L'emploi de l'acide lactique comme acidaint

Il existe de nombreux exemples ou la préparatiam diliment ou d'une boisson peut
nécessiter l'addition d'un acide, soit pour obteniproduit ayant un goUt acidulé, par exemple
dans le cas de boissons gazeuses, de conservemgnans ou dans la préparation de bonbons
acidulés, soit pour, par un réglage du pH, modifesaveur de produits naturellement acides :

confitures.
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Dans certains cas, |'acide incorporé peut mémenifewe constituant essentiel de certaines

préparations telles que potages, conserves d'pbaeses, poisson mariné,etc.(Weal £t2006).

1.1.4.1.2 L'emploi de l'acide lactique comme pladiiant

Les lactates et l'acide lactiqgue exercent en génémimportante action plastifiante sur les
protéines, cette action se manifestant par un l&@sement, un gonflement et une augmentation

de I'extensibilité du produit.

Le lactate de calcium est, de son c6té, utilis& ptastifier les produits a base d'albumine,
de gélatine, de caséine, par exemple dans la ptépades meringues, du nougat et de produits
mousseés. L'addition de 1 % de lactate de calciuadyt un effet sensible et permet, soit
d'améliorer les propriétés mécaniques de la mossd#ed'augmenter le volume de mousse pour

un volume donné de protéine (G.A.l.N., 2005).

1.1.4.1.3 L'emploi du lactate de sodium comme huméant

Les principaux avantages du lactate de sodium dam®maine sont la sécurité absolue de
son emploi, sa grande efficacité et la saveur sdhés Iégere qu'il confére aux produits traités.
Cette derniére propriété, jointe a son action fflaste sur les protéines, permet d'envisager son
emploi comme condiment dans la préparation de ssegj de patés de viande et de poisson, de
jambon, de galantine, de purée de tomates (Wak, 2006).

Le godt Iégérement salé du lactate de sodium éstapprécié en biscuiterie. Cependant,
dans la préparation des mets sucreés, il est pesgild cette application soit limitée, car dans les
produits qui ne sont pas consommeés frais et qulietena sécher au cours de leur magasinage, la

présence du sucre maintient le taux d’humiditéréé@Vee etl., 2006).

1.1.4.1.4 L'emploi du lactate de calcium comme soae de calcium

Les propriétés rhéologiques d'un grand nombre aelyts contenant des polyméres
polaires sont sensibles a l'action des ions poéysal] comme les ions calcium. Il est indiqué
gu'un traitement préalable des pommes avec des delscalcium peut souvent évité
I'affaissement qui se produit naturellement au munde leur cuisson, la structure labile de la

pectine étant transformée en une solution moing#mde pectate de calcium (G.A.I.N., 2005).

10
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Pour les produits utilisés a I'état sec, I'absettfvggroscopicité du lactate de calcium est un
avantage additionnel. Le lactate de calcium estledgant un important constituant des
médicaments utilisés dans la thérapeutique paraleiuen, les avis des médecins étant que
I'emploi d'un sel organique de calcium est nécessdans le traitement de la déficience en
calcium (Petrov edl., 2008).

Le lactate de calcium constitue certainement unarceo de calcium assimilable,
probablement parce que le cation existe sous ungefohélatée non ionisable et ce sel constitue
un produit de choix pour la thérapeutique par Jmiecale et pour la préparation de tous les
produits de régime a base de calcium et ces méaage été employés avec succes dans
l'alimentation des animaux (Weeatt, 2006)

1.1.4.1.5 L'emploi de I'acide lactique comme agerde conservation

Il a été indiqué parfois que l'acide lactique péwe utilisé comme agent de préservation
d'aliments ou d'autres produits (F.D.A., 1982). &want, il ne semble pas posséder d’action
bactériostatique ou fongistatique en dehors deaswité. A ce point de vue, il est nettement
moins efficace que l'acide acétique, ce qui lasag®poser que I'action bactériostatique, comme
le golt acide dépend plus de l'acidité titrable du@H (Wee eal., 2006)

[.1.4.2 Autres utilisation

1.1.4.2.1 L'emploi de I'acide lactique comme désiettants et détergents

La désinfection des carcasses, de la volaille stpdéssons par I'acide lactique et de ses
sels est une nouvelle application (Marquesl €22008).

1.1.4.2.2 L'emploi de I'acide lactique en industriede textile et cuir

Il a longtemps été utilisé dans l'industrie du ccimme acidulant pour le chaulage et le

tannage. Il a aussi été utilisé dans les étapésitien du textile (Marques «il., 2008).
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Chapitre | : Acide lactique et diacétyle

1.1.4.2.3 L'emploi de l'acide lactigue comme ingré@nt pharmaceutique et

cosmétique

L’acide lactique et lactate d’éthyle ont longten&é utilisés dans des applications et des
formulations pharmaceutiques ou cosmétiques, pdigiement dans les onguents, les lotions,
les solutions parentérales et des polymeres biadéftes pour des applications médicales
(comme les sutures chirurgicales, les prothessglidyses et les drogues) (Zhanglet 2007).

Le sel d’acide lactique, réalisé avec le calciust,eenployé dans la thérapie des insuffisances en
calcium et comme agent contre les caries (Datéh,e1995).

En cosmétique, le lactate d’éthyle est la substactige dans les solutions anti-acné et est
employé comme agent hydratant. Il s’avere souvesiliear que les produits naturels (Datta et
al., 1995).

1.1.4.2.4 L'emploi de l'acide lactigue comme polyntes biodégradables : acide
poly-lactique (PLA)
La demande actuelle en acide lactique a considgredit augmenté en raison de son
utilisation comme monomeére dans la production ddyrpéeres biodégradables d’acide
polylactique (PLA) tres prometteurs, et de son coét €levé comme matiére premiére ou

comme un intermédiaire de synthese dans la falmcde produits chimiques (Givry, 2006).

Les isomeéres L-lactate ou D-lactate ou un racémjpuevent étre utilisés lors de cette
polymérisation. Cependant les propriétés du polgméarieront en fonction de la pureté de
'acide lactique employé. En effet, une haute pumgtique est nécessaire afin d’obtenir une
bonne cristallinité de I'acide polylactique suffid@, permettant une forte résistance aux forces

mécaniques, chimiques et a la chaleur de ce pol/(&&wry, 2006).

1.2 Le diacétyle

Le diacétyle est I'élément dominant de I'arbme elerfle mais est aussi présent dans bien
d'autres produits laitiers tels que les laits etrers fermentés et divers fromages (Rondagk, et
1998).

[.2.1 Propriétés physicochimiques

Le diacétyle est une cétone liquide, il est égafeniksigné sous le nom de biacétyle,
diméthyldicétone, dicétobutane, butanedione, digiglyoxal (Ott, 1999; Sergent, 1998).
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Chapitre | : Acide lactique et diacétyle

Sa formule de constitution est la suivante:

Le diacétyle est un liquide huileux de coloratianre trés légérement verdatre, coloration
due a la présence des deux groupements carbonyld @n positionn qui jouent le réle de
chromophores (F.E.M.A., 2006).

Sous l'influence de I'excitation par la lumiereWl®©OD, les solutions de diacétyle, méme
diluees a 1 p. 1.000, présentent une belle fluerese jaune verdatre. Sa vapeur présente la
couleur du chlore et posséde une odeur désagrpadm®nceée, rappelant celle de la quinone
(F.E.M.A., 2006).

Le diacétyle a I'état de traces se caractériseoatraire par une odeur agréable rappelant

l'odeur de la créme fermentée ou du beurre frassgOetal., 2001).

Il bout sans décomposition. Il est un peu plusriége I'eau. Il est soluble a la température
ordinaire dans un peu moins de quatre fois sonspdighu; il est miscible a I'alcool et a I'éthkr. |

est tres soluble dans les corps gras (tableauR)MFA., 2006).

Tableau 2 : Propriétés physiques du diacétyle.

Propriétés Valeurs
Masse molaire (g / mol) 86,09
Point de fusion (°C) -2 a-4 sous 1 bar
Point d’ébullition (°C) 88 sous 1 bar
Densité (g / cm3) 0,990a 15 °C
Solubilité Eau:1:4

Scerr F.E.M.A., (2006).
Il s'oxyde facilement, notamment sous l'influened'dau oxygénée, pour donner de l'acide

aceétique.
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[.2.2 Procédés de fabrication de diacétyle

1.2.2.1 Par voie chimique

Le diacétyle est obtenu a partir de ’lhomologuetsignir de I'acétone qui est la méthylacétone

ou méthyléthylcétone de formufeHs ~CO—-CH, -CH, (Oscar etl., 2001).

Cette derniere subit une nitrosation a l'aide drta@id'amyle pour bloquer d'abord le CO

déja existant, il se forme de ce fait un composgé esti la nitrosométhyléthylcétone (ou le
groupement cétonique est bloqué) de formule :

CH, ~C-CH, - CH,€
N —OH

La transformation du CH, en CO débute par action de la soude sur la

nitrosométhyléthylcétone, il se forme de [lisorstbméthyléthylcétone ou monoxime du

diaceétyle (leCH,se trouve remplacé par @@O) de formule :

CH, ~C~CO-CH;
N - OH

Enfin, par ébullition avec l'acide sulfurique étanda monoxime libere le diacétyle par
réegénération du premi€2O : CH, -CO-CO-CH, (Oscar etl., 2001).

[.2.2.2 Par voie biologique

Selon Pack etl. (1968), la synthése de diacétyle par voie biologigiébute par la
transformation du lactose en deux molécules d'lezoas l'influence de la lactase:

C12H 22011 +H 2O < 2C6H1206

Puis, chaque molécule dhexose est rompue en dewncons avec formation de
meéthylglyoxal sous sa forme hydratée :

OH
C,H,,0, ~ 2CH, —CO—CH<
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La formation dacide lactique se produit alors miedt par oxydoréduction

intramoléculaire a partir du méthylglyoxal (Cactaial., 2002) :

OH _ .,
CH, —co—c:H<OH 0 F§2r9"83PT . CH, ~CHOH-COOH

Cette reaction a pu, du reste, étre obtenue de8, 1A1Vitro, par voie diastasique et
constitue une véritable stabilisation du méthylghlo Cette spécificité lactique réside dans le
fait que les ferments lactiques, apres avoir rédéiformation du méthylglyoxal, sont incapables
de désintégrer ce terme de passage autrement gusa abilisation a I'état d'acide lactique
(Speckman et Collins, 1968). Cette incapacité t¢éarze les ferments lactiques purs. Mais a coté
de ceux-ci, il en est d’autres qui sont capablagidsur le méthylglyoxal et qui par oxydation

donnent naissance a de l'acide pyruvique:

OH
CH, —CO—CH<OH  CH, ~CO-COOH*H,

lequel peut étre extrait, dans des conditionsiqudigres, des produits de la fermentation des

sucres.

Celui-ci perd facilemenCO, pour donner naissance a I'éthai@, - CHO, qui peut se

transformer, soit en alcool, soit en acide acétigueen aldol. Cette derniére réaction, ou
aldolisation, est particulierement intéressantecf©a etal., 2002):

CH, - CHO +CH, ~CHO « CH, -CHOH —CH, -CHO

Selon Tapernoux (1932), par simple isomérisatiafgdl se transforme en acétoine appelé

autrement acétylméthylcarbinol :
CH, ~CHOH-CH, ~-CHO - CH, ~-CHOH-CO-CH,

et ce dernier oxydé donne naissance au diacétyle :
CH, —~CHOH-CO-CH, +O -, CH,-CO-CO-CH, +H,0
alors que par réduction, il donne au contraireutylene-glycol :

CH, ~-CHOH-CO-CH, +H, — CH, ~CHOH-CHOH-CH,
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[.2.3 Extraction et purification du diacétyle

De nombreuses techniques d'extraction reposentaswolatilité des composés d'ardme.
L'odeur et lI'ardme résultent d'un subtil équilibrdre les divers composés volatils et les autres

constituants d’une matrice (Chavannalet1985).

L’extraction de ce composé comporte deux difficullpgincipales qui correspondent d'une
part a la nécessité d'extraire intégralement todidceétyle, d'autre part a la nécessité de n&epas

perdre pendant cette extraction (Lee et Druck&rs)L

L’extraction du diacétyle par la vapeur d'eau n'pas a proprement parler un
entrainement », ce terme devant étre réservéteatdion de substances a point d'ébullition élevé
ou non miscibles a I'eau. Dans ce cas, la subsestgalus volatile que I'eau (point d'ébullition
du diacétyle : 88°) et soluble dans l'eau. Il $'atp réaliser undlistillation fractionnée
exactement comme dans le cas de solutions d'alemsl| I'eau (Chavanneadt, 1985).

La véritable solution de la rectification est foigrpar des appareils du type «colonnes a
plateaux». Une condensation partielle de la vapedait dans ces derniers; une grande partie de
cette vapeur se rend directement au réfrigérasbetenrichissement en substance volatile est
faible (Lee et Drucker, 1975).

Dans les colonnes du type « a plateaux », let i@ vapeurs est ménage par un barbotage
dans de I'eau condensée chaude. Toute la vapeuerdoér en contact avec ce liquide. Il en
résulte d'une part une « condensation provoquéss>ipiportante et, d'autre part, un retard au
départ de la substance volatile qui, au lieu deereses diluée dans la vapeur, se concentre dans
'eau condensée. Le liquide ainsi formé s’enriclibs cesse et céde au réfrigérant une vapeur

riche qui fournit un distillat & haut titre (Chavenetal., 1985

[.2.4 Différentes utilisations du diacétyle

1.2.4.1 L'emploi du diacétyle commeméliorant de la qualité organoleptique

Les bactéries lactiques contribuent a développsr dealités organoleptiques par la
formation d’acide lactique, d’acétoine, d’acétalglidn diacétyle, de peptides et d’acides aminés,
qui sont des précurseurs d'ardbmes, lesquels selopfemt lors des étapes ultérieures des
procédés de fabrication des produits fermentéss@estal., 1996).
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Le diacétyle (2,3-butanedione) est un importantrate, de nature oxydative, il joue un
réle prédominant dans la saveur des produits laitet fromages frais notamment de type
cheddar (Bassit &l., 1994).

L’addition de faibles doses de diacétyle donne andagarine une odeur agréable, sans

aucun inconvénient pour la santé du consommateandgys eal., 1998).

1.2.4.2 L'emploi du diacétyle comme conservateur

La bio-préservation utilise des microorganismesagamistes ainsi que leurs métabolites
pour inhiber ou détruire les microorganismes inadses dans les aliments (Rodgers, 2001). Les

aliments fermentés sont un bon exemple de prothigtant appel a la bio-préservation.

En effet, le diacétyle est une substance antimierote dont les propriétés de conservation
sont le résultat des propriétés inhibitrices dedtds@es lactiques qui incluent la compétition pour
les nutriments, les changements physico-chimiguesmdieu, tels que l'acidification et la

production de métabolites antimicrobiens (Yang,(00
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Chapitre II : Lactococcus lactis

Lactococcus lacti®st un micro-organisme d’intérét, tres importaséns lindustrie

agro-alimentaire, et également organisme modeke bactéries lactiques (Liuadt, 2005).
I1.1 Apercu historique de la taxonomie de_actococcudactis ssp

Le genreLactococcusorrespond au groupe des streptocoques lacticu8serman (1937)
dont la principale espece éstctococcus lactigLc. lactisssp) (Hylckama edl., 2006).Lc. lactis
ssp est surtout connue pour son réle dans la feate@m des produits laitiers, ce qui a influencé

I'histoire de sa taxonomie (figure 4).

La taxonomie dé.c. lactissp est représentée dans une perspective histaripadir de la
description de la bactérlactis par Lister en 1878. Au cours du siécle suivaridetérielactis a
été reclassée comn&ireptococcus lactist Lactobacillus xylosusEn 1985, un reclassement a
été publié par Schleifer at., qui a introduit I'espédeactococcus lactisen une combinaison de
souches plus tét défini comn$treptocoquest Lactobacillus DansLc. lactissp, la sous-espéce
lactis est une discrimination deremoris par phénotype grace a sa capacité de produire de
lammoniac et de l'arginine, sa tolérance a despé&atures et les concentrations de NaCl
élevées et la fermentation du maltose. La souchiactis ssplactis biovar. diacetylactisest

reconnue par sa capacité a fermenter le citratiyéide et Mayo, 2004).

18761977 19741982 198!-199/ Phénotvp
Streptococcus cremoris .| Streptococcus lactis .| Lactococcus lactis cremoris
(1919) ”| subspcremoris (1982) "] subspcremoris (1982)
Bacterium lactis (1878) R Streptococcus lactis >
Streptococcus lactis @D9) " subsplactis (1982)
Lactococcus lactis lactis
Lactobacillus xylosus »| subsplactis (1985)
(1936) Inclut
biovar. diacetylactis
Streptococcus Streptococcus lactis diacetylactis

A 4

diacetylactis (1909) subsp diacetylactis (1974

N’
A 4

Lactobacillus hordniae .|  Streptococcus lactis Lactococcus lactis hordniae
(1936) d hordniae (1982) subsphordniae (1985)

A 4

Figure 4 : Apercu historique de la taxonomie ldelactis (Hylckama etl., 2006).
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[I.2 Caractéristiqgues générales

[1.2.1 Caractéres microscopiques

Par définition, le genreactococcusest formé de bactéries a Gram positif dont legules)
en forme de coques, sont associées ou non pas mairen chainettes de longueur variable. Les
bactéries du genreactococcussont de taille variant de 0,5 a 1,5 nm, immobitEpourvus de

spores et rarement capsulés (Novel, 1993)
[1.2.2 Caractéres macroscopiques, biochimiques etedculture

Selon l'espéce, le genteactococcusposseéde une température optimale de croissance
variant de 21 °C a 30 °C, et un pH optimal de 5%-GesLactococcusont capables de croitre
a 10°C mais pas a une température supérieure a #8°thermo-résistance de ces bactéries est

faible alors que leur mobilité est perdue aprem@tutes d’exposition a 63 °C (Novel, 1993).

Ce sont des bactéries nutritionnellement exigeg@easaud, 1998); elles sont auxotrophes
pour un certain nombre d'acides aminés et certaiit@siines et requiéerent des nucléotides et

une source exogene d'hydrates de carbone poueas=ur croissance (Dellagéd al.,1994).

de Roissart (1986) considemrils requierent non seulement des substrats cexepl
carbonés, azotés, phosphatés et soufrés, mais aessfacteurs de croissance comme les
vitamines et les oligo-éléments qui jouent le r@le co-enzymes (tableau 3). Elles se
caractérisent par I'absence de catalase et l'atiitia de la voie fermentaire pour la dégradation
de glucides sans production de gaz. Elles présenté@ métabolisme homolactique, aucune
activité 3 -hémolytique. Elles sont caractérigggasailleurs par leur non pathogénicité ainsi que

par la présence de I'antigéne de groupe N (No@&i31L

Le genrelLactococcusinclut différentes espécegarviag lactis, piscium plantarum et
raffinolactis L'espécdactis regroupe elle-méme trois sous-espeagsmoris hordniaeetlactis
qui elle-méme comprend le biovaiacetylactis capable de surproduire le diacétyle. Les

différentes sous-especes Hactococcus lactipeuvent étre différenciées entre autre par leur
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résistance aux stress. Ainsi, la sous-espacts est plus robuste que ¢éaemorispuisqu’elle
est capable de croitre a 40°C, ou en présencédedetNacCl (tableau 4) (Gagnon, 2006).

De plus, la sous-espéetactis est capable de produire de 'ammoniac a partirgitéme
grace a la voie de I'arginine déiminase (ADI) eqast trés rare chearemoris Les bactéries du

genrelactis sont les bactéries lactiques les plus importadien point de vue commercial.

Les habitats les plus importants du geloaetococcusdemeure le lait ou les végétaux qui
sont probablement leur réservoir naturel, les latsmentés ainsi que les fromages ou ils
constituent la flore dominante. Cependant, iltgte également isolé des plantes (Sandine.,
1985) ainsi que de la peau de certains animauksetmble que la contamination qui a lieu au

cours de la traite ait pour origine principalederirage.

Tableau 3 :Exigences de croissance ld&ctococcus lactissp lactis etsspcremoris
(Barrette, 1998).

Métabolites Lc. lactissubsp lactis Lc. lactissubsp cremoris

Acides aminés
Lysine
Leucine
Histidine
Valine
Cystéine
Acide aspartique
Acide glutamique
Isoleucine
Tyrosine -
Méthionine +
Thréonine -
Sérine -
Proline -
Glycine -
Alanine
Phénylalanine
Tryptophane
Arginine
Vitamines :
Vit B12
Biotine
Niacine
Pantothécrate
Riboflavine
Thiamine
Pyridaxol
Acide folique
Acides nucléiques :
Hypoxanthine
Adénine
Guanine
Thymine
Thymidine
Uracil

(+) : essentiel a la croissancd-) : non requis pour la croissancegNd) : Non déterminé(S) : Stimulant

+ 4+ N+ + +
N I T T I e

H o+ H

o

+ 4+ + + + + + 4
+ 4+ + + A+ ++

nunununnnm

20



Chapitre 1l : Lactococcus lactissp

wmndogs ) Cwnredy i S uoypalpun i IR0 SR04 (6 & (7 MR () WMEDRGE G T MDA MR 5 Mmoo wonma 4

+ + + + + T iRl o7 4
+ + + uE b TR DSOS ST 9T
SR Ay
+ A + + + AEL + + mery s gy 97 -
+ b + + + kb + + oy s SR 9T
MOIA] | RSOMR | esommpomg | wsormpw) | ssopeT | ossoorgg | OO ATEET | o o
™ I '
TR IR | argng | CAOMH |+
+ ¥ ¥ ; ; ¥ mmiie 27 4
+ + sRmALy ds0ns S AT 4
STIATE T
+ + + + + + oy dus gy o7 -
+ + + + + + e R R
HYITIHHS
Y %e % ¥ % o6 Hd T Hd J. 0¥ da 0¥ J. 0
o [JEH + ML ML
W 2T, ) ¥ NS0T

(RgaT 2 1o aamcurey ) sanbooojae sap senbmmipong Jo sanbdoqorsdyd sanbrysusimen) o wagn;

21



Chapitre 1l : Lactococcus lactissp

11.3 Métabolisme delLactococcudactis ssp

Lactococcus lactieest I'une des bactéries lactiques les plus étudies importance
cruciale dans les procédés de fermentations afaires, ainsi que la disponibilité de ses
séquences géenomique et plasmidique fait de ce roiganisme un modele pour I'étude du
meétabolisme des bactéries lactiques ainsi qudede comportement face a différents stress
(Grattepanche, 2005)

[1.3.1 Métabolisme carboné chezactococcus lactissp

Les bactéries lactiques nécessitent une sourcdrdieyde carbone fermentescible pour la
production d'énergie cellulaire (ATP) et leur csaisce. Le lactose présent dans le lait,
disaccharide composé de glucose et de galactésimt ates concentrations de 4 a 5 % (Gagnon,
2006).

L. lactisest une bactérie mésophile et homofermentaire. @disation dans I'industrie
alimentaire et plus particulierement dans la faimon du fromage la confronte a différentes
sources de carbone. Les voies cataboliques thstaet du citrate sont les plus impliquées car
ils sont respectivement la source de carbone pateidu lait, et également présent en milieu
laitier (Christensen &tl., 1999).

Chez les lactocoques, le transport membranairectode et du glucose est assuré par le
systeme phosphotransférase-phosphoénol pyruvaendépt (systeme PEP-PTS). Le transport
du galactose est effectué par le systéeme PEP-PliSegherméase d'affinité élevée. Suite a leur
transport dans la cellule, les composés glucididibess ou modifiés sont catabolisés selon 3
voies: la voie glycolytique principale de Embdenydéof-Parnas (EMP), la voie du D-
tagatose-6-phosphate ou la voie de Leloir (Desmakze83).

Les lactocoques utilisent la voie EMP dans la deeiétape de la glycolyse et
convertissent le pyruvate en acide lactique. Leabwisme des sucres est soumis a une
régulation par des mécanismes de répression étaeimhibition. Le co-métabolisme du citrate
peut étre observé chez certaines espéces lors fderiantation des sucres (Christensealgt
1999).
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[1.3.1.1 Métabolisme du glucose

Une fois transporté a l'intérieur de la cellule gleicose rejoint la glycolyse au niveau du

glucose-6-phosphate (G6P), soit directement stileegrace au PTS, soit apres phosphorylation

par la glucokinase (GLK), s’il a emprunté une pexs® Le sucre ainsi phosphorylé suit la
glycolyse jusqu’au phosphoénolpyruvate (PEP) lumaéransformé en pyruvate par le biais de
la pyruvate kinase (PK) ou du systeme PTS (Hugeénhtd93)

11.3.1.2 Métabolisme du lactose

Le lactose-6-phosphate intracellulaire issu duspant du lactose par le systeme PTSlac est
clivé en galactose-6-phosphate et glucose par tspttop-galactosidase. Le glucose, apres
phosphorylation par le PTSman ou la GLK, empuatglycolyse tandis que le galactose-6-
phosphate suit la voie du Tagatose qui elle-mérjentela glycolyse au niveau des trioses-
phosphate (Figure 5) (Dellaglioat, 1994).

Les souches dec. lactis qui fermentent lentement le lactose produisenegdament de
nombreux produits finaux: acétate, formiate, éthastdactate. Il a été montré que la souche
NCDO2054, qui métabolise trés lentement ce suctealesporte via un systeme perméase. Le
lactose est ensuite clivé en glucose et en galagiar Ig3-galactosidase, le glucose emprunte la
glycolyse, tandis que le galactose est dirigé Vergoie de Leloir qui rejoint la glycolyse au
niveau du G6P (Figure 6) (Christensealet1999).
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Glucose
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2\!\' Phosphosnolpyruvats N
- 2 ATE (PEF)
. ADD _ Eihanol
2 Pyruvate 1\-‘
2 NADH=2H"
4 Prvravate ATP
' 2NAD”
. NADH+H" -
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Figure 5. Glycolyse (voie de Embden- Figure 6: Voie de 6-PG/PK (6-
Meyerhof-Parnas). Les enzymes: 1. glucokinase, [ghosphogluconate/ phos- phoketolase). Les enzyies:
fructose-1,6-diphosphate aldolase, 3. pyruvatesdret | 6-phosphogluconate de- hydrogénasse, 2.
4. lactate dehydrogenase (Aarnikunnas, 2006). phosphoketolase, and 3. alcohol dehydrogenase

(Aarnikunnas, 2006).

11.3.2 Métabolisme du citrate

Malgré sa concentration relativement faible dandale (~ 8-9 mM), le citrate est un

constituant clef pour la formation du diacétyle, composé volatile a I'ardbme de beurre

important dans les laits fermentés et les fromégés. Environ 90% du citrate du lait est soluble

et majoritairement perdu dans le lactosérum. Toigefa concentration de citrate dans la phase

agueuse du fromage serait environ 3 fois celleatdtosérum, reflétant les concentrations de

citrate colloidal (Aarnikunnas, 2006).
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De nombreux auteurs ont montré la dégradation eotal partielle de l'acide citrique
pendant la fermentation lactique de différentseui par des espéeces appartenant notamment au
genreLactococcusKempler et Mc Kay (1979) ont montré que la cagade transport du citrate
est liée a la présence dun plasmide de K9 chez toutes les souches analysées
fermentant le citrate, qui appartiennent donc avdridiacetylactis(Boumerdassi et al., 1997).

Le métabolisme du citrate est, cHezctococcudactis et Leuconostocune voie secondaire de
production (Marty-Teyssedt al, 1996).

Une fois dans la cellule, le citrate est scind@eétate et oxaloacétate par la citrate lyase.
L’'oxaloacétate va ensuite étre décarboxylé envate par I'oxaloacétate synthase (Figure 7).
Les deux enzymes impliquées dans cette voie migabosont codées par des genes
chromosomiques, et leur activité bien que consteuthez les souches appartenant au biovar.

diacetylactis augmente en condition de stress acide (Hugenétdiz 2000).

Les bactéries lactigues qui métabolisent leatgt jouent un rdle important dans de
nombreux procédés laitiers car, dans ces bactéees)-métabolisme du citrate et du lactose
entraine la production de diacétyle, d’acétoingee€CO2 participant aux qualités aromatiques et

texturales des produits.
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ETHANDL
ACETATE ‘_l‘ i

T—iHlH'
OEXALOMNETATE AMDH

L 2 - : .
ACETATE — 5 ACETALDEMYDE
e ACETYL COA
W  PDH ACETATE
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FORMATE
PYRUVATE ETHANOL
ACETYL COA

e 2, 3-BUTANEDIOL
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e
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Figure 7: Métabolisme du citrate chekactococcus lactisssp. lactis biovar diacetylactis.
Description des enzymes ou étapes : CitP, citratm@ase; CL, Citrate lyase; OADH, oxaloacétate déigénase;
LDH, lactate déhydrogénase; PDH, pyruvate déhydrage; PFL, pyruvate formate lyase; Al&S;acétolactate
synthase; ALDg-acétolactate décarboxylase; A1DH, alcool déhydnagé; AldDH, aldéhyde déhydrogénase; DR,
diacétyle réductase; AR, acétoine réductase; @arkdéxylation oxydative du diacétyle (réaction mmzymatique)

( Swindellet al.,1996).
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[1.3.3 Métabolisme azoté chetactococcus lactissp

Les besoins nutritionnels varient beaucoup d’uauge bactérien a l'autre. Les bactéries
lactiques sont hétérotrophes et nécessitent dmwur leur croissance l'apport de certaines
substances organiques exogenes (Doleyres, 200@s Eé caractérisent par des besoins
nutritionnels particulierement complexes car easpt’un sucre fermentescible, elles
nécessitent la présence de plusieurs acides areaséstiels qu'elles ne peuvent synthétiser a

partir d'une source azotée plus simple

Les lactococciont généralement besoin d'un apport d’acideaghique, d’histidine,
d’isoleucine, de leucine, de méthionine et \ddine pour se développer, et plus rarement
d’arginine, de thréonine et de tryptophane riNet et Gripon, 1994; Cocaign-Bousquet et
al., 1995). Dans le lait, les concentrations de oastaacides aminés essentiels comme
lisoleucine, la leucine et la méthionine sont tfales (moins de 1mg}) ce qui en fait des

acides aminés potentiellement limitant pour lagsance.
11.3.3.1 Protéolyse et croissance sur lait

Dans le lait, la croissance déctococciest fortement dépendante de I'hydrolyse des
caséines qui constituent la principale source d&agtuillard etl., 1995).

ChezLactococcus lactisomme chestreptococcus thermophillis croissance en lait est
diauxique, elle est scindée en deux phases nexpielles successives séparées par une
phase au cours de laquelle la synthese des pestéa paroi est réalisée (Juillardaét 1995)

Au cours de la premiére phase les bactériessotoment les acides aminés et peptides libres
du milieu, tandis qu’au cours de la seconde eltdisent les caséines comme source d’acides
aminés. Chez les deux espéces bactériennes, @’'eapécité a utiliser les caséines pour la

croissance qui va limiter le taux de cramesa des bactéries.
11.3.3.2 Catabolisme des peptides

L'utilisation de peptides, initialement préserdans le lait ou dérivés de I'hydrolyse
des caséines, est indispensable a la croissancdadesoques dans le lait. Le systéme
protéolytiqgue des bactéries lactiques est compeggratéases associées a la paroi cellulaire, qui
catalysent I'hydrolyse de protéines en peptidesecamt de 7 a 16 résidus aminés (Ayadlgt
1999).
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Ces peptides sont ensuite dégradés par des endigzsest ou exopeptidases en unités

transportables d'acides aminés et de petits peiddiaglio etal., 1994).

Des études comparatives effectuées sur la progdiysheddar fait avec ou sans ferments
lactiques ont démontré l'importance de ces bastg@ir la libération de petits peptides et

d'acides aminés libres durant la maturation fromafleynch etal., 1997).

Les acides aminés libres contribuent directemamntcomme composés précurseurs
d'arébmes. Le facteur limitant la production de cosgs aromatiques serait relié a la capacité
bactérienne de conversion des acides aminés eroug®seés, caractéristique variable selon les
souches. Les voies cataboliques responsables wecogiversion sont principalement les voies
initiées par les réactions d'élimination et de gemination impliquant une quantité variable

d'enzymes : lyases, décarboxylases, désaminagsagasminases (Yvon et Rijnen, 2001).

[1.3.3.3 Catabolisme des acides aminés

Pour les lactocoques le transport des acides angisiésonsidérablement augmenté en
présence de glucose ou de lactose et stoppé parhiegeurs de la glycolyse ou les enzymes
hydrolysant 'ATP (Desmazeaud , 1994).

Les acides aminés a chaine ramifiée, la leucimxlducine et la valine, sont tous trois

essentiels &actococcus lactis

Il semble que la lysine puisse également étresatlipour 'accumulation d’arginine. La
proline est un acide aminé essentiel pour certasouches de lactocoques. Cependant ni pour
ces souches ni pour celles qui sont autotrophes gaiuacide aminé, il n'a pu étre détecté de
systeme de transport spécifique de la prolirmeproline est également un soluté impliqué dans la
résistance contre le stress osmotique et des teegaps spécifiques osmorégulés ont été mis

en évidence chekactococcus lactis.

L’activité lipolytigue des bactéries lactiques dales lait serait faible mais pourrait
contribuer a la flaveur des fromages affinés. @dpat ces bactéries hydrolyseraient plus

facilement les mono et diglycérides que les tdghides du laitesmazeaud, 1983).
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ChezlLactococcus lactisubsp.lactis et son biovardiacetylactis I'activité lipolytique et
l'activité estearique serait a la fois cytoplagme et membranaires. Ces activités augmentent,

mais faiblement en milieu lait et en phase exndielle de croissance (Sanderslet1999).
I1.3.4 Le métabolisme des minérauxhezLactococcus lactissp

Les exigences nutritionnelles des ces bactérigmir@raux sont matonnues. Ledesma et
al. (1977) soulignent la nécessité du et/ou F& pour un bon milieu de croissance. La
nécessité des ions dans le métabolisme s'amplid’abord par leur fonction de cofacteur

pour de nombreuses enzymes (Novel, 1993).

Le magnésium est indispensable pour de nombreusssnes nécessaires a la croissance
cellulaire ou a la production d’arémes. Il seraipprtant pourla survie des.actococcus lactis
(Thomas eal., 1979).

Le calcium est souvent cité pour son rénsdla paroi cellulaire en particulier pour
I'activité des protéases de paroi. Cette proprigséattribuée par les auteurs soit a la fixatien
'enzyme sur la paroi, soit a la stabilisationsb® activité, soit a la modification de la struetur
de la paroi (Novel, 1993)

Le potassium est nécessaire pour la régulationHlinpacellulaire. 1l est accumulé par
Lactococcus lactigt cette accumulation est enregistrée par la peéseée glucose ou d’arginine
(Kashke etal., 1973).

Le cuivre augmente la production de diacétyle (karetal, 1987).
I1.4 Génétique des lactocoques

Au cours de ces dernieres années, ce sont sue®ubimbreux plasmides des lactocoques
qui ont retenu l'attention des généticiens. Lesotamues possédent un nombre important de
plasmides qui codent pour plusieurs caractéristicfoactionnelles importantes pour la qualité
des levains aromatiques : fermentation du lactms®uction de protéases, l'utilisation du citrate

et la résistance bactériophagique (Gagnon, 2006).
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Un recensement de connaissances geneétiques chiextesoques montre que seulement
6 % des informations ont été décryptées. Ces denc@ecernent des genes impliqués dans la
biosynthése d'acides aminés et de bases (33 % |alaégradation des peptides (17 %), dans le
catabolisme du carbone (16 %), dans la réponss atdess (13 %), et le reste dans les fonctions
cellulaires de base (ribosomes, réplication, sixret.). Les potentialités réelles de ces bactérie

restent donc a étre estimées et exploitées (Reld90).

Les souches deactococcus lactisubsp lactis et subsp.cremorisportent au moins deux
(2) plasmides ; généralement, chaque souche podsetla 7 vers 11 a Masmides (Davies et
Gasson, 1984 ; Ramos a@t, 1983) rares souches tlactococcus lacti®€n portent qu'un seul
plasmide (Ramos etl., 1983).

Les cinétiques de réassociation ADN-ADN ont perdiestimer la taille du chromosome
des lactocoques entre 2,5 et 2/® (Jarvis et Jarvis, 1981), par conitélectrophorése en
champs pulsés (PFGE) a estimé la taille de diftésesouches deactococcus lactigui se situe
entre 2,3 et 2,6 Mb en se basant sur I'évaluatenadtaille des fragments de restriction
chromosomiques (Bourgeois &t, 1989). La composition globale en bases de ce alsome

était aussi connue, avec un pourcentage en G+€aitiour de 34-3% (Sandine, 1985).

[I.5 Les bactériophages lactiques

Les bactériophages (ou phages) sont des virus 'gtiacuent aux bactéries avec une
certaine spécificité et provoquent leur lyse, caslire leur destruction. Selon la part jouée dans
la fermentation lactique par la souche bactériaiteguée, il en résulte un défaut d’acidification
plus ou moins important. L’action inhibitrice desages est d’autant plus percue que de grandes
guantités de lait sont mise en oeuvre, que ledciions sont mécanisées et qu’'une cinétique
précise et intense d’acidification est recherchés. perturbations provoquées par les phages ont

des causes complexes et des conséquences éconemigoegantes (de Roissart, 1986).
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Chapitre 111 : Production biotechnologique de [acide lactique et du diacétyle

Les biotechnologies regroupent I'ensemble des tqoks permettant le contrble des
bioconversions (transformation des molécules orgaes en d’autres substances par des micro-
organismes). Elles sont fondées sur une meillearmaissance des phénomenes biologiques

naturels comme leermentationgSergent, 1998).

Ainsi, tout procédé biotechnologique passe par igenen contact d'un substrat plus ou
moins complexe avec le matériel biologique, pendantemps donné, dans une cuve de taille et

de forme appropriées, appeléhioréacteur(Coutouly, 2001).
l1l.1 Principes généraux de la croissance microbieme

[11.1.1 Notions générales sur la physiologie des grioorganismes

[11.1.1.1 les besoins nutritifs des micro-organisme

Certains éléments sont nécessaires a la croisdasaaicro-organismes :

» Le carbone qui peut étre d’origine organique.

» L’azote peut étre variée. Une bactérie est ctugstien moyenne de 12 % d’azote.

» Le phosphate et le soufre nécessaires aux bacpmessynthétiser respectivement les
acides nucléiques et les acides aminés soufrépsanipalement d’origine inorganique.

» Les facteurs de croissance (des composés organgyeeses bactéries ne sont pas
capables de synthétiser mais qui sont indispersgialar certaines souches bactériennes) : les
acides aminés, les bases et les vitamines (Sawaig 2001).

[11.1.1.2 La croissance bactérienne
[11.1.1.2.1 Définition

Au sens biologique du terme, la croissance d'urlileevivante est un accroissement
ordonné de tous ses constituants (de Roissart,)198tsi la bactérie se multiplie par fusion
binaire, la bactéries grandit puis se divise enxdeellules filles séparées par un septum de
division formé par la paroi cellulaire. Durant lizidion, '’ADN se dupligue ainsi que les autres
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constituants. Divers systemes enzymatiques de &yatlet de dégradation participent a la
division cellulaire. Cette division donnant ainsiissance a deux bactéries filles héritieres de la
méme structure et de la méme activité que la bactéere. Ce cycle se produit de génération
pour former une lignée de cellules identiques, saufas de mutation (de Roissart, 1986).

[11.1.1.2.2 Facteurs influencant la croissance baétienne

L’effet de la concentration en substrat est plumm@exe. Si I'on cultive une bactérie dans
un milieu synthétique contenant en exces tous llEwments nutritifs indisponibles sauf un, la
croissance ne peut avoir lieu. Lorsqu’on lui fouprogressivement I'élément nutritif manquant,
le taux de croissance demeure inférieur au tauxrdessance maximalgugay tant que la

concentration n’est pas suffisante et augmente elle@¢Leveau et Bouix, 1993).

Additionnelement aux facteurs nutritionnels, Carddiacteurs physiques sont nécessaires a
la croissance des micro-organismes tels que lageanpe, le pH, potentiel d’'oxydo-réduction,

la pression osmotique, etc (Cachomlet2002) .

111.1.1.2.3 Cinétiques de la croissance bactérienne

Il existe plusieurs méthodes expérimentales peamettle mesurer I'évolution des
populations de micro-organismes (détermination alix tde croissance maximumng). Ces

différentes techniques reposent sur deux gran@stgp mesures :

>Les mesures directes du nombre de micro-organisniies sont fondées sur les

dénombrements sur boites de Petri ou la cytomeétritux ou sur filtre (par analyse d’image)

» Les mesures indirectes du nombre de micro-orgasisraies consistent a évaluer les
variations de la densité bactérienne par le dodageertains composés dont la synthese est due
au métabolisme bactérien (ATPmétrie, dosage dugkjcdu CQ etc.), ou par la mesure des
variations d’'une grandeur physique du milieu conmelensité optique (turbidimétrie) ou la
mesure de la conductance ou de la capacitancep@tiancemétrie) (Dalgaard, 1994).
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Le schéma classique de taoissance d’'une population bactérienma milieu non
renouvelé a été établi par Buchanan (1918) (Figwrél décompose la cinétique de croissance

en sept phases distinctes :

1- la phase de latengequi correspond a une phase de transition entrétamnphysiologique
initial et un état de croissance a proprement pafjghase d’adaptation au nouvel
environnement), et qui suit immédiatement I'enseceerent du milieu par I'inoculum bactérien.
(de Roissart, 1986). Ainsi, elle correspond esstatnent a la synthése des enzymes nécessaires
pour métaboliser les nutriments. La durée de qetesse dépend de I'espece bactérienne, des

exigences nutritionnelles, de I'age des bactétiés @mposition du milieu (Augustin, 2005).

2- la phase d’accélératiomu la phase d'augmentation de la vitesse de araesgui passe plus

ou moins rapidement de zéro a sa valeur maximale.

3- la phase de croissance quasi-exponentictie aussi phase de croissance maximale : cette
phase de croissance est considérée en premierexappation comme purement exponentielle.
La pente de la droite (lorsque la concentratiortds@mne est exprimée en coordonnées semi-
logarithmiques) correspond & la vitesse (ou taexjrdissance maximalemk (W) :

U= Yo=Y

t; -1,
4- la phase de décélératioou phase de freinage, qui semble intervenir aetfar mesure que le
substrat (sucre, acide aminés) s’épuise ou quepdmduits toxiques (acide lactique, acide
acétique, peroxyde, ...) s’accumulent ou simplenadiet est due a lI'abaissement du pH (M

diminue) (de Roissart, 1986). Il existe un déb#udblyse des bactéries.

5- la phase stationnaire maximaledurant laquelle la croissance s’arréte (1 =d@) Roissart,
1986). Les bactéries qui se multiplient compenselé¢s qui meurent.

6- la phase d’accélération de la décroissance

7- la phase de décroissance exponentigltpii apparait lorsque le milieu devient fortement
défavorable a la multiplication des cellules bdetéres. Il y a accumulation de métabolites
toxiques, il se produit une diminution d’organiswiables (la mort des bactéries et une lyse

cellulaire sous I'action des enzymes protéolytiqeredogenes.
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log(Concentration bactérienne)

td th  tB

Figure 8 : Différentes phases de la croissance bactérienmeilieu liquide décrites par
Buchanan (1918).

La croissance bactérienne étant généralement @&ésiccomme purement exponentielle
dans le début de la phase de croissance, ellb@stiquement représentée par une droite, apres
passage en coordonnées semi-logarithmiques, déespegtie de la cinétique. Une analyse par
régression linéaire a été utilisée pour estiméale de croissance maximum et son intervalle de
confiance a 95 %.

IN(X) =IN(X0) + g, Xt

ou X : représente la concentration bactérienneiups$ t

Xo: la concentration bactérienne initiale at = 0.

L’estimation de phaxeSt obtenue par la pente de la droite de régressisan intervalle de
confiance a partir de la variance de cette pente.

Monod a montré que le taux de croissance est uratiém de la concentration des substrats
obéissant a I'équation de Michaelis-Menten étghdiar les réactions enzymatiques (de Roissart,
1986 ; Leveau et Bouix., 1993).

gz S
max'KS+S

Hivax : est le taux de croissance maximum.
S : est la concentration limité du substrat congidgucre, acide aminé,...)

Ks : la concentration pour laquelle p m.)2 (varie selon la souche et le substrat).
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[11.1.1.3 Principaux modes de conduite des culturemicrobienne (bioprocédés)

La fermentation peut se faire selon trois modescgraux : en lot (batch), en continu ou en
lot réalimenté (fed-batch) avec ou sans re-circuat_e choix du mode est guidé en partie par le
type de produit recherché. La croissance expordkntikune culture peut étre prolongée par
l'addition continue de milieu frais au réacteuil st possible d'ajuster le taux de dilution a un

rythme qui maintient la concentration de produit@aximum (Bertrand, 2001)

[11.1.1.3.1 Le bioréacteur

Le bioréacteur ou fermenteur est généralement ito@st'une cuve fermée, étanche a l'air
et de préférence isolée thermiquement de I'extédans laquelle différents microorganismes se
cotoient pour dégrader chimiqguement et biologiquanies déchets et effluents organiques et
produire des métabolites (acides organiques, sutetasolatiles aromatiques, biogaz) (Lakt,
2004).

» Types de réacteurs

Les réacteurs peuvent étre plus ou moins élabanés kkur conception et disposer de plus ou
moins de matériel annexe. La plupart des réacsamscylindriqgues ou parallélépipédiques mais
ils peuvent aussi étre cylindroconiques pour pammeate travailler sur des petits volumes en

conférant une meilleure récupération.

La température est régulée soit par le biais ddmable enveloppe a circulation continue, soit

par l'ajout d'un thermoplongeur directement dans dgstéme. Les réacteurs disposent

généralement de plusieurs entrées pour permetjeutiér des accessoires ou pour pouvoir
intervenir sur le milieu réactionnel. Par ces esgrpeuvent ainsi étre introduits dans le systeme
des capteurs de mesure physique (sonde de tenmeémslectrode de pH, sonde de pression...),
des sondes de distribution (liquide, gaz...), etd{@cetal., 1998).

» Classement des bioréacteurs
Les bioréacteurs peuvent étre classés selon :
- le mode d’alimentation : batch, continu ou semiHu ;
- le type de substrats : solide, semi-solide ouidig ;
- le nombre d’étages : mono-, bi- ou poly-étage.
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a/ Réacteurs en « batch »

La réaction est conduite de facon discontinue. ©derde réaction est préconisé dans le
cas de faibles volumes. Le systéeme est clos digaieimps de réaction. Une pointe d’addition
peut étre ajoutée au systéme en cas de régulatigpHd mais aucun substrat ou enzyme n’est
ajouté au systéeme. Le volume réactionnel est le enéniiagitation peut étre conduite de facon
homogene tout le temps de la réaction (figure 8J{i8 etal., 1998).

b/ Réacteurs en « fed batch »

La réaction dans ce cas est conduite differemmentéaction commence avec un petit
volume de substrat. La quantité du matériel biaogiprésente est en plus forte concentration
qgue lors d’'un systéme en batch et la réaction dé&naus vite. La matrice a transformer est
ensuite introduite en continu dans le réacteurvaleme total est en augmentation constante.
Cette technique, beaucoup utilisée dans le casrdeehtation microbienne (figure 9) (Sodini et
al., 1998).

¢/ Réacteurs continus

Dans ce type de réacteur, la cuve est alimenté&mwdirée en continu. Pour réaliser la
transformation, I'enceinte de la cuve est difféeetés deux autres précédemment citées puisque
une évacuation sélective est réalisée de facongaie@iniquement le produit sorte de I'enceinte
(figure 9) (Sodini eal., 1998).

Un des problémes majeur de ce type de procédé&rstdssement des membranes par les
différentes substances colmatantes résultant gérdion de transformation. En effet, ce type de
systeme nécessite un milieu réactionnel peu colasanon la mise en place de systemes de

pré-filtration (tamis, filtre...)

Afin d'augmenter l'activité spécifique de la bios@da formation d'un biofilm a l'intérieur
du réacteur est apparue comme une solution in@ressLe biofilm constitue un ensemble de
microorganismes inclus dans une matrice poreugmlyeneres biologiques. Il est fixé ou non a

un support.
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Parmi les réacteurs a biomasse fixée, Les réactelitsfixe sont des réacteurs les plus
utilisés, ils se composent d'un milieu réactiomeehpli d'un solide sur lequel vont se fixer les
bactéries. Le garnissage est un support inerteatl&envariée (roche, verre, plastique) et de
forme diverse (sphéres, cubes, grillage, lamell€®s réacteurs fonctionnent avec un flux
ascendant ou descendant. Les principaux avantages tipe de procédés sont leur facilité de
fabrication et l'absence de mélange mécaniquerésentent également une robustesse et une
bonne stabilité vis a vis des chocs organiquesi gin'un recouvrement rapide d'activité apres
une longue période d'arrét (Rajeshwarlet2000).

Cependant, il a été prouvé qu'une grande partia bi®@masse retenue dans le réacteur n'est
pas attachée et reste dans les interstices du su@jexi engendre le colmatage de certaines
zones du réacteur et réduit ses performances gusqgo' dysfonctionnement complet.
L'application d'un flux descendant a permis de irédie probléme majeur du colmatage (van
den Berg, 1986).

Hatch Fedhaich Coatinw

Baich Fedbaich Clontinu

Figure 9 : Les différents modes de fonctionnement d'undaioteur construit par 'homme

ou d'un bioréacteur naturel (lac) (Bernard, 2004).
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111.1.2 Biofilm et immobilisation

111.1.2.1 Définitions

Les cellules microbiennes s'attachent fermemenbudet surface immergée dans un
environnement aqueux. La croissance de cellulesoiniimmées comprend la multiplication des
cellules et la production de polyméres exo-celteki Ces derniers s'étendent a partir de la

cellule et forment une matrice enchevétrée dedibrganiques ( Tapia et Yee, 2006).

L'assemblage des cellules et des polyméres attatdq@selle leiofilm. C'est une surface
d'accumulation qui n'est pas nécessairement urgfodians le temps ou dans l'espace. Sa
structure est généralement adsorbante et porduse.résulte un dépdbt constitué de matériaux
adsorbés et piégés, tels que des solutés et desufea inorganiques, dans une matrice biotique
(Characklis, 1989).

L’ immobilisationcellulaire consiste a retenir et localiser detutgd microbiennes dans un
espace précis du systéeme de fermentation afin ehabtle hautes densités de biomasse active
(Karel etal., 1985).

Cette technologie, comparativement aux systemedldeas libres, permet d’augmenter la
productivité grace aux opérations en continu, adate densité cellulaire maintenue dans les
réacteurs et a la réutilisation des biocatalyse(®soboillot et al., 1994). De plus,
'immobilisation cellulaire limite les risques deortamination (Champagne ei., 1994),
augmente la stabilité plasmidique (D’Angio at, 1994; Huang etal., 1996) et, dans
immobilisation de différentes bactéries lactigupsrmet d’obtenir un équilibre stable entre les

populations relarguées (Sodini-Galloaét 1995).

[11.1.2.2 Etapes de formation de biofilm

La dynamique de formation du biofilm présente umportement décrit par une courbe

sigmoide qui peut se diviser en trois grandes étépmilear et Characklis, 1982) :

» Une phase de latence appelée également lag-phase
» Une phase de croissance caractérisée par la praalaget biofilm

» Une phase de stabilisation ou "d'equilibre”

37



Chapitre Il : Production biotechnologigue de I'ade lactique et du diacétyle

Le processus de formation du biofilm est identiquelle que soit la nature de I'effluent
traité (Gorris etl., 1988). Par contre, la durée de chaque étapergafion du biofilm dépend

du type de matériel utilisé comme support (Apilaetal., 1998) et des conditions opératoires.

1. La phase de latence

Cette période correspond au temps nécessaire pdarnhation de la premiere couche de

cellules fixées. C'est la succession de deux étapes

» Conditionnement organique de la surface du solide.

» Adhésion des cellules sur le support (Singhle2006).

2. La croissance du biofilm

Une fois fixées, les cellules se développent erranalonies et colonisent rapidement la
surface du support en produisant des polymeresomeaples du maintien de lintégrité
structurale du biofilm (Apilanez etl., 1998), particulierement importants dans lesdiassinter -
cellules (Annachhatre et Bhamidimarri, 1992). L'édion de nouvelles bactéries et des

particules du liquide dans la matrice du biofilnupent contribuer au développement du biofilm.

3. La phase d'équilibre

La couverture biologique sur un support est intégdans le cas des supports poreux ou
rugueux et reste partielle, limitée aux anfractidssipour des supports relativement lisses (Fox
et al., 1990). Le biofilm atteint son épaisseur maximunecune stabilisation de la biomasse
fixée lorsque la production de biomasse est comgeemar le détachement du biofilm a la
surface du fluide (van Loodsdrecht, 1996). Cettecbe biologique est donc un systeme
dynamique en équilibre entre la production des ebes cellules, liée a la croissance, et le
détachement (Heijnen at., 1989).

4. Le détachement

Le détachement est le résultat de plusieurs phémesn@an Loodsdrecht et Heijnen, 1996;
Nicolella etal., 2000) :
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La consommation et la lyse par d'autres microosyaes.
L’érosion, la perte permanente de biofilm due apmditions hydrodynamiques du fluide.

L’abrasion, la perte de biomasse attachée lorgalésions entre les particules.
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La desquamation, la perte rapide, massive et sstigna de biofilm. Elle a lieu surtout
avec des biofilms épais lors de changements em@émentaux brutaux comme une forte
diminution de la charge par exemple, ou la mortutate dans les parties internes

conduisent a une rupture de la liaison solide-loiofHorn et Morgenroth, 2006)
[11.1.2.3 Techniques d’immobilisation

Les différents moyens d’'immobiliser des cellulestbaennes comprennent I'attachement
a des surfaces, linclusion dans des matrices pesgula rétention derriere des barrieres
(membranes), la floculation et I'encapsulation.nclusion dans une matrice de polymere et
I'utilisation de membranes sont actuellement lethéues les plus étudiées pour la production
de ferments lactiques.

[11.1.2.3.1 Immobilisation dans des réacteurs a mebrane

La technologie des réacteurs a membrane consistgler un fermenteur a une unité
d’ultrafiltration ou de microfiltration. Les celles ne sont alors pas immobilisées dans une
matrice mais retenues dans le systéme de fermmmtp8rmettant la diffusion de composés
solubles de petite taille, selon la porosité dméanbrane choisie. Le renouvellement continu du
milieu de culture fermenté par addition de milieaid dans le systeme permet de diminuer
linhibition par les produits du métabolisme bawér Des densités cellulaires 10 fois plus
élevées qu’en fermentation batch classique pelalerg étre obtenues (Prigentatt 1988)

[11.1.2.3.2 Adsorption a un support préformé

L’immobilisation cellulaire par adsorption a une tnie préformée ou support solide est
basée sur I'affinité des cellules pour certainasases. Cette technique imite I'environnement
naturel des bactéries presque toujours associéks &urfaces et se développant en biofilms
(Dunne, 2002). L'adsorption est obtenue par la rarseontact du support et des cellules actives
pendant une période définie dans le bioréacteur.chimix judicieux de support inerte ne
nécessitant pas d'agent chimique pour l'adsorptmmmmet une immobilisation dans des
conditions douces résultant en une viabilité élede cellules immobilisées (Groboillot ait,
1994).
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[11.1.2.3.3 Immobilisation dans des matrices poreuss

Le procédé dimmobilisation cellulaire le plus réda consiste a inclure une culture
bactérienne dans une matrice poreuse par la @didic d’'une solution de polymerec-(
carraghénane, gomme de gellan, agarose, gélafigieate, chitosane). Ces polymeres sont
facilement disponibles et largement acceptés coranitifs alimentaires dans l'industrie.
Comme les matrices d’immobilisation résultent es Iifaitations de transfert de masse, les billes
de gel sont en général préférées aux films graeeragéométrie sphérigue augmentant la surface
(Groboillot etal., 1994).

[11.2 Production microbienne

La biotechnologie utilise les systémes biologiqpesr produire des produits chimiques
utiles a travers la biocatalyse (utilisation d'emmg) et la biosynthése a partir de ressources
renouvelables (Coutouly, 2001).

Les micro-organismes sont employés pour produiee grande variété de composés. Ces
composeés peuvent étre subdivisés en deux groupes,dont la production est associée a la
croissance (meétabolites primaires) et ceux donsylathése se produit apres la croissance

cellulaire (les métabolites secondaires).

Les métabolites primaires peuvent étre encore sidédi en vitamines et en acides aminés,
gui normalement sont produits dans les quantitéisantes pour la croissance cellulaire, et ceux
tels que I'éthanol et I'acide lactique, qui solidpits en plus grande quantité parce qu'ils sant le

produits métaboliques retrouvés au final (Couto2001).

Le diacétyle est un des produits traditionnels 'melustrie de fermentation du beurre et
produits fermentés et est un composeé non désiré estréliminé par un traitement d’autant plus

colteux que la concentration en fin de fermentatgtrelevée (Novel, 1993).

La production fermentaire de ces produits meétahekg finaux est exploitée
commercialement quand les approches chimiques otioweelles ne sont pas faisables ou trop
colteuses (Sergent, 1998).
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[11.2.1 Les lactocoques, I'acide lactique et le dizétyle

L'importance des ferments lactiques est grande damdustrie agroalimentaire et en
particulier dans I'industrie de transformationikie¢ (Thunell, 1988).

Les Lactocoquesont leur importance dans ces industries, ils sbagsés en souches
acidifiantes : Lactococcus lactissubsp lactis et cremoris et en souches aromatisantes :
Lactococcus lactisubsplactis biovar diacetylactiset Leuconostog¢Novel, 1993). Ces souches
sont utilisés en particulier pour la fabricationfdemage frais: Quarg, Féta, Cottage cheese, de
fromages a pate moelle: Camembert, Gouda, Edane®dramage a pate persillé: Roquefort et

autres bleus (Devoyod et Poullain, 1988).

Elles sont utilisées encore pour la préparationkéiir, du beurre et de certains laits

fermentés tel que le vili Finlandais (Tamine, 198&vel, 1993) .

En pratique, il convient de prendre en considgmateux aspects de la production
d’acide lactique ; la vitesse et le niveau maximh@lproduction, car il existe des différences
importants entre les genres, les especes et méire les souches d’une méme espece de
bactéries lactiques . Ainsi la quantité d’acidetitaee produite par les especes du genre
Lactobacillus est en général supérieur a celle formée par la#sesa genres utilisés
industriellement :Lactococcus, Streptococcus LeuconostocAvec les lactocoques, I'acidité

maximale correspond a un pH de 4,3 a 4,5 (Schebalt, 1994).

La vitesse d’acidification sur lait dépede la composition du milieu ,plus ou moins
adapté a la croissance des bactéries lactiquesdépend aussi de la température d’incubation ;
mais a leur température optimale de croissa@cknidt etal.,1994).

[11.2.1.1 L’acide lactique

La trés grande majorité des études sur les fermensalactiques ont porté et portent
encore sur les bactéries lactigues en raison dpBcafons industrielles dans le domaine

alimentaire pour la fabrication de fromages et dghypurt.
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Les bactéries lactiques constituent un ensemblemi&o-organismes capables de
transformer des sucres simples comme le lactode glicose en acide lactique (tableau 5). De
nombreuses bactéries lactigues sont capables dmupléc leur croissance cellulaire de la
transformation des sucres en lactate, et de powesgette bioconversion bien au dela de la

phase de multiplication cellulaire.

C’est un point important a souligner, car cela ex@ que méme dans des milieux non
optimisés, ces bactéries exigeantes en acides amirsburce azotée organique, peuvent réaliser
des bioconversions pondéralement importantes. De=g@és industriels de production d’acide
lactique, de forme D ou L en différents modes,&atdéveloppés a partir de lactosérum et autres

sous-produits agro-industriels.

C’est ainsi que des concentrations relativementééle d'acide lactique peuvent étre
observées. Dans des conditions controlées, desorbiersions totales ont été réalisées
facilement, non seulement des sucres simples cdmglacose ou le lactose, mais également de

polymeéres tel que I'amidon.

Tableau 5: Production de I'acide lactique par les différanseuches.

Production| Rendement| Productivité
Microorganisme Référence
ol o/g g/L/h

Rhizopus oryzae ATCC 83,0 0,88 2,6 Zhou etl. (1999)
Rhizopus oryzae NRRL 104,6 0,87 1,8 Park at. (1998)
Enterococcus faecalis RKY1 144.0 0,96 51 Yun etl. (2003)
Lactobacillus rhamnosus ATCC 67,0 0,84 2,5 Berry etal. (1999)
Lactobacillus helveticus ATCC 65,5 0,66 2,7 Schepers al. (2002)
Lactobacillus bulgaricus NRRL 38,7 0,90 3,5 Burgos-Rubicet al. (2000)
Lactobacillus casei NRRL B-441 82,0 0,91 5,6 Hujanen eal. (1996)
Lactobacillus plantarum ATCC 41,0 0,97 1,0 Fu etal. (1999)
Lactobacillus pentosus ATCC 21,8 0,77 0,8 Bustos etl (2004)
Lactobacillus amylophilus GV6 76,2 0,70 0,8 Vishnu etal. (2000)
Lactobacillus delbrueckii NCIMB 90,0 0,97 3,8 Kotzanmanidist al(2002)
Lactococcus lactis ssp. lactis IFG 90,0 0,76 1,6 Roble etal. (2003)

[11.2.1.2 Le diacétyle
Les bactéries lactiques aromatisantes conimetococcus lactissubsp cremoris,

Lactoccocus lactissubspcremoris produisent des composés aromatiques principalemhee
diacétyle qui produit au goQt des produits f(Bisleyres, 2003).
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Sa synthese est relativement simple et se faileerx étapes a partir du pyruvate : la
premiere est enzymatique (grace a I'enzyiraxetolactate synthase), la seconde est chimique

(décarboxylation non enzymatique).

Le tableau 6 montre le niveau de production deétijde et d’acétaldéhyde chez les lactocoques.

Tableau6 : Production de diacétyle et acétaldéhyde pakdesocoques
(Novel et Lequerler, 1995).

Espece et souche Diacétyle (1g /ml) Acétaldéhyde (1g /ml)
Lactococcus lactisubsp lactis. 0,05- 0,10 0,7-2,3
Lactococcus lactisubsp cremoris. 0,05-2,3 0,3- 3,7
Lactococcus lactisubsp diacetylactis. 0,6 - 55,0 2,2 - 113
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Chapitre I : Matériel et méthodes

[.1 Matériels

I.1.1 Souches

Les souches utilisées pour les essais de fermemtatie lactosérum déprotéiné

supplémenté ou non sont des lactocoques isolédsgbe (2006) (tableau 7).

Tableau 7: Souches utilisées pour les essais de fermentation.

Souches Nom des especes Origine Saison de lieu
I'isolement
Lc.I9 Lactococcus lactisubspactis | Lait de chévre | Printemps Moyen Cheliff
Lc.d4 Lactococcus lactisubsp lactis | Lait de chévre | Printemps Moyen Cheliff
biovar. diacetylactis
Lc.l9 etLc.d4 | Lactococcus lactis dtait de chévre | Printemps Moyen Cheliff
Lactococcus diacetylactis

|.1.2 Substrat : Le lactosérum

Le lactosérum, sous-produit de la fabrication dumiage ou de la caséine, peut étre défini
comme étant un lait privé de caséine. L'intérétéarce produit dépend essentiellement de la
fraction protéique, du lactose et des vitaminesrdgaubles qu'il renferme (tableau 8). Les

autres constituants (sels minéraux et acide lag}igont considérés tres souvent comme des

facteurs limitant de l'utilisation (Imbert-Pundayé&877).

A chaque type de fromage correspond un lactoséartitplier. Il est donc impossible, du

fait de la grande variété des fromages d'admetieecomposition standard (Bertrand, 2002).

1.1.2.1 Types de lactosérum

Le lactosérum est un produit de grande valeur trarrielle, il se présente sous deux

grandes catégories (Kossevalkt 2007).
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> Le lactosérum doux qui est également appelé lattosée fromagerie : Il résulte de la
coagulation du lait par la présure (Boudier et latqd981). Son pH peut varier de 5,2 a

6,7 (Kosseva ddl., 2007).

> Le lactosérum acide : Il s’agit de sous produitd’éaboration de caséine, de fromage
frais, la fermentation naturelle produit de I'acidetique qui donne une acidité élevée au

lactosérum. Son pH varie de 3,8 a 4,6 (Kosseah,2007).

Tableau 8: La composition moyenne des lactosérums (en %ddigxsec).

Lait Lactosérum %

% Doux Acide
Eau 87,6 93,5 93,5
Matiére séche (ES) 12,4 06,4 06,5
Matiere grasse 03,4 0,05 0,04
Protéine soluble 0,70 0,55 0,55
Azote non protéique 0,50 0,18 0,18
Lactose 04,7 04,8 04,9
Sels (cendre) 00,9 00,5 00,8
Acide lactique 01,5 0,05 00,4

Source : Lupien, (199A0., (2002).

1.1.2.2 Procédé de fabrication de lactosérum en pdee

Du fait que sa température et sa composition faeatila croissance bactérienne, le
lactosérum est soit soumis aux procédés industioels de suite aprés sa collecte, soit il est
rapidement refroidit a 5°C pour arréter temporagstrla croissance bactérienne. Les caséines
résiduelles et le gras sont éliminés en premies. tBehniques de précipitation variables ont été
utilisées a l'origine pour isoler les protéineslattosérum, mais de nos jours la séparation par
membrane (fractionnement) et les techniques chiagregphiques sont les plus utilisées en plus

de la précipitation (Imbert-Pundaven, 1977)

Tous les types de lactosérum peuvent étre séchégt@aisation mais chaque type exige

une température spécifique. Le lactosérum dousrestfacile a traiter que le lactosérum acide

(Imbert-Pundaven, 1977)
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1.1.2.2 Identification du lactosérum en poudre utiilsé

La poudre de lactosérum utilisée dans nos expétatiens est de type doux dont les

mentions d’étiquetage sont les suivantes :

» Marque :Eminfood.
» Dénomination commerciald_actosérum doux.
» Pays d'origine Espagne.
» Composition :
- Humidité : maximur 56.

- Protéines brutes : 12,0 %.

- Cendre : minimum 11,0 %.

- Lactose : minimum 65,0 %.

- Chlorure NaCl : maximum 4,9 %.

Lot de fabrication : 186-7.

Date de fabrication : 05/07/2007.
Date de péremption : 05/07/2008.
Poids net : 25 kg.

Précautions d’emploi :
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- Fabricdeins I'union européenne pour usage industriel
- Conserdans un endroit frais et sec
» Emballage : des sacs de 25 kg en papier doubld keaiballage extérieur) et en
plastique (emballage intérieur : en contact diesefc la matiere).
» Fabricant: la sociéeté EMINPACK, S.A, sise Avenide Esplugues, 77-080034
Barcelone, Espagne.
» Exportateur : PMS INTERNATIONAL, S.L.
» Importateurs :

- DISTRIM SPA, sise Zone industrielle de RéghaiatiHAlger ; Algérie (Tel 021 84 71
16/17/18 info@distrimspa.com

- DISTRIM ORAN, sise Zone industrielle de Nedjemdot. N°. 04, Sidi Chami Es Senia,
31000 Oran, Algérie (Tel 00 213 41 59 71 28, FaX08 41 59 70 75).
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[.1.3 Milieux biologiques
1.1.3.1 Milieu de dénombrement

Pour cultiver et dénombrer les streptocoques laeigqnésophiles Petransxienne et Hapied
(1981) recommandent l'utilisation du milieu M17 ldtan et agar qui favorise leur croissance.

[.1.3.2 Milieux de conservation

Les milieux utilisés sont :
» Geélose M17 pour une conservation a courte durée.

» Milieu LTSG pour une conservation a longue durée.
1.1.3.3 Milieu de culture

» Milieu M17 gélose.
> Milieux préparés a base de lactoserum déprotéimgplémenté ou non dont les
ingrédients utilisés sont :
- Extrait de levures.
- Mg SQ..
- Acétate de sodium.

- Acide citrique.

1.1.4 Support utilisé « la pouzzolane »

Le support utilisé est du pouzzolane, une rocherespondant a des projections
volcaniques, scoriacées, essentiellement stromraie et basiques, de composition basaltique,
de couleur noire au rouge selon le degré d'oxydatiofer présent (magnétite ou d’'hématite).

Cette roche siliceuse éruptive dans la partieadlisé représente selon le gisement d’ou
elle est extraite entre 80 et 100 % du volume delesgphoto 1). Disponible en Algérie est
présentant des caractéristiques intéressantes lpodixation des cellules par adsorption
(Menoret, 2001).
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Photo 1: La pouzzolane (vue sous une loupe binoculaire).

1.1.4.1 Origine

Ce matériau est originaire d’El Kelkoul (Bouhamidi)i se situe a 25 Km de Béni-Saf, a
I'Ouest de I'Algérie. Selon Minoret (2001), il m@nte les caractéristiques physico- mécanique

et composition chimique suivantes (tableaux 9 et 10

Tableau 9: Caractéristique physico- mécanique de la poarenl

Rétention en Pouzzolanicité sleaiEnce
Densité pH eau% Asphyxie % Mécanique
Granulat (Kg/m?)
08-1,13|65-7 19 -33 faible 85 33,2

UBce : Minoret (2001).

Tableau 10: Composition chimique de la pouzzolane.

SiO; AL,03 | FeOs3 CaO MgO | Na,O K20 SGs
% % % % % % % %

46,10 17,5 10,5 10,5 3,8 3.4 1,5(¢ 0,4

Soeirdviinoret (2001),
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1.1.4.2 Porosité de garnissages utilisés

Un milieu poreux est un matériau constitué desiqdes solides cimentées entres elles et
formant un squelette autour du quels subsisteniedpaces vides. L'autre phase qui est fluide,
occupe le volume poreux constitué par les espades de la phase solide. La porosité (degre de

vide) c'est la fraction volumique occupée parUgdié entre les grains (Menoret, 2001).

Volume d’eau nécessaire a la saturation

o=
Volume du matériau saturé

@ : Porosité totale du matériau.

1.1.4.3 Densité et masse volumique

La masse volumique apparente d’'un matériau estndesn effectuant le rapport masse
séche sur volume. Cette mesure prend en compte ldzstisnation du volume, les vides

ménagés par la porosité du matériau. La masse iqens’exprime en Kg.i

L’augmentation de volume et de masse provoquééipgioduction du matériau dans une
éprouvette d’eau permet d’estimer sa masse volumiéelle, c’est a dire le rapport entre masse
de matériau sec et le volume qu’il occupe sang miscompte des vides. La densité s’obtient en
faisant le rapport entre la masse volumique rékllenatériau et celle de I'eau (Menoret, 2001).

Am

— matériau
P matériau
Av

matériau

: la masse volumique du matériau (Kg)m

10 matériau

d — p matériau

peau

d : Densité de matériau , le cas de pouzzolanenait® est égale a 1,02 (Menoret, 2001).
1.1.4.4 Aire spécifique

L’aire spécifigue As d’'un matériau correspond &uaface totale des particules par unité
de volume. L’hypothese de la sphéricité des pddscast couramment admise pour estimer As.

Le cas de pouzzolane, la surface spécifique dst@sg > 5900 chv g (Menoret, 2001).
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1.1.4.5 Diametre des grains

Les diameétres des grains utilisés sont 1,25 mmmbd et 6,25 mm. Ces trois (03)
diametres ont été choisis selon la disponibilité tZenis par contre la sélection des valeurs des

diamétres des différents tamis a été effectuéelpsunisons suivantes :

> 1,25 mm : pour diminuer les angles trés aigus gésgntent des taux d’abrasion trop
élevés et qui sont défavorables a la colonisdtimetérienne, tout en tenant compte du
volume du vide qui doit étre supérieur & 40 %. Myret Van Den Berg (1981)
rapportent la détermination d’'une taille optimale pore pour 'immobilisation des

cellules, elle est de 1 a 5 fois celle de la cellul
» 6,25 mm : pour éviter le colmatage du bioréactefamriser la fixation des cellules.

» 04 mm : il était le seul disponible entre les ddiametres choisis (photo 2).

Photo 2: les différentes granulométries utilisées de lazzolane.

[.1.5 Diluant, réactifs et autres matériels

L'eau physiologique est un diluant préparé selapésat (1997) par dissolution de 9 gr de
NaCl dans un litre d’eau distillée suivi d'un alévage a 121°C pendant 15 minutes.

De nombreux réactifs ont été utilisés dans nosraxpétations et qui seront cités dans les

méthodes utilisées.

Par contre les autres matériels utilisés sero@s cans les essais de fermentation.
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.2 Méthodes

[.2.1 Repiquage et revivification des souches utiées

Les souches utilisées sont sous forme congeléesileimes pures. Elles sont activées et
maintenues par repiquage de la fagon suivante :
» Prendre 1ml d’inoculum dans 9 ml de milieu de ssance (le plus souvent M17

bouillon pour les lactocoques).

» Incuber a 30°C pour les ferments mésophiles peng@2riteures ensuite stocker a 4°C
(Guiraud ,1998).

[.2.2 Contrdle de la pureté des souches bactérierméPurification)

Cette technique consiste a effectuer des repiquagssessifs sur bouillon M17 jusqu’a
I'obtention des colonies bien distinctes et homegerLa purification des souches sur milieu

gélosé se fait par la méthode de stries (Guira@@B)L

La pureté des souches est confirmée par des olisas/anicroscopiques a |'état frais et
apres coloration de Gram avec une recherche datddase aprés chaque repiquage (Annexe).

Les bactéries a Gram positif (+) et catalase ngasont retenues.
1.2.2.1 Examen morphologique

a. Colonies

Les caractéristiques (la forme, I'aspect, la cdasise, I'opacité, et la couleur) des colonies
développées sur milieu gélose M17 sont examinéeshzrvation directe (Guiraud ,1998).

b. Cellules

Cet examen consiste a observer, a I'aide d'un recmpe, la morphologie des cellules,

leur taille, leur mode de regroupement (Guirau®g)9
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D’aprés Guiraud (1998), des caracteres structumauwent éventuellement étre mis en
evidence par le biais de la coloration de Gram €&ah qui est effectuée sur frottis. Cette
derniere permet une distinction des bactéries ar geands groupes, en fonction des colorations
finales des cellules. Les bactéries a Gram pasitift de coloration violette et celles a Gram
négative sont de coloration rose. Ces différenoesdues aux structures de la paroi bactérienne.

1.2.2.2 Test physiologique : Recherche de la catzia

Cette enzyme empéche 'accumulation de I'eau oxg€hrbO,) dont I'action serait |étale

pour la cellule bactérienne. Elle catalyse la iéactuivante :

> L’eau oxygénée est issue de la voie respiratoiyelatkve chez les bactéries ;

> L'oxygéne libéré se degage sous forme gazeuse.

Pour la mise en évidence de cette enzyme, on gréiee colonie jeune développée sur un
milieu gélosé, et on la dépose sur une lame contedeux gouttes d’eau oxygénee a 10
volumes. On réalise alors une suspension en ésbégrieusement la préparation bactérienne. Si
la souche examinée possede une catalase, ellataelstse positive et on observe un dégagement
immédiat de bulles gazeuses. Dans le cas contringy a pas de dégagement de gaz
(Guiraud ,1998).

|.2.3 Conservation des souches

Pour assurer une bonne continuité du travail, dectxniques sont utilisées pour conserver

les souches et qui sont :

» Conservation a + 4°C : Elle est utilisée pour umeservation des souches a courte durée,

cultivées sur gélose a 4°C pour les réutiliser.

» Conservation a - 20°C : Elle est employée pour cor@servation des souches d'un a
plusieurs mois. Elle s'effectue en congelant de#ums jeunes, non incubées
ensemencées massivement (5 %) sur milieu LTSG ldagiycérol (25 a 30 %) joue le

réle d’'un cryoprotecteur (Choisy, 1997; Aubert, 899
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[.2.4 Préparation des milieux a base de lactosérum

Actuellement, les protéines et le lactose du lagtos sont les deux types de substances
qui suscitent le plus d'intérét pour la valorisatét la bio — transformation (Dlamini Abednego
etal., 2007). Le lactosérum déprotéiné représentesiduéde |'opération de concentration des
protéines ainsi un produit valorisé constituant wwenue de recherche intéressante et la

fermentation en offre la possibilité (Jacques, 3993

En effet, le milieu d'isolement des lactocoquesppis® souvent par plusieurs auteurs est le

lactosérum enrichi (Kossevaadt, 2007).

[.2.4.1 Traitement du lactosérum

Le principe consiste a solubiliser la poudre déosé&rum a raison de X % (P/V) d’extrait

sec puis le traiter comme suit :

» Separation des protéines qui se fait par actiojugoge d’une acidification du
milieu a un pH de 4,6 a l'aide d'acide fort (acidalfurigue 0,1N ou HCI
concentré). Ce pH représente le point isoélectribpuboculation des protéines.

» Chauffage dans un bain-marie réglé a une tempérdeuf0 °C a 95 °C pendant 20

minutes.

> Filtration du sérum apres décantation qui est &ffse plusieurs fois jusqu’a
'obtention d’'un sérum limpide, le pH du filtrat tesnsuite ajusté a 5,6 par une
solution de NaOH (1N). C’est le pH optimal pour lestocoques (Guerra et
Pastrana, 2007).

> Le sérum déprotéiné ainsi obtenu, est autoclayd i °C pendant 10 minutes
(Guerra et Pastrana, 2007).

Ce traitement est appelé déprotéinisation du léatos (figure10).
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Lactosérum dilué a différents extraits
secs

|

Acidification par ajout d’acide
chlorhydrique concentré (quelque
gouttes)

Décantation

!

Filtration et séparation des protéings
et le sérum déprotéinisé

!

Ajustement de pH du sérum déprotéinis€ a
5.6 par ajout de NaOH (0,1N)

19

Les Sérum
protéines déprotéinisé

|

Autoclavage a 110°(Q
pendant 10 min ]

!

Refroidissement et
conservation a 4°Q

Figure 10: Diagramme de déprotéinisation du lactosérum (@uet Pastrana, 2007).
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1.2.4.2 Optimisation de I'extrait sec du lactosérum

Cette étape a été basée sur le suivi du pH editécDornic qui est une expression de

I'acidité développée dans un lait par transfornmatia lactose en acide lactique.

Les courbes d’acidification et de biomasse en fonctu temps peuvent étre tracées

(Bradly etal., 1992) et I'extrait sec optimal sera utilisé daaséssais de fermentation.

Les différents extraits secs (tableau 11) ont &iectionnés a partir de différentes

évolutions du pH et de l'acidité Dornic (exprimaeacide lactique) pour les extraits secs de 2 a
50 %.

Tableau 11: Les différents extraits secs sélectionnés poptiinisation d'un milieu de

culture a base de lactosérum (en % d’extrait sec).

Souches pures et mixtes Extrait sec du Igct_osé_rum destiné a la
déprotéinisation (%)
Lactococcudactis subsplactis 05 06 | 06,5| 07 08
Lactococcudactis subsplactisbiovar.diacetylactis | 05 06 | 06,5| 07 08
Culture mixte des deux souches de taux (1.1) 05 06 | 06,5| 07 08

1.2.4.3 Supplémentations du lactosérum déprotéiné

Nous ajoutons au milieu de lactosérum déprotéindnigrédients suivants avec différentes
concentrations (tableau 12) :

+ Extrait de levure ;
* MgSG;

Par contre, les ingrédients acétate de sodiuna@te citrique sont ajoutés respectivement
a des taux 0,25 % et 0,4 %.
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Tableau 12: Les différents ingrédients ajoutés au lactosédaprotéiné (en % d’extrait sec).

Les ingrédients lactosérum déprotéiné supplémenté ou non (%)
Aucun ingrédient Moo - - - -
Extrait de levure Moo /0,1 Moo /0,3 Moo /o5 Moo /o7 Moo /1
Mg SQ Moo/ 0,5/ 0,15 Moo/o5702 | Moososio2s | Moo/osio3 -
Acétate de sodium M00/0,5/0,3/0,25 - - - -
Acide citrique Moo/o,5/013/014 - - - -

Moo: Milieu & base de lactosérum déprotéiné non sopgiée ;Moo /0.1, 03, 05, 0.7, et Milieu & base de
lactosérum déprotéiné + les différentes conceptatde I'extrait de levureMoo ;05 0.15, 0,20, 0,25 et 0,30
Milieu a base de lactosérum déprotéiné + 0,5 %réxde levure + les différentes concentrationd/de
SOy; Moo/ 0503025 Milieu a base de lactosérum déprotéiné + 0,5&xtiait de levure + 0,3 de Mg $0
+0,25 % d’acétate de sodiumMbo 050304 Milieu & base de lactosérum déprotéiné + 0,5éxtlait de
levure + 0,3 de Mg S0+0,4 % de acide citrique.

1.2.4.4 Ajustement du pH

Le lactosérum doux a un pH égale a 6,2, il estt@jass,6. Ce dernier est un pH optimal

pour la croissance des lactocoques (de Roiss&®)19

[.2.4.5 Stérilisation

Les milieux ainsi préparés subissent un autoclawagiElO °C pendant 10 mn afin

d’éliminer toute charge microbienne contaminante.

|.2.5 Essais de Fermentation

Apres refroidissement a 30 °C, on procede a unnemiseement a 3 %, 5 % et 10 % par
Lactococcuslactis subsp.lactis (Lc.19), Lactococcusactis subsp.lactis biovar. diacetylactis
(Lc.d4) et la culture mixte des deux souches avec un ratofl.1) de 18 h et 24 h d’incubation.

1.2.5.1 Réactivation des souches et préparation ¢k pré-culture

[.2.5.1.1 Préparation des inoculums

Avant chaque préparation, un aliquote de chaquehsoest repiqué sur une boite de
gélose M17 et incubé a 30 °C, 24 h a 48 h (figlre Aprés croissance, une colonie est prélevée
stérilement a l'aide d’'une 6se et mise en suspargims un flacon de 100 ml contenant 20 ml

de bouillon stérile adapté a chaque micro-organiigere 12), a savoir le milieu M17 bouillon
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et le milieu a base de lactosérum déprotéiné somglé& ou non par les ingrédients. Cette
premiéere pré - culture est conduite a 30 °C, sowsagitation de 150 trs/mn, durant 72 h. Afin
de s’assurer que toutes les cellules sont dansthaenétat physiologique, une deuxieme pré-
culture est réalisée. Des flacons de 150 ml conte#d ml de bouillon sont alors inoculés avec
1% de suspension cellulaire issue de pré-cultugedoiente, et incubés pendant 48 h a 30 °C et
150 trs/mn.

Cing millilitres de chaque culture sont ensuitetdémgés a 2000 g pendant 10 min a
température ambiante. Les culots sont homogénéaesun volume d’eau physiologique stérile
(9%o de NaCl) de maniére a obtenir une concentraiprivalente & TOUFC/ml. L'équivalent de
10° UFC de suspension bactérienne (selon le milieuutterre), est mélangé et ajusté dans un

volume final de 10 ml d’eau physiologique stérBe%o de NacCl).

Boite de pétri

Cclonie isolée

bien distinct
= 16'! R = 2em€ R [t 3eme R

le—— Tubes a essai

[“— Milieu de cultur

R : Repiquage

Figure 11: Relance de I'activité des lactocoques.
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Inoculations

Flacon:

Agitateur

Barreal magnétiqu

1%®pré-culture 2°™pré-culture

Figure 12: Préparation des pré-cultures des souches eslisé

[.2.5.1.2 Préparation des cultures meres « CultuseStocks »

La préparation de la culture mére comprend une si&rirepiguages avec augmentation des
volumes ensemencés. Il existe de nombreux schémafhiication de ces cultures. Tous

dérivent de techniques de repiquage par divisiopasunultiplication (Erk, 1987).

Dans notre cas, la préparation des cultures met#sées dans les différentes
fermentations a été fait par division car selon,Hfl987), cette méthode présente plus de
sécurité sur le plan bactériologique. Cependamblesservation prolongée des souches a 4 °C
peut entrainer une perte d’activité (figure 13).

Par contre la méthode par multiplication, bien He’'@ssure une activité optimale des

souches, augmente les risques de contaminatianddsequilibre des cultures.
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Y

4ér

3*™ jour Enser
Incubation »
30 °C

—

Pré-culture

1% jour
Incubation
30 °C

2°™ jour Qj
Répartition de 3, 5 et 10 %
et conservation a 2 °C

Figure 13: Préparation des cultures meéres par la méthodepilguage par division (Erk, 1987).

a/ Influence de l'extrait sec et les ingrédientsrsula production de l'acide

lactique

Les réactifs et matériels nécessaires pour prépegeanilieux de fermentation sont décrits
dans le tableau 13. L'objectif est de sélectiorleemilieu dont I'extrait sec optimal permettra
une production optimale et rapide de l'acide lagtigar les souches. Pour cela, une poudre de
lactosérum est diluée a des difféerents taux (pabl¢au 11) dans 100 ml d’eau déminéralisée.
Le mélange est déprotéiné puis autoclavé a 110 €@lgnt 10 minutes. Une solution est
préparée pour 2 essais avec chacune des souchescetn meélange des 2 souches. Les essais de
fermentation réalisés ont été conduits en conditidlanaérobiose a 30 °C. Le bouillon M17,
autoclavé a 121 °C pendant 15 minutes et maintarsugusion (45 °C) jusqu’a son utilisation,
sert de témoin pour veérifier la bonne croissance stmiches dans les conditions choisies de
fermentation. Le pH, I'acidité et la biomasse dagtre culture sont contrélés at=0, 3, 6, 9, 12,
15, 18, 24, 48, 72 heures d’incubation.

Tableau 13 Réactifs et matériels pour préparer les milieexatmentation

Réactifs Matériel
Bouillon et gélose M17 Agitateur mécanique
Lactosérum déprotéiné a un extrait $dtatériel courant de laboratoire (bain matie,
optimal étuve, balance, etc)
Eau déminéralisée
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b/ Influence du taux et l'age de l'inoculum sur Igproduction de l'acide
lactique
Les réactifs et matériels nécessaires pour prépesemilieux de fermentation sont les

mémes décrits dans le tableau 13.

Le second paramétre a déterminer est le tauxget lanoculum optimaux permettant des
productions optimales et rapides de l'acide laetigudu diacétyle par les souches. Pour cela,
une solution de lactosérum dilué a 6,5 % (p/v) ddem$eau déminéralisée est déprotéiné puis
autoclavé a 110 °C pendant 10 minutes. Cette soléist répartie dans des flacons de 500 ml en
aliquotes de 100 ml. Les souches sont inoculééééaetes concentrations (3, 5 et 10 %) de 18
et 24 heures (tableau 14). Un suivi de l'acidifimatet production d’aréme de chaque milieu est
réalisé en mesurant régulierement le pH, aciditthideexprimée en acide lactique, la biomasse
et le diacétyle pendant 72 h.

Le bouillon M17 additionné a 38 g/l du lactoseest $olutions de lactosérum déprotéiné et
autoclavé (100 ml) sont ensemencés avec chaquereltaux d’inoculation 3, 5 et 10 % de 18
et 14 h). Les cultures, réalisées dans des fladertSO0 ml, sont incubées a 30 °C sous faible

agitation (100 trs/mn).

Tableau 14: Les différents taux et ages d’inoculum testés.

Age (heure) | T.l. (%) Souche
Lc.19 Lactococcus lactis
03 Lc.d4 Lactococcus diacetylactis
Lc.l9 + Lc.d4 Lactococcus lactis + Lactococcus dipdactis
Lc.19 Lactococcus lactis
18 05 Lc.d4 Lactococcus diacetylactis
Lc.l9 + Lc.d4 Lactococcus lactis + Lactococcus dipdactis
Lc.I9 Lactococcus lactis
10 Lc.d4 Lactococcus diacetylactis
Lc.l9 + Lc.d4 Lactococcus lactis + Lactococcus dipdactis
Lc.I9 Lactococcus lactis
03 Lc.d4 Lactococcus diacetylactis
Lc.l9 + Lc.d4 Lactococcus lactis + Lactococcus dipdactis
Lc.I9 Lactococcus lactis
24 05 Lc D4 Lactococcus diacetylactis
Lc.l9 + Lc.d4 Lactococcus lactis + Lactococcus dipdactis
Lc.I9 Lactococcus lactis
10 Lc.d4 Lactococcus diacetylactis
Lc.l9 + Lc.d4 Lactococcus lactis + Lactococcus dipdactis

T.l. : Taux d’Inoculation.
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[.2.6 Traitement du support « pouzzolane»

Afin d’éliminer toute substance contenue dans lazgolane susceptible de se solubiliser

dans le milieu réactionnel, la pouzzolane estéeafiar rincage a I'eau distillée, puis immergée

dans l'alcool 96 % pendant 24 heures. Ensuite,edterincée a I'eau oxygénée afin d’éliminer

toute trace restante. Apres plusieurs rincageeaa Histillée, le support est séché a 102°C dans

une étuve pendant toute une nuit, jusqu'a poidstanoh Enfin, la pouzzolane est stérilisée a

150°C pendant 30 minutes.

Les réactifs et matériels nécessaires pour prépamrpport pouzzolane sont décrits dans

le tableau 15.

Tableau 15: Réactifs et matériels pour préparer le suppauzpolane.

Réactifs

Matériel

Eau déminéralisée
Alcool a 96 %
Eau oxygénée a 30 V

Pouzzolane
Matériel courant de laboratoit

(étuve, balance, four a moufle, .|..

e

etc)

|.2.7 Mises en oceuvre des bioréacteurs

1.2.7.1 Dispositifs de fermentation en culture disontinue « batch »

Dans notre protocole expérimental, nous avons rearggremiére étape des fermentations
en discontinue « batch » a cellules libres et imitisg@ies sur le support inerte appelé pouzzolane
dans des fermenteurs composants du montage expé&intel qu’il est schématisé dans les
figures 14 et 15.

La fermentation est faite dans des récipients dedoparallélépipédique en verre de

volume de 1,5 L. Ce réacteur est mis dans un baiwege a une température de 30°C maintenue

a l'aide d’'un thermoplongeur de type Heidolph.

61



Chapitre | : Matériel et méthodes

Thermoplongeur

< — Orifice de
\ prélévement
Bac —»
=P < - Agitateur
< [ .
Baffles — L » < Thermometre
Eau chauffee > =
J - Milieu de culture
PN
~_ -

Figure 14: Culture en batch a cellules libres.

PN Orifice de
prélevement

== Thermométre
Baffles——»/] < Agitateur
Milieu de
culture
Grains de
pouzzolan
< Barreau
) ( W magnétique
e D)
P J mécanique

/ /

Figure 15: Culture en batch a cellules immobilisées swwulgport pouzzolane.
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[.2.7.2 En culture continue

Dans notre protocole expérimental, nous avons reargeuxieme étape des fermentations
en continue dans un bioréacteur composant d’un agenéxpérimental tel qu’il est schématisé
dans la figure 16 et photo 3.

Le dispositif est constitué d’'une colonne fabriqgadease d’'un polymere alimentaire de 15
cm de hauteur, 5 cm de diametre et de 300 ml dieme garnie par la pouzzolane. Cette
colonne est stérilisable par un autoclavage de°’C2gendant 20 mn. En fond de la colonne, est
disposée une grille qui empéche le support d’obstforifice d’alimentation ascendante. Elle
est equipée par un moteur d’agitation permettdrdndogénéiser le milieu de culture avant son
envoi grace a une pompe doseuse (de marque Prdn@R€) et ainsi d’éviter qu’une fraction

décantable ne se dépose.

Colonne double paroi C

Sortie de 'eau «— =

< Décanteur

Grains de pouzzolane  ___|

r s

et {Deeaes

Eau chauffée a 30 °C o

l - -
<« Orifices de
prélevement

Bonbonne de

Bonbonne , .
le__ recupération

d’'alimentatior

Pompe doseuse

Milieu de cultute Agitateur mécanique

Figure 16: Culture en continu a cellules immobiliséeslswsupport pouzzolane.
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' Bonbocr{he_x»’rllli:fé.-"

d’alimentation Agitateur

PR "\mjiiw

Prélevement

LS .

Photo 3: dispositif de fermentation en continu sur suppouzzolane.

|.2.8 Stérilisation des matériels utilisés dans lesssais de fermentation

Pour éviter toute contamination, un autoclavage &fiectué a une température de 120 °C
pendant 15 a 20 min des colonnes munies de gageised fermenteurs ainsi que leurs
accessoires exception faite de certaines partied ko stérilisation est effectuée par I'eau

oxygénée pour des raisons pratiques (agitateurmue pompe doseuse, etc).
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[.2.9 Immobilisation

Un volume de culture « stock » pris a la phaseostadire est introduit dans les colonnes
et fermenteurs de la culture en discontinu de tslbete que le lit de garnissage soit

complétement immergé.

Pour apprécier le temps de la phase d'immobilisasiar les trois granulométries, un suivi
a été effectué sur I'évolution de la biomasse deshes utilisées aprés un temps de sé€jour de 18,
24, 48 et 72 h en fonction :
> la différence des poids de la pouzzolane avanmibiilisation et celui d'aprés a
I'état frais et sec (PI-PF et PI-PS).
> l'évolution de la D.O. dans le surnageant (récup&ré=18, 24, 48, 72), dans la
solution du premier lavage (a t=18, 24, 48, 72)ats la solution du deuxieme
lavage (a t=18, 24, 48, 72). Dans ce cas, le laeatjeffectué pour récupérer les
cellules fixées et éventuellement pour apprécierclapes de la fixation (King et
Zall, 1983; Buccarello, 2005).

Des observations obtenues en parallele par phqiograeront illustrées dans la partie

résultats et discussion.

|.2.10 Parametres d’étude

1.2.10.1 Evolution du pH

Le suivi de l'acidité est effectué par la mesure#tudes échantillons dont la sonde du pH-
meétre de type Hanna est mise directement dansardition.
[.2.10.2 Assimilation des sucres

Selon Gautier adl. (1954), le lactosérum est déféqué par le rédetPatein. La quantité
du lactose est évaluée en déterminant le pouvtataioe. Pour tenir compte du volume de
précipitions opéreé suivant le procédé dit « doulilgion», deux prélevements identiques du

lactosérum sont amenés apres défécation a des esldifférentes ayant entre eux le rapport 1/2

1.2.10.3 Etude du pouvoir acidifiant

L’acidité Dornic est une expression de l'acidit&eléppée dans un lait par transformation

du lactose en acide lactique. 1 °D = 0,1 g d’ataddque/ L de I'échantillon.
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Il s’agit d’ajouter a I'échantillon le volume né&saire d'une solution alcaline (soude
0,1N) pour atteindre le point de virage d’un indiiza coloré (Phénophtaléine a 1 % qui passe de
I'incolore au rose). Le pouvoir acidifiant des sbes est suivi dans des intervalles de temps
déterminé par la durée de I'essai. La courbe dification en fonction du temps peut alors étre
tracée (Bradly eal., 1992).

L’acidité titrable mesurée est assimilée a deséteornic (°D), dans ces conditions 1 °D

correspond a 0,1 ml de soude de 0,1 N.

[.2.10.4 Evolution de la biomasse

L’évolution de la biomasse en fonction du tempété@ déterminée par la mesure de la
densité optique a 600 nm (Pierreakt 1992). En parallele, pour estimer le développendest
bactéries au cours de lincubation des culturesegunous avons employé la méthode des

dénombrements sur gélose M17.

1.2.10.5 Dosage des substances aromatiques: dosdgealiacétyle

1 ml de culture est prélevé dans un tube a esspii @&n ajoute 1 ml de solution de
CARREZ 1, 1 ml de CARREZ 2 et 2 ml d’eau distiltde mélange subit en suite une filtration.
On ajoute a 0,4 ml de filtrat obtenu, 1 ml d’undéuson d’'a- naphtol & 0,5 %, 1 ml d’'une
solution de créatine a 5 % dans NaOH 1N et 2,6’eduldistillée. Apres agitation, on laisse le

mélange réactionnel pendant 30 minutes.

L’absorption de la coloration développée est mesul@ns un spectrophotometre a 420
nm. La concentration en diacétyle est déterminéecpaparaison avec une courbe étalon
(annexe) en utilisant le diacétyle pure dans livale de 0 a 3 ppm de concentration
(Westerfeld, 1945).

[.2.11 Autres méthodes

Des déterminations physicochimiques ont été eféagisur le lactosérum déprotéiné pour
estimer la composition quantitative des ingrédieénintérét.
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[.2.11.1 Détermination de la teneur en matiere seeh

Le dosage se fait par pesée du résidu sec totahwlepres dessiccation du produit dans
I'étuve a 103°C pendant 3h.
MST (%) = Mx-Mo x 100/ ( M)
Avec
Mo : masse de la capsule et de ses accessoires
M; : masse de la prise d’essai

M., : masse de la capsule avec la prise d’essai dpsssccation.

[.2.11.2 Détermination de la teneur en protéine

Le dosage des protéines est effectué par la métedkjeldahl qui correspond a la
méthode de référence. Cette méthode permet de dlagete organique contenu dans les
protéines (matieres azotéees totales) et la comelgmee avec les protéines totales est donnée par

un coefficient spécifiqgue a chaque produit. Pouailele coefficient est k= 6,38 (Annexe)

[.2.11.3 Détermination de la teneur en matiére grae

Il existe une méthode précise et rapide pour dizsematiere grasse du lait. La méthode
utilisée est la méthode de Gerber. C’est une méthmilimétrique. Cette méthode consiste a
séparer la matiére grasse des protéines. La mgti@see est extraite par un solvant, puis grace a
une centrifugation il y a séparation de 2 phasesbutyrometre de Gerber est gradué et la
lecture est directe en g MG/100g (Gautier et Rena0b1).
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

Les données présentées sur les figures provienfmiseul échantillon. Dans la majorité

des cas, les analyses ont été répétées deux fotsour s’'assurer de I'exactitude des résultats.
II.1 Essais préliminaires

[1.1.1 Vérification de la pureté des souches

Dans un premier temps, des tests sur les caracténgmologiques, culturaux, physiologiques
et biochimiques des souches utilisées ont ététaiec

[1.1.1.1 Caractéres morphologique et culturaux

Les résultats obtenus sont reportés respectiveseres photos 4, 5, 6, 7 et 8 ainsi que

dans le tableau 16.

Photos 4, 5, 6 Observation des colonies sous une loupe biaoeul

Photos 7, 8 Observation microscopique He.l9 etLc.d4 en culture mixte a I'état
frais (7) et coloration de Gram (8) (grossissenogtigue x 100).

68



Chapitre Il : Résultats et discussion

Selon Petranxscienne et Lapied (1981), toutes désnies prélevées a partir du milieu
M17 et qui sont rondes ou lenticulaires, a contégulier, d'un blanc opaque peuvent étre des
lactocoques. Par contre, la coloration de Gram rmaot# présence d'une seule forme des
bactéries avec une couleur bleue violette d’oldet®coques sont des Gram positive (+).

Tableau 16: Caracteres morphologiques et culturaux.

Aspect des colonies Aspect des Mode de Type
colonies regroupement | de paroi
Lc.l9 -Blanches Coques - Coques isolées
-Rondes ou lenticulaires ou - Diplocoques +
-A contours réguliers. en chainettes | - Chainettes
Lc.d4 -Blanches Coques - Coques isolées
-Rondes ou lenticulaires ou - Diplocoques +
-A contours réguliers. en chainettes | - Chainettes
Culture mixte -Blanches Coques - Coques isolées
(Lc.l9 et Lc.d4) | -Rondes ou lenticulaires ou - Diplocoques +
-A contours réguliers en chainettes | - Chainettes
(+) : Gram +
11.1.1.2 Caractéres physiologiques et biochimiques
Les résultats de cette vérification sont mentiordesss le tableau 17.
Tableau 17: Caractéres physiologiques et biochimiques.
Croissance
Souches Catalase T°C .
10 20 15 pH 9,6 | NaCL 6,5 %
Lcl9 - + + - - -
Lc.d4 - + + - - -
Culture mixte i + 4 i i i
(Lc.l9+ Lc.d4)

Ces bactéries ont été partiellement caractérissielaprésence ou non de catalase et leur

croissance a différentes températures.

Conformément aux données de la littérature, lestsmmiutilisées sont des lactocoques. Ce
sont des bactéries a Gram positif, en forme de efgassociées par paires ou en chainettes de
longueur variable, dépourvues de catalase, méssplikmpérature de croissance optimale est
de 30°C) et microaérophiles, elles ne peuventrereh présence de 6,5 % de NaCl, ou lorsque
le pH est supérieur a 9,6 (Doleyers, 2003).
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[1.1.2 Optimisation du milieu de culture a base déactosérum déprotéine

[1.1.2.1 Analyse de la composition du lactosérum

Les résultats d’analyses physicochimiques effestgsée la poudre de lactosérum (matiere

premiere) et sur le lactosérum traité sont menésrdans les tableaux 18 et 19.

11.1.2.1.1 Caractérisation du lactosérum doux natif

Les teneurs de la poudre de lactosérum doux ena@samgs principaux sont indiquées dans

le tableau 18.
Tableau 18: Composition générale de la poudre de lactosérum.
Caractéristique Teneur
Humidité (%) 7,0
Protéine (g/Kg) 15,94
Lactose (g/Kg) 68,56
Matiére grasse (g/Kg) 0,03
Carbone total (%) 46,92
Azote total (%) 2,5

Les résultats du tableau 18 montrent que la temeulactose est plus élevée par rapport au
reste des composants du substrat. Cette poudreicest en matiéres azotées totales qui
représentent ~ 16 % mais tres pauvre en matiéassey Ces résultats sont semblables & ceux du
Codex Alimentarius (C.S.A., 2006).

Pour un usage fermentaire, notre lactosérum peaiuélisé comme milieu de base car il

est riche particulierement en lactose et en pretéi

L'assimilation difficile de la matiére protéiquerpies bactéries et la floculation des
cultures par des protéines micellaires impliquenkcessité de déprotéiner le lactosérum

(Bourgois et Larpent, 1989).
[1.1.2.1.2 Caractérisation du lactosérum aprés autdavage

Le tableau 19 montre les pertes enregistrées dgprégproteinisation par HCI concentré
densité 1.19 a 100°C et l'autoclavage a 110 °CaariD mn.
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Tableau B : Composition générale de lactosérum liquide aetapres autoclavage.

Caractéristique Teneur
Lactosérum avant autoclavagg Lactosérum apres autoclavag
Protéine (%) 7,28 6,28
Lactose (%) 67,27 66,55
Matiere grasse (g/l) 00 00
Carbone total (%) 44,13 41,13
Azote total (%) 1,14 0,98
Rapport C/N 38,71 41,97

Comparativement aux résultats reportés dans ledall8, nous avons noté sur I'ensemble
des composants des pertes en teneur (tableau @9)d€niéres ont eu une influence sur la
balance C/N ou elle est évaluée a ~ 41:1. Ce ratiste supérieur a celui de 20 :1 a 30:1 dont il
présente une efficacité maximale lors de la digastiu lactosérum (De Haastatt, 1985). Les
sources de carbone et d'azote doivent étre suidisgmour fournir I'énergie nécessaire a la
croissance des bactéries et synthétiser des pesté@hdes acides nucléiques (ADN et ARN)
(Belouadi, 1989).

11.1.2.2 Cinétiques de croissance et de producticean milieu M17
L'inoculation du milieu M17 a été effectuée a unxtale 10 % par une culture pure de
chaque souche et une culture mixte des deux southestio (1:1). L'objectif visé était
I'appréciation de la croissance des soudhel et Lc.d4 et de la production dans un milieu

complet (milieu tampon).
[1.1.2.2.1 Détermination de la courbe de croissandaactérienne

D’aprés de Roissart (1986), le taux de croissaptad définit comme la vitesse spécifique
de croissance (er'l c'est a dire la vitesse de croissance (dx/gf)oeée & l'unité de biomasse
(X).

Il existe également une relation simple entrealextde croissance (1) et le temps de
génération (g), qui peut étre définie comme suit= In 2/g. Ces variables sont caractéristiques
des souches mais dépendent aussi des conditioraillezes comme le milieu, le pH, la
température, les concentrations en substrats qir@uits et de l'aptitude des souches a la

croissance (souches rapides ou souches lentes)efzea 1994).

Dans le milieu M17, les meilleurs taux de croisgasent indiqués dans le tableau 20.

71



Chapitre Il : Résultats et discussion

Tableau 20: Meilleurs taux de croissance des souches wdigh fonction du taux et age

de l'inoculum en culture pure et mixte sur le nilld17 a 30 °C.

Al | Tl Lc.l9 Lc.d4 Lcl9etLc.d4
M) | % | pmaxisy| 9() [ t(h)de| pmaxpy| g () | t(h)de| wmaxwyy| 9(h) [ t(h)de
Hmax (h-1) Mmax (h-1) Hmax (h-1)
18 |3 - - - - - - - - -
5 - - - - - - 0.42 2.5 12
10 0.57 1.21 6 - - - - - -
24 |3 - - - 0.24 3.28 6 - - -
10 - - - - - - - - -

Nous avons constaté que la croissance a atteirhagimum apres 6 h de fermentation
pour les cultures pures et aprés 12 h pour lareuthixte a différents taux de I'inoculum de 18 h
et 24 h (tableau 20).

[1.1.2.2.2 Evolution de 'acidité Dornic en fonction du taux de croissance

Les figures 17,18 et 19 représentent les meilleivsaux de l'acidité Dornic (exprimée en

acide lactique) en fonction du temps et des tausrdissance.

Logarithmique

Acide lactique (g/l)
O r N W M 00 O N

O 0.05 0.06 0.05 0.05 0.01 O o

Taux de croissance (h-1)

Figure 17: I'évolution de la production de I'acide lactigae fonction du taux de croissance

chezLc.l9 en culture pure a taux d'inoculation de 10 % dé 24dr le milieu M17 a 30 °C.
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Acide lactique (g/l)
w

Logarithmique

0 0.008 0.012 0.012 0.02 0.017 0.014 0.005 4E-04

Taux de croissance (h-1)

Figure 18: I'évolution de la production de I'acide lactiqae fonction du taux de croissance
chezlLc.d4 a taux d'inoculation de 10 % de 24 h en culture gur le milieu M17 a 30 °C.

Acide lactique (g/l)
I

Logarithmique

0 0.021 0.024 0.038 0.029 O 0 0 0

Taux de croissance (h-1)

Figure 19: I'évolution de la production de 'acide lactigae fonction du taux de croissance chez
Lc.l9 et Lc.d4 a taux d'inoculation de 10 % de 24 h en culture gur le milieu M17 a 30 °C

L’allure globale des courbes d’évolution est siindapour I'ensemble des souches. Le
maximum moyen de 5 g/l est atteint apres 9 h dedatation pour toutes les cultures. En effet

Les résultats obtenus rejoignent ceux de I'étudeémepar Liu etl. (2005) pour un taux de
croissance maximal de 0,54 & pH 5,3.
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11.1.2.3 Cinétiques de croissance et de productiosur le milieu LDNS a différents

extraits secs

Pour évaluer l'influence des extraits secs du $&&cton déprotéiné non supplémenté sur le

développement des souches utilisées, nous avagsdifi@érentes concentrations en lactosérum.

La production de l'acide lactique a été nettemeportante pour 5, 6, 6.5, 7, 8 et 9 % d’extrait

sec. A 7 %, les résultats étaient trés prochesde de 6,5 % d’extrait sec.

Les figures 20, 21 et 22 présentent respectiveffeargemble des résultats de I'évolution

du pH, de I'acidité (exprimée en acide lactiquielle la biomasse en fonction du temps (durée

de 24 h), pour les deux types de cultures pouaux d’inoculation de 10%.

\ * 5% " 6% B6.50% 8% *9% \ \ * 5% u 6% B6.50% 8% *9%
58 58
]
564 # ‘ * 5.6 4
n . ") a
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T 5 ® T 5 [ $
248 =48 M
H g
46 ‘ " 46
a .
44 H 444 : ¢ 3
4.2 [} 4.2 4 L
[
0 1 2 3 5 6 9 12 24 48 712 0 1 3 4 5 6 9 12 24 48 72
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L.cl9 L.cd4

Figure 20: Evolution du pH au cours la croissance des seaickilisées sur le milieu LDNS a différents

extraits secs avec un taux d'inoculation de 10 @4de a 30°C.
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Figure 21: Evolution de la biomasse au cours de la crosaes souches utilisées sur le milieu LDNS a

différents extraits secs avec un taux d'inoculadier10 % de 24 h a 30°C.
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Figure 22 Evolution de la production de I'acide lactiqueaurs de la croissance des souches utilisées

sur le milieu LDNS a différents extraits secs aurdaux d'inoculation de 10 % de 24 h a 30°C.

Nous remarquons pour les 2 souches mises en csliurailieu LDNS ont sensiblement la

méme évolution du pH, acidité et biomasse pouskenble des extraits secs.

A linstar des résultats obtenus, une différenctalnle de comportement des souches est
relevée sur le milieu LDNS a 6,5 g/l d'extrait sEo. effet, I'évolution de la croissance et de la
guantité d'acide lactique produite sont nettemesitleures sur ce milieu que sur les autres. Les
niveaux de croissance et de production pour lasiéxsecs supérieurs a 9 % et inférieurs a 5 %,
sont faibles. Ceci peut étre expliqué respectivenmar l'effet conjugué de l'osmolarité
(probablement élevée, I'optimal étant de 4.9 % d€Net/ou a I'accumulation du lactate dans le

milieu externe au compartiment cellulaire destococcus.

Ces observations ont été soulevées par Romao (@001) qui ont noté que la croissance
de Lc. lactis dans un milieu a 2,5 % de NaCl (concentration lpeode celle rencontrée dans
certains fromages) est réduite de 25 % a 50 %agpguort a une croissance a pression osmotique
normale. Par contre Champagnealet(1994) et Champagne (1998) ont observé des phéresme
de découplage chez les bactéries lactiques entreissance bactérienne et l'acidification qui

sont liés a la température, a la baisse du pHlag@umulation des lactates.

[1.1.3 Enrichissement du milieu LDNS

L'amélioration des performances des souditd® et Lc.d4 en vue de produire de l'acide
lactiques et du diacétyle et de convertir le lagtnécessite des supplémentations en différents
ingrédients tels que I'extrait de levure, Mg @cétate de sodium et acide citrique sur LDNS.
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Apres inoculation du lactosérum supplémenté oupanchaque souche individuellement

ou associée entre elles, un suivi a été realiségmn/2 h sur les différentes cinétiques. Les

conditions de fermentation ont été fixées comme:sui

YV V. V VYV V

Y V V V

Taux d'extrait sec du lactosérum : 6,5 %
Taux d’inoculation : 10 %.

Age d’'inoculum : 24 h.

Température d’incubation : 30 °C.

Milieux d’essais :

Milieu M17

Milieu a base de lactosérum déprotéiné non suppia{&DNS).

Milieu a base de lactosérum déprotéiné suppléemeeiiektrait de levure ()
de 0,1 % (M/0,1); 0,3 % (M/0,3); 0,5 % (M/0,5); 0,7 % (M/0,7) et 1 %
(Mq/1).

Milieu a base de lactosérum déprotéiné supplémartéxtrait de levure et
MgSQO, (My) de 0,1 % (M/0,1); 0,2 % (M/0,3) et 0,3 % (M/O,3).

Milieu a base de lactosérum déprotéiné supplémantéxtrait de levure,
MgSQO, (M2/0,3) et acétate de sodium M\

Milieu a base de lactosérum déprotéiné supplémantéxtrait de levure,
MgSQ, et acide citrique ().

Taux d’acétate de sodium : 0,25 %.
Acide citrique : 0,4 %.
pH non controlé.

Durée de la fermentation : 72 h.

Les résultats obtenus sont graphiquement représdais les figures 23, 24 et 25.
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mLc.I9
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Figure 23 : Evolution de la biomasse au cours de la crotssaes souches utilisées en cultures
pures et mixte sur les milieux de culture M17, LODN&, M,, M3 et M, a différents extraits secs

avec un taux d'inoculation de 10 % de 24 h a 30°C.

6 mLc.l9
OLlc.d4
4 mLlc.|19+ Lc.d4

Conversion du lactose (g/l)
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Ao
N\

ST o TS

22) <5
SFFE O

Milieux de culture

Figure 24 : Evolution de la conversion du lactose au coertaccroissance des souches utilisées
en cultures pures et mixte sur les milieux de calid17, LDNS, M, M,, Mzet M, a différents

extraits secs avec un taux d'inoculation de 10 @4de a 30°C.
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Figure 25 : Evolution de la production de I'acide lactigue@urs de la croissance des souches
utilisées en cultures pures et mixte sur les miliéel culture M17, LDNS, ) My, M3 et My a

différents extraits secs avec un taux d'inoculatieriO % de 24 h a 30°C.

D'apres les figures 23, 24 et 25, nous avons retpicsuit:

- La culture mixte des deux souches a donné lesiplpsrtantes biomasses pendant 72
h d'incubation sur le milieu LDNS supplémenté ad,0,3 % d'extrait de levure (figure
23).

- Les cultures pures des deux souches ont donn@des biomasses avec le milieu
LDNS supplémenté a 0,5 % d'extrait de levure (Bge®).

- La conversion du lactose est importante sur leeniv3 parLc.l9, dans les milieux M4
et M;/0,5 pourLc.d4 et dans les milieux MO,5, My/0,3 et M pour la culture mixte
(figure 24).

- La production de l'acide lactique est importantelsumilieu M parLc.l9 et la culture
mixte. Par contre pourc.d4, le milieu M, est favorable pour une production meilleure
(figure 25).

[1.1.3.1 Effet de la concentration en extrait de leure

L'utilisation des concentrations en extrait de levde 0,1, 0,3, 0,5, 0,7 et 1 % a aboutit
aux résultats illustrés par les figures 23, 24%tl2 production maximale en acide lactique est
atteinte & 0,5 % d’extrait de levure pour les sesaltilisées (en culture pure et mixte).
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Les extraits de levure permettent d'apporter unececadditionnelle de peptides et d'acides
aminés. lls sont également des sources importaetestamines essentielles a la croissance des

bactéries lactiques (Doleyres et Lacroix, 2005).

11.1.3.2 Effet des sels de magnésium
Les figures 23, 24 et 25 nous montre que :
» La conversion du lactose et la production de ladakctique parlc.l9 sont
considérablement stimulées en présence de MgSO
» Une concentration de 0,3 g/l de MgS® eu un effet positif sur 'augmentation
de l'activité de la culture mixte.
» Une diminution de la production de l'acide lactiqaida conversion du lactose a

été enregistrée quand la soutkal4 a été cultivée dans le milieu,M

Des sels de magnésium et de manganese sont higitelet additionnés aux milieux, ces
cations interviennent a plusieurs niveaux dansédéabolisme des bactéries lactiques. Beaucoup
de micro-organismes exigent les ions bivalents cersofacteurs tels que ¥g Mn?* et C&*
(Bellengier efl., 1997).

Selon Givry (2006), les voies métaboliques des Isesicet plus particulierement les
enzymes, nécessitent en général la présence deterofa tels que les ions. Cependant, les
besoins en ions de ces bactéries lactiques difféedon I'espéce.

Les éléments minéraux présents dans la compositidactosérum supplémenté a I'extrait
de levure semblent suffire aux besoind.del4. Plusieurs travaux, notamment ceux de Majorella
et al. (1983) montrent que la présence d'éléments miréea exces inhibe la croissance du

microorganisme.

11.1.3.3 Effet des autres ingrédients

Une addition supplémentaire de citrate et d'acétaspectivement sous forme acide
citrigue (4 g/l) et acétate de sodium (2,5 g/l) rilieu a été effectuée afin d'améliorer la
production de l'acide lactique et évaluer l'impdet ces concentrations sur les cinétiques de

production et de conversion par les souches wggisé
Nous avons noté une amélioration de la productehadide lactique pdrc.|9 et la culture

mixte sur le milieu M et parLc.d4 sur le milieu M (figures 23, 24 et 25). Ces résultats ont été

observés par Haddadat (1997) ainsi que Starrenburg et Hugenholtz (1@8&&yL actococcus.
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Plusieurs auteurs ont démontré que la présencétrdiecdans un milieu de propagation
contenant une source dhydrate de carbone fernodslieeouvait stimuler la croissance de
certaines bactéries lactiquésagnon (2006) a démontré que les traitements affe@n zone de
pH plus acide, la présence de 0,4 % de citrateraipaine utilisation plus importante du lactose
et l'acétate de sodium est employé pour avoir tet efimpon sur le milieu. Le pouvoir tampon
du milieu assure une baisse de pH plus lente gile @etenue dans le lait, ce qui permet de

prolonger la durée de la croissance bactérienne.

Chez les bactéries lactiques, la détection d'axéans le milieu de propagation est
généralement associée a l'utilisation du citrateigétholtz, 1993), la premiere étape de
conversion du citrate est effectuée par I'enzyrtratei lyase, chez les bactéries utilisatrices du
citrate, qui catalyse la réaction de clivage duatit en acétate et en oxaloacétate (Harvey et
Collins, 1962).

Aprés avoir procédé a la détermination du meillextrait sec et des meilleurs taux de
supplémentations en différents ingrédients, lesemil M3 et M, adaptés a la production de
I'acide lactique par les souchesl|9 etLc.d4, ont été utilisés pendant les fermentations echbat

et continu

[1.2 Fermentation en discontinue « batch »

Les fermentations lactiques plae.|9 et Lc.d4 en culture pure et mixte en vue d'améliorer
les productions en acide lactique et du diacétgtedté réalisé en batch a cellules libres et fixées
sur support pouzzolane sous agitation de 100 tns&80°C en milieux M17 supplémenté a 38
g/l de lactose, Met M,.

Pour cela, nous avons testé I'effet de I'age &dug de I'inoculum ainsi que les différentes
granulométries du support sur les différentes éiarla. Par contre, des essais ont été effectués
pour permettre de mettre en évidence le temps jd@rseécessaire pour une immobilisation

efficace des souches sur pouzzolane.

[1.2.1 Cinétique d’adhésion

Les caractéristiques physiques des grains de pauezsont trés différentes de celles des
supports déja utilisés en immobilisation des lantpes tels que carraghénane, gomme gellan,
agarose, gélatine, alginate, chitosane. La poumeokst une roche volcanique extraite de
carrieres. Elle est de couleur marron a grise. &llgorte quelques minéraux, poreuse et abrasive,
elle posséde une surface de contact trés importemtgui permet de favoriser la croissance des
micro-organismes a l'interface solide/liquide (ppolane/milieu minéral liquide (Longieras,
2005).
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Selon Lazarova et Manem (1995), la durée de lagotdad'immobilisation est déterminée
en fonction de la quantité de la matiere organiguele fixée dans un intervalle de temps et en

fonction de I'évolution de la densité cellulaireglde surnageant et celle fixée sur le support.

Les résultats obtenus sont représentés dans lee fRju Celle-ci montre I'évolution des
biomasses fraiche et seche des différentes cultu@® °C en fonction du temps de rétention
cellulaire fixé a 18 h, 24 h, 48 h et 72 h surdé&rentes granulométries dans le miliey. Me

taux d’inoculation est fixé a 10 %. Des prises pgatphiques (photos 9 et 10) ont été effectuées

en parallele.
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6,55 0,44
o5 0,42 |
6,45
6.4 0,4
3 635 ——Lcl9 3 0,38 1 e
a 63 —=—Lcd4 [ —=—lcd4
= 625 —a—Lcl9etLc dd & 0,36 —a—Lcl9etlcdd
62 03]
6,15
6,1 0,32 1
605 03 :
18 2% 4 72 18 24 48 72
Heure Heure
G 1,25 mm
6,6 1
6,4 0,94
6,2 0,8
0,7
5 6 —e—Lcl9 506 ——Lcl9
& 581 —a—ledd & 0,51 —=—Lcd4
K56— A—lcletlcdd 204 ——Lcl9etlcdd
54 031
0,2
521 011
5 0 T
18 24 48 72 18 24 48
Heure Heure
G:4mm
75 08
0,7
7
0,6
3 6,5 —e—Lcl9 =051
a —=—Lcd4 = 041 ——Lchd
& 6 —a—Lcl9etlc d4 9 —a—Lcd4
0.37 —a—Lcl9etlcdd
5,5 0,2
0,1 -
5 : : : 0
18 24 48 72 8 ” i 2

Heure

G:6,25 mm

Heure

Figure 26: Evolution des biomasses fraiche et seche aws cmufimmobilisation des

souches utilisées en culture pure et mixte surzmane de granulométrie 6,25 mm, 4 mm et

1,25 mm dans le milieu Men fonction des différents temps de rétention.
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" ' - : . v ‘. 2 . . . : e
i 9 ! et

8 '...‘ ’ izl i)
al.c.l9 immobilisée sur pouzzolane dé/Lc.d4 immobilisée sur pouzzolane/Lc.]9 et Lc.d4 immobilisée sur
granulométriede6.25 mm de granulométrige6.25 mm pouzzolane de granulométrie 6.25

g/Lc.l9 immobilisée sur pouzzolaneh/Lc.d4 immobilisée sur pouzolndiLc.IQ et Lc.d4 immobilisée sur
de granulométriedle 1.25 mm de granulométriele 1.25 mm pouzzolane de granulométrie 1.25
mm

Photo 9 : Formation des biofilms par les souches utilissesultures pures et mixte sur les
différentes granulométries de pouzzolane (Obseamwatbus une loupe binoculaire).
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TRC :18h

Photo 10 :Evolution du biofilm de_c.|9 sur pouzzolane de granulométrie 6,25 mm dans le
milieu M3 en fonction des différents temps de rétention @Dlagion sous une loupe
binoculaire).
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Nous remarquons d'aprés la figure 26 que la cufure deLc.|9 et la culture mixte se
comportent d’'une facon similaire. Les courbes nmenitune allure rapide pour les deux types de
biomasse. Par contre, la culture purd_del4 présente une allure lente dans tous les cas, &xcep

pour la granulométrie de 6,25 mm.

Il ressort de ces constatations qu’une augmentdtda biomasse attachée n'est réellement
importante qu'en fin de I'expérience ou elle attsimn maximum en moyenne de 0,8 g pour 100
ml de milieu immergeant 14 g de pouzzolane pouctlgtire pures. Par contre, pour la culture

mixte, nous avons enregistré une moyenne de Oadg lds mémes conditions précédentes.

Les récupérations des surnageants ont été procad#8sh, 24 h, 48 h et 72 h. Aprés
chaque récupération, deux lavages successifs maisointion de corsodyl ou digluconate de
chlohexidine 0,20 % sous une agitation modérée sffettués. Corsodyl est une solution
utilisée pour bain de bouche, elle a un effet baxgtatique, utilisée pour son pouvoir de

détacher le biofilm avant le détartrage (Buccar€l@05).

Les densités optiques de la biomasse dans le santigdes solutions du premier et

deuxieme lavage ont été déterminées par spectrapitie (figures 27).

Lc.19 Lc.d4 Lc.19 et Lc.d4

‘ —— Récuperat —8—Aprés 1 lavage —A—Aprés 2 lavage ‘ ‘ ——Récuperdt  —=— Apres 1 lavage +Aprész\avage‘ ‘ —a— Récuperét —8—Aprés 1 lavage —A—Aprés 2 lavage

18 18 18
161 161 161
14 144 141
121

iaue

gy

o

—
- To
.

o
o

t
o
=3
Densité optiqu
o o ¥
[e=]
Densité optique
[=}
[==}

o o
o s
o o
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L
o o
N

0 T \
18 24 Hewe 48 7 18 2 Hewe 48 72 18 2% e 48 7

Figure 28: L’évolution de la densité optique de la biomadss différentes cultures dans

o
o

le surnageant récupéré, les solutions diatage et celles du®°lavage, de granulométrie 6,25
mm, Tl 10 % de 24 h a 30 °C.

D’aprés les résultats obtenus et durant les 72ohs mvons noté une diminution, une
augmentation et une augmentation moins sensiblepeentration en biomasse respectivement
dans les surnageants, les solutions duatage et les solutions du®2®lavage pour les trois

cultures (figure 27).
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A l'instar de ces notations, nous avons remarqusucsuit :

» L'adhésion est importante a partir de 48 h.

* Un temps de séjour inférieur a 24 h correspond & adhésion tres faible. La
densité optique est maximale, elle représentedésles qui n‘ont pas été fixées
sur le support.

e La période de 24 a 48 h correspond a une adhédésnsouches par des
interactions électrostatiques car le détachememt ésvé ce qui explique
I'élévation de la densité optique de la biomasses das solutions du premier
lavage.

* Un temps de séjour supérieur & 48 h correspondattachement des cellules au
support grace aux liaisons covalentes, ce qui guelil'évolution moins
progressive de la densité optique de la biomasssalations du deuxieme lavage.
Les cellules sont alors fortement liées au suppais ceci peut endommager la

membrane cellulaire (Ramakrishna et Prakasham,)1999

Selon Singh eal. (2006), I'attachement initial dure quelques seesnd quelques minutes.
Apres, il y a une formation de la double couchetéigue diffuse qui est une source potentielle
de nutriments pouvant induire une activité sigaifice a I'interface solide — liquide, cette phase
dure quelgues minutes a quelques heures (AnnaehkatBhamidimarri, 1992). Le biofilm

devient actif et mature aprés des heures a quejques

Borja etal. (1994) ont arrété les conditions du choix du suppui est lié a la nature du
milieu utilisé en particulier sa composition et&dt de surface du support, sa nature chimique et

la taille (aire de surface) de la particule.

La rugosité est désignée par tous les auteurs cdmpunt le plus favorable a un support
pour la rétention de biomasse (Foxakt 1990 ; Kida efl., 1990 ; Lauwers etal., 1990 ;
Heijnen etal., 1992 ; van Loodsdrecht et Heijnen, 1993 ; Gja#iestal., 1997).

Une immobilisation efficace permet d’améliorer ésistance de la souche aux conditions
qui lui sont normalement néfastes. Pour atteindréut, nous avons retenu pour tous les essais

d'immobilisation un temps de séjours égal a plugab.
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[1.2.2 Fermentation en batch a cellules libres

Le milieu MI7 a été préparé et supplémenté a 38 de lactose pour les essais en batch.

Cette supplémentation a été procédée pour :

- Comparer la conversion du lactose de notre miljinosé avec celle effectuée dans le

milieu M17 modifié (milieu de référence).
- Eviter I'épuisement de la source carbonée dangriasieres heures de fermentation.

Les vitesses spécifiques de croissance, de coowedsi lactose et de la production de
I'acide lactique et du diacétyle en discontinueatch » ont été déterminées au cours de la phase
exponentielle de croissance dans le milieu M17 Eupenté au lactose et le milieu lactosérum

déprotéiné supplémenté ou non.

Les conditions de fermentation sont fixées comnite su

Taux d’inoculation : 3 %, 5 % et 10 %.
Age d’'inoculum : 18 h et 24 h.
Température d’incubation : 30 °C.

YV V VYV V

Milieux d’essais : M17 modifié (03 cultures), LDN83 cultures), M (culture pure de
Lc.l9 et culture mixted_c.19 etLc.d4) et My (culture pure déc.d4).
Agitation : 100 trs/min

vV VY

pH non controlé.

» Durée de la fermentation : 192 h.
Les résultats indiqués sur les figures 28 a 39tranh les évolutions du pH, de la

biomasse, des productions de I'acide lactiqueaettifle ainsi que la conversion du lactose dans
les milieux d'essais.
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[1.2.2.1 Sur milieu M17 supplémenté
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Figure 28: Suivi en batch du pH des souches utilisées Bamslieu M17 a 30 °C et 100 trs/mn..
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Figure29: Suivi en batch de la production de I'acide lqué par les souches utilisées dans le milieu M37 2C et
100 trs/mn..
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Figure 30: Suivi en batch de la biomasse dans le milieu BBD °C et 100 trs/mn..
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Figure 31: Suivi en batch de la production de diacétylelpaisouches utilisées dans le milieu M17 a 30t°1D6
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Figure 32: Suivi en batch de la conversion du lactose mastriches utilisées dans le milieu M17 a 30 °@e6t 1

trs/mn...
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Les figures 28 au 32 indiquent que les temps dmdat ne varient pas considérablement
avec les difféerents taux d'inoculation. Par contreys avons remarqué que les profils des
courbes de croissance et de productions obtenugdgmtrois taux étaient lents en culture pure

des deux souches par rapport a la culture mixte.

[1.2.2.2 Sur milieux Mz et My

Les résultats obtenus durant la fermentation diswoa a cellules libres en fonction du
taux et age de I'inoculum pour les cultures pweemixte montrent que les productions de la
biomasse, l'acide lactique et le diacétyle aing uconversion du lactose ont été maximales
avec un taux et l'age de l'inoculum respectiverderitO % et 24 h pourc.I9 et la culture mixte
sur le milieu M et Lc.d4 sur le milieu M.

Les courbes montrant les meilleures évolutionslesimilieux M et My sont indiquées

dans les figures 33, 34 et 35.

—a— Biomasse —e—pH —&— Ac lactique Lactose —e— Diacéyle
2,5 14
+ 12
2
T10= _%
— D = o
&5 3 o5
S 7 4 3 L
= 8 %Eg >
2 < g o
g N 6 o o .8
s 1 - < a
s}
7 '“ |
A4 v v v v o —_—
0,5 A
+2
A DS o S S e SRR B

0 3 6 9 12 18 24 48 72 96 120144168192

Heure

Figure 33 L’évolution du pH, biomasse, acide lactique@twersion du lactose au cours
de la croissance de.l19 en batch a cellules libres (a taux d’inoculatlt®?%, age de I'inoculum
24 h dans le milieu Ma 30 °C et a 100 trs/mn).
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—A— Biomasse —e— pH —e— Ac lactique Lactose —— Diacétyle
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Figure 34 L’évolution du pH, biomasse, acide lactique @tversion du lactose au cours
de la croissance de.d4 en batch a cellules libres (a taux d’inoculati@O?a, age de I'inoculum
24 h dans le milieu Wa 30 °C et a 100 trs/mn).
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Figure 35: L’évolution du pH, biomasse, acide lactique@t\version du lactose au cours

de la croissance de.|9 etLc.d4 en batch a cellules libres (a taux d’inoculati®?a, age de

'inoculum 24 h dans le milieu & 30 °C et a 100 trs/mn).
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En comparant les résultats avec ceux trouvés avetlieu de référence M17 supplémenté

au lactose, nous avons obtenus les figures 36t 38 qui suivent :

[1.2.2.2.1 Evolution de la production de la biomass

35
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Figure 36: Suivi en batch de la croissance des souchesadsli dans le milieu M17 modifié sM

et M, a 30 °C et 100 trs/mn.

Nous constatons sur les graphiques de la figurgug6la courbe de la croissance de la

souchd_c.|9 a un profil rapide par rapport a celle de la @ae sur le milieu M17 modifié.

[he]
o

[1.2.2.2.2 Production de la production de I'acidedctique
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Figure 37: Suivi en batch de la production de I'acide lqé par les souches utilisées dans le

milieu M17 modifié, My et My a 30 °C et 100 trs/mn.

La concentration maximale en acide lactique a #é&énée a 9,2 g/L pour la souche.l9, a
10,1 g/l pour la souché.c.d4 et & 11,5 g/l pour la culture mixte en milieuxsMt M,. Ces

valeurs sont nettement supérieures a celles oldeumilieu M17 (figure 37).
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[1.2.2.2.3 Production de la production du diacétyle
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Figure 38 Suivi en batch de la production de diacétylelpsisouches utilisées dans le milieu
M17 modifié, M et M;ya 30 °C et 100 trs/mn.

L'examen de la figure 38 montre que la productiordiicétyle est meilleurs pour toutes
les cultures sur M17 modifié que sug t M,. La production élevée de diacétyle sur le milieu
M17 peut s'expliquer que, les substances tampontemmees dans ce dernier permettent a la
souche sur M17 de rester active plus longtempsildessans la zone de pH favorable (4,7 — 5)
ce qui permet de transformer les citrates en dikcét empécher la réduction de ce dernier en
acétoine et butyléne glycol (Walsh et Cogan, 1973).

11.2.2.2.4 Evolution de la conversion du lactose
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Figure 39: Suivi en batch de la conversion du lactose damsilieu M17 modifié et milieu Met
M4 a 30 °C et 100 trs/mn.
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La conversion du lactose dans les 3 milieux estimabe en fin des fermentations (Figure 39).
Une conversion rapide et importante est enregispée la souchelc.d4 sur les 3 milieux

comparativement a celle cultivée dans le M17 médifi

11.2.3 Fermentation en discontinue « batch » a celles immobilisées sur
milieux Mz et My

En cellules immobilisées sur support pouzzolare¢tsditions de fermentation sont fixées

comme suit :

Taux d’'inoculation : 10 %.
Age d’'inoculum : 18 h et 24 h.
Granulométrie : 1,25 mm, 4 mm et 6,25 mm

Température d’incubation : 30 °C.

YV V V VYV VY

Milieux d’essais :LDNS (03 cultures), Mculture pure dé.c.l9 et culture mixte.c.l9
etLc.d4) et M, (culture pure déc.d4).
Agitation : 100 trs/min

Y VY

pH non contrdlé.

» Durée de la fermentation : 192 h.
Les résultats indiqués sur les figures 40, 412embntrent les évolutions du pH, de la

biomasse, des productions de I'acide lactiqueastétile ainsi que la conversion du lactose par

les souches fixées sur les 3 granulométries.
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Figure 40: L’évolution du pH, biomasse, acide lactique céigle et conversion du lactose au
cours de la croissance del9 immobilisée sur pouzzolane en batch (a tauxodlihation
10 %, age de l'inoculurgd4 h dans le milieu Wa 30 °C et a 100 trs/mn).
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.Figure 41: L’évolution du pH, biomasse, acide lactique céigle et conversion du
lactose au cours de la croissanceLdd4 immobilisée sur pouzzolane en batch (taux
d’inoculation 10 %, age de l'inoculum 24 h dansniiéieu M4 a 30 °C et a 100 trs/mn).
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Figure 42: L’évolution du pH, biomasse, acide lactique céigle et conversion du
lactose au cours de la croissancelLdi et Lc.d4 immobilisées sur pouzzolane en batch (a taux

d’inoculation 10 %, age de I'inoculum 24 h dangiéieu M3 a 30 °C et a 100 trs/mn).

95



Chapitre Il : Résultats et discussion

D'apres les figures 40, 41 et 42, les souches e des comportements similaires
qgu'elles soient en culture pure ou mixte. Pour Uduce mixte, les courbes de la figure 42
présentent des allures rapides pour toutes lesitimad en fonction des 3 granulométries. Ces

mémes figures montrent des cinétiques de la pramudt diacétyle tres faibles.

Les figures 43 et 44 nous montrent les producteira conversion du lactose au cours de
la croissance dec.|9 et Lc.d4 libres et immobilisées dans le temps en fonatierfage et taux
d’'inoculum ainsi la granulométrie, par contes taux sont rapportés en valeurs dans les tableau

21 et 22 A l'instar des résultats reportés sur les figeteableau, il a été enregistré globalement:

- Meilleures croissance, production du diacétyleagtversion du lactose dans le milieu

M17 que dans le milieu LDS.

- Meilleures productions d'acide lactique dans ldemiM17 parLc.|9 (quelque soit le
taux et lI'age de l'inoculum) et la culture mixtauft jeunes), dans le milieu LDS, par

Lc.d4 (quelque soit le taux et I'age de l'inoculum)aetulture mixte (taux ages).

L’age de linoculum et son taux apparaissent awoir effet déterminant lors de la
production d’acide lactique et du diacétyle ainsé da conversion du lactose dans les milieux

M17, M3 et My. Les différentes fermentations effectuées nousipetent d’avancer que :
- Une souche trop jeune ne favorise pas un bon resrue(il; et My).

- Une meilleure production est obtenue par une soudilée de 24 h & cellules libres et

de 48 h & 72 h a cellules fixées sur pouzzolager@s 43 et 44).

Des essais ont été réalisés a partir d’'un inocylus agé de 24 h, 48 h et 72 h, puisque
nous avons démontré précédemment que cela permdt@igmenter le rendement de

production et de conversion. Cependant, il a été qoe :

- Pour des concentrations plus élevées, les soudkésenpaient une phase de latence
d’environ 4 h & 6 h sauf pour le cas ldel9, ce qui est trop long pour présenter un
intérét dans le cas de cellules libres (figures 43

- Avec les cellules fixées, la production en acidgidme et du diacétyle a débuté par une

meilleure valeur qu'en cas de cellules libres (g3 et 44).
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> Les souches testée individuellement présententiveaum final d’acidification
exprimée en acide lactigue compris entre 7,40ug/IL®S et 10,4 g/l sur M17
cas de cellules libres contre 15,7 g/l cas de leslifixées poutc.l9, entre 10,1
g/l dans LDS et 6,30 g/l dans M17 en cellules Bbcentre 16,8 g/l en cellules
fixées pour.c.d4 (tableaux 21 et 22)

» En culture mixte, le taux d’inoculation 10 % del24st plus efficace et la durée
de fermentation est courte. Avec ce dernier, lalpction de I'acide lactique a
atteint 11,5 g/l dans LDS et 10,5 g/l dans M17 elfutes libres contre 19,8 g/l
en cellules fixéeftableaux 22 et 23)

> L’agitation qui est lié a I'accessibilité des soashau substrat a amélioré la

production de l'acide lactique et du diacétyle.

Pour le mode batch a cellules immobilisées, I'atédtique présente les meilleures valeurs
en culture mixte, son taux maximal a atteint 19)8pgur la granulométrie de 6,25 mm. La
culture pure delLc.d4 a montré une production meilleure en diacétylerples trois (3)

granulométries, cette production est évaluée dn@® et 2,03 ppritableaux 22)

Les concentrations finales du lactose différenteslat culture mixte et la culture pure ainsi
gue le diametre des grains de pouzzolane d’ou avoiss évalué la conversion importante avec
la culture mixte des deux souches utilisées imns#@b sur la pouzzolane de granulométrie de
6,25 mm qui est de 46,81 % suivi par celle de |#uoei mixte sur la pouzzolane de

granulométrie de 4 miftableaux 22)

Selon les résultats du tableau 21 et 22, les reedisnglobaux de la production de I'acide
lactique calculés par rapport au substrat sontai@s dans tous les cas avec une moyenne de 98
% a cellules immobilisées, et entre 63 et 98 Y%elfules libres. Par contre le rendement en

diacétyle est trés faible dans les deux cas (ealllitbres et fixées).
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Figure 43 : Production de I'acide lactique, du diacétyle etadeonversion du lactose au
cours de la croissance Hel9 et Lc.d4 batch a cellules libres a différents taux d’inaton et

ages de l'inoculum dans les milieux M17 et LDS &@Cet a 100 trs/mn
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Figure 44 : Production de I'acide lactique, du diacétyle etadeonversion du lactose au
cours de la croissance Hel9 et Lc.d4 en batch immobilisées sur différentes granuloiestie

pouzzolane en culture pures et mixte en discorttans le milieu LDS a 30 °C et a 100 trs/mn
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Tableau 21 Rendements des différentes productions en batcéllales libres dans les
milieux M17 et LDS.

Age TI. Rend. Rend.
Souches h % (g acide lactique/ g sucre g dia./ g suc.)
M17 LDS M17 LDS
3 0,3 0,66 6,14 0,01
18 5 0,3 0,71 6,67 0,02
Lcl9 10 0,3 0,92 9,45 0,06
3 0,29 0,94 6,18 0,03
24 5 0,28 0,73 7,05 0,08
10 0,29 0,92 7,19 0,11
3 0,35 0,64 7,48 0,07
18 5 0,36 0,71 8,31 0,07
Le.da 10 0,36 0,89 11,6 0,09
3 0,34 0,91 8,57 0,08
24 5 0,35 0,63 10,8 0,06
10 0,35 0,98 11 0,1
Lcl9 et 3 0,3 0,98 10,4 0,09
Lc.d4 18 5 0,3 0,96 9,66 0,1
(viv) 10 0,28 0,79 15 0,09
3 0,29 0,93 13,4 0,1
24 5 0,29 0,96 13 0,11
10 0,29 0,95 13,8 0,13

Tableau 22 Rendements des différentes productions en batetiides immobilisées dans

le milieu LDS.
Rend Rend.

Culture Granulom. (g acide lactique/ g sucres (g dlaceti/(lj%/g sucres
6,25 0.98 19,8
Lc.l9 et Lc.d4 4 0.98 18,8
1,25 0.98 16,5
6,25 0.99 15,2
Lc.l9 4 0.99 14,7
1,25 0.99 15,7
6,25 0.98 16,8
Lc.d4 4 0.98 16,4
1,25 0.99 16,4
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Ces constatations sont discutées comme suit :

Gagnon (2006) a indiqué que la croissance desriEgiactiques est liée a la production
d'acide lactigue. Dans des conditions de cultum@mées, chaque souche possede un taux de
croissance et une vitesse spécifique d'acidifinatiaractéristiques des conditions de culture
utilisées; pH, température et concentration destsaiis. Selon Givry (2006), la phase de latence
est augmentée sensiblement et l'activité maximale obtenue pour un temps plus long
d'incubation. De plus, une culture agée de plud&lha utilisée comme inoculum, provoque une

augmentation de la phase de latence, mais sansudinllactivité finale.

Il a été noté qu'un taux d'inoculation supérientragne une forte production et conversion
importante. Chez lekactococus, Li et al. (2001) ont mis en évidence que la densité cethilai
peut affecter la résistance des cellules a I'agidin effet, des cellules planctoniques a forte

densité résistent significativement mieux a unssteide que des cellules a faible concentration.

L’amélioration en production et en conversion a &féegistrée avec l'agitation en mode
batch que ce soit en cellules libres ou fixéesiavedtal. (2008), ont démontré que I'agitation a
100 trs / mn correspond a une production de l'admlgigue maximale pour la souche
Lactococcus lactis subsp.lactis B84. Une agitation modérée est idéale pour la yotoin
puisqu’elle permettrait a la fois d’obtenir une gweotion d’acide lactique intéressante avec des
rendements plus importants (Givry, 2006). I'agdatfavorise les phénoménes de diffusion vers
le biofilm mais, par son effet mécanique trop foaffecte négativement la productivité
volumétrique du systéme en réduisant I'épaisseuradeouche périphériqgue contenant la
biomasse active (Sodini-Gallotat, 1995 ; Arnaud edl., 1993).

Selon Divies etal. (1994), la biosynthése des composés aromatiquegeegralement
ameliorée en culture mixte comprenant les espeazdgiantes telles queactococcus lactis ssp.
lactis associées aux espéces aromatisantes telled aptecoccus lactis ssp. lactis biovar.
diacetylactis. Plusieurs auteurs ont démontré que I'utilisatiarcitrate pat. diacetylactis était
plus élevée a pH acide, du a l'activité supérielerdenzyme catalysant le transport du citrate a
I'intérieur de la cellule, la citrate perméase atPJGarcia-Quintangt al, 1998; Cachon et
Diviés, 1995; Hugenholtzt al, 1993). Cachon et Divies (1994) ont démontré quealex
spécifique d'utilisation du citrate était accrusgue le pH du milieu diminuait de 6,5 a 4,5.
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En fermentation discontinue a cellules fixées sauzzolane, nous avons enregistré
I’évolution de la densité optique du bouillon ddtete pendant 192 h. Cette observation est
justifiée par Senthuran at. (1999) qui montrent que la multiplication des Baiets au sein de la
matrice mene a la libération d’'une partie des tslgui vont donc se retrouver dans le bouillon

de culture.

En comparant entre le mode batch a cellules lietes cellules fixées, I'immobilisation a
permis d'améliorer le rendement en acide lactiquere diacétyle comparativement avec les
cellules libres. Selon Doleyres @t (2004) et Gilbert etl. (2002), les bactéries présentes dans
les biofilms sont plus résistantes aux limitati@msnutriments, aux changements de pH et aux
substances antimicrobiennes comparativement augriegplanctoniques. Aussi ces différences
sont dues a la structure et a I'organisation calleldans le biofilm qui va permettre de modérer
les effets des changements environnementaux. lagrles placées plus en profondeur dans le
biofilm seront moins exposées a ces changementdeguieactéries de surface et les bactéries
planctoniques (Doleyres ait, 2004; Gilbert edl., 2002).

Les cultures mixtes ont donné un rendement supénige les cultures pures et en cellules
immobilisées qu’'en cellules libres. Selon Jeffers(®004), les différentes populations
bactériennes composant un biofilm possédent desinsest des fonctionnements métaboliques
différents. Elles vivent cependant en synergietitdété métabolique d’'une population pouvant
étre complémentaire et bénéfique pour une autreydot ainsi un ensemble métaboliquement

plus efficace comparativement aux bactéries plangtes.

Ce comportement de coopération permet méme augriEiprésentes en faible nombre
de survivre (Jefferson 2004). En effet, les celutamobilisées semblent plus tolérantes envers
les composés toxiques (eg. alcools, phénols, afitjoies) et les produits d’inhibition (Doleyres
et al., 2004; Gilbert etal., 2002). Les cellules immobilisées sont aussi ma@ssibles aux

variations de pH qui peuvent intervenir au coutsd’ fermentation (Junter &t, 2002).

102



Chapitre Il : Résultats et discussion

[1.3 Fermentation en continue a cellules immobilisés sur pouzzolane

Le bioréacteur a été alimenté au taux de 82,42'mCette vitesse a été augmentée quand

la matiére particulaire est accumulée dans la csien.

> Le temps de résidence ou de séjour a été calqaétia du volume du bioréacteur et du

débit d’alimentation selon I'équation suivante (fBand, 2002) :

& temps de résidence

V,

t = volume total du réacteur incluant le décanteur

D

a = débit de l'alimentation

» Par contre le temps de contact est calculé enifoncdes hauteurs du garnissage de
chaque granulométrie, d’ou il est calculé comme (8ertrand, 2002) :

t = V lit
‘ D

L - temps de contact.
Vi = volume du garnissage.

Da = débit de l'alimentation

> Le taux de dilution hydraulique D { est le rapport du débit d’alimentation Q (£)h

sur le volume utile du réacteur (L) (Bertrand, 2002

Les cultures sont réalisées dans des colonnes@mBdont les conditions sont citées dans
le tableau avec un pH non contrélé, a une temp&raBd °C. Le schéma du montage

expérimental et le protocole du travail sont présedans le chapitre matériel et méthodes.
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La concentration initiale du lactose est de 43 260yrant la fermentation en continue a
cellules immobilisées sur les trois granulométides pouzzolane, en fonction des différentes
hauteurs correspondantes aux deux poids 100 gOef) e garnissage et aux différents taux de

dilutions a des temps de contact et de séjouiérelifts.

Le tableau 23 présente les conditions de la feratient en continu des souches

immobilisées sur pouzzolane.

Tableau 23 Conditions de la fermentation en continu des Besautilisées immobilisées
sur pouzzolane a 30 °C, TI: 10 % de 24 h.

s, Gr. PG | MTG  H MY P | TS | WUB | TC TD Do Do D
mm0 moemom % mn ml mn | k' Ino. | Réc. | h

LeMetleod |B29) 150033 ) 1988 81 103 Okd) 2044 17724 2272 046 0784 0302 72
Lefdetlcod| 4 15007 | 14973 7R3 87 058 3716 18671 | 2098 044 0739 0247 7
Lefdetlcod 125 15018 12756 65 75 058 4126 20334 179 041 0789 0121 7?2
Lo 9 .29 15011 15307 78 | 97 (0B3 3653 18245 2177 045 0R59 0247 72
Lo 9 4 15007 | 15013 (T RS 87 (057 aT09 ) 18645 2103 0.44) 0699 0311 T2
Ledd |1.29 15003 12677 646 73 057 4141 20418 1774 04 0859 0134 72
Legd (62515006 | 19504 79 101 083 3616 18016 | 2219 046 0741|0202 77
L. 4 115005 | 15032 (76 BE 057 3705 18647  21.02 044 07410209 7?2
Legd 12515002 12874 656 72 055 4105 20299 1796 041 0741 0117 72
Leddetlecd 629 10008 10911 256 68 082 4467 21650 1546 038 0789 0216 72
Lefeticod) 410003 10284 924 99 057 4585 22231 1439 037 0789 0229 7?
Leddetfeod |1.25 10013 | 89223 47 83 057 4781 23030 1291 036 0789 0147 72
Ledd  |6.29 10023 11186 &7 | 71 063 4416 21407 1581 039 0859 0276 72
Lefd | 4 10000 10205 52 56 054 45 | 22321 1482/037 0858 0187| 72
Led 12510013 | 9223 | 47 | 54 [0,58) 4781 23014 | 1294 0.36| 0,659 011 | 72
Legd 625 10002 | 10587 | 54 | 69 065 4529 218.09 1517038 0741 0334 72
Legd | 4 10001 | 10303 (525 5B 056 4581 22231 | 1439037 0741 0198 72
Legd |1.29 100010 9027 46 | 62 057 4817 23177 1263 036 0741 0132 72

S : Souche, Gr. : Granulométrie, P.G. : Poids dunigsage, V.T.G. : Volume total du garnissage hduteur, V.V. :
Volume du vide, P.: Porosité, T.S.: Temps de ws¢j¥.U.B. : Volume utile du bioréacteur, T.C. : riips de
contact, T.D. : Taux de dilution, Ino. : InoculuRéc. : Récupérat, D. I. : Durée de la phase d'imlisaktion, C.L. :
Conversion du lactose, A.L : Acide lactique, D aBatyle.

Les figures 45, 46, 47, 48 et 49 présentent |derdifites évolutions de productions et de la
conversion par les souches immobilisées duranb@ss jen continu sur les 3 granulométries de

la pouzzolane.
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Figure 45: L'évolution du pH en culture en continue a cakiimmobilisées sur pouzzolane de
03 granulométries et de 2 hauteurs garnies a 1080eg (a taux d’inoculation 10 %, age de
l'inoculum 24 h dans le milieu LDS a 30 °C et a 160mn).
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Figure 46 L'évolution de la biomasse en continue a cellitesobilisées sur
pouzzolane de 03 granulométries et de 2 hauteuansegaa 100 et 150 g (a taux d’inoculation
10 %, age de I'inoculum 24 h dans le milieu LDDZEG et a 100 trs/mn).
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Figure 47 L'évolution de la conversion du lactose en camid cellules immobilisées
sur pouzzolane de 03 granulométries et de 2 haugaunies a 100 et 150 g (a taux d’inoculation
10 %, age de I'inoculum 24 h dans le milieu LDDZEG et a 100 trs/mn).
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Figure 48 L’évolution de la production de I'acide lactigae continue a cellules
immobilisées sur pouzzolane de 03 granulométtiede € hauteurs garnies & 100 et 150 g (&
taux d’inoculation 10 %, age de I'inoculum 24 h sidéamilieu LDS & 30 °C et a 100 trs/mn).
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Figure 49 L’évolution de la production du diacétyle en dooe a cellules immobilisées
sur pouzzolane de 03 granulométries et de 2 haugaunies a 100 et 150 g (a taux d’inoculation
10 %, age de I'inoculum 24 h dans le milieu LDD&EG et a 100 trs/mn).
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[1.3.1 Evolution de la production de l'acide lactique, du diacétyle et de la

conversion du lactose

Suite aux figures 45, 46, 47, 48 et 49, nous awmsgistré une phase de 3 jours ou les
courbes des évolutions de production et de consdimmarésentent une allure rapide. Ces
figures montrent aussi une phase de décélératmderat importante de 3 a 7 jours suivi d'une

phase stationnaire qui débute a partir §88°a 8°™°jours dans la plupart des cas.
Suites aux résultats tirés des figures, nous anotésce qui suit :

A t = 0, c'est-a-dire au premier jour de fonctiomeat, la quantité d’'acide lactique est
entre 4-8 g/l poutc.l9 et de 6 - 8 g/l poukc.d4 en culture pure et de 6 -8 g/l pour la culture
mixte. Par contre la production du diacétyle aédaluée entre 6 et 8 ppm pour la culture mixte,
entre 0,7 et 1 ppm pourc.d4 et entre 0,5 et 0,8 ppm pdLe.l9 en culture pure.

Ces observation sont dues a un entrainement dgsoséside la phase aqueuse (récupérat)
utilisée initialement pour 'immobilisation, elle®rrespondent & un enrichissement du milieu de
culture et elles sont dues a l'age et la quantéélidoculum introduit pour une meilleure

immobilisation donc le milieu de culture a jouérdie de liquide de lavage.

Puis, en t= 2 a 3 jours, les taux des deux métalsatiiminuent fortement pour atteindre
des valeurs inférieures a celles en t=0. Cette foihinution peut s’expliquer par le fait que la
biomasse n’est pas encore adaptée a la naturggorsiet aux conditions environnementales, et
par consequent le milieu de culture n'est que @éatnent utilisé par le biofilm des souches
utilisées chacune individuellement ou mixte. L'aitiement de I'acide lactique et du diacétyle

est limité.

De t=3 jours au t=7 jours, nous avons enregisteeaugmentation de la valeur de I'acide
lactique et du diacétyle dans le récupérat, lestsmisont en pleine activité.

A partir de t = 7 jours jusqu’a t = 24 jours, ptes 2 hauteurs et différents taux de dilution
entre 0,36 — 0,46 les valeurs de I'acide lactique et du diacétgledent & se stabiliser autour

des valeurs qui citées dans le tableaux 24.
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Tableau 24: Production moyenne de l'acide lactique et dideéen mode continu a

cellules immobilisées sur pouzzolane.

Lc.l9 Lc.d4 Culture mixte
AL (all) Dia. (ppm) | AL (g/l) Dia. (ppm) | AL (g/l) Dia. (ppm)
6,25 mm 14a19 0,80 40,89 13a14 1,76 21,92 aZA® 0,89 40,94
4 mm 15a 16 0,80a0,88 11a12lg 1,76a193 185 | 0,85a0,94
1,25 mm 15 0,65a0,78 11a12 158a1,70 168%(10,79a0,85

Il est a signaler qu'au démarrage du bioréactedlustnt les 24 jours, les valeurs de la
production et de la consommation sont élevées [@granulométrie de 6,25 mm. Elles sont

meilleures avec la méme granulométrie en cultusgengju’en cultures pures.

La quantité du lactose résiduel a été mesurée aoutong du fonctionnement du

bioréacteur. Son évolution sur les 24 jours de miseeuvre est illustrée par la figure 47.

Det=0at=9a 10 jours, les taux du lactosedrel diminuent dont le taux de sa
consommation du lactose est entre 7 a 10 g/l eremm@ypout_c.l9, entre 7 a 9 g/l pourc.d4 et

entre 6 a 7 g/l pour la culture mixte sur les Sgtamétries.

Det=11 au 24 jours, il a donc été enregistnéaux de 3 a 5 g/l en moyenne pauai9,
entre 5 a 6 g/l pourc.d4 et entre 3 a 4 g/l pour la culture mixte sur legahulométries.

Nous avons enregistré en moyenne un taux de coomsrdu lactose entre 88-93 % pour

la granulométrie 6,25 et 1,25 mm, et 88 % powréulométrie 4 mm pour la souchel9.

PourLc.d4, nous avons noté en moyenne un taux de 88 % pagmahulométrie 6,25 mm
et de 86-88 % pour la granulométrie 4 et 1,25 nouar ga souchd.c.d4. Par contre pour la
culture mixte, le taux est estimé en moyenne €0r83 % pour la granulométrie 6,25 mm et de
91 % pour la granulométrie 4 et 1,25 mm

Nous avons noté que pour les poids qui se rappnb@mevaleurs (hauteur), la porosité, le
temps de contact et le taux de dilution sont pridamels a la granulométrie. Par contre, avec la
diminution de cette derniére, le temps de séjaiwgneente.

La production de l'acide lactique et la conversghn lactose sont proportionnelles a la
granulométrie quant le garnissage dépasse 6,46ednauteur. Ainsi, nous avons enregistré que
la production en diacétyle dans tous les cas aa#ten maximum avec les grains de 4 mm pour

les 2 hauteurs.
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Pour les hauteurs inférieures a 6,46 cm, nous avotésune augmentation des productions
de métabolites par les cultures pures avec l'autatien de la granulométrie. Les différentes
conversions du lactose et la production de l'a¢zidique par la culture mixte ont atteint leur

optimum avec la granulométrie de 4 mm.

A partir des différentes figures 45, 46, 47, 4848t ainsi que les observations notées
précédemment, les différentes phases sont repéésechmme suit :

» La phase d’adaptation

Pendant une période de 04 jours pour la culture peilc.l9 et la culture mixte, et la
période de 09 jours pour la culture pureLdald, les valeurs de consommation et de production
décroissent progressivement. Ce phénomene peuligieer par une période d’adaptation de la
biomasse au niveau environnement. Le récupératicdgnen acide lactique et en diacétyle.
At = 3 jours, la concentration en lactose résidigtlde 6,71 a 12 g/l poluc.l9, 7,22 a 9,56 g/l
pourlLc.d4 et 6,7 a 7,8 g/l pour les deux souches en cuftixee.

> La phase exponentielle (activité de biofilm)
A partir de t = 4 jours jusqu'a t= 7 jours, la protion d’acide lactique et du diacétyle ainsi
que la conversion du lactose augmentent. Puis=d& jours a t = 13 jours, la conversion oscille

autour d’'une moyenne de 5-6 g/l pour toutes lesices.

» La phase stationnaire ou de stabilisation
A partir de t = 14 jours, les productions se siailt entre 12,4 et 21.8 g/l d’acide lactique
selon les hauteurs et granulométries et entret® 0@ ppm du diacétyle avec une conversion du

lactose s’étalant de 85 & 92 %.
[1.3.2 Evolution de la production de la biomasse

Le fonctionnement du bioréacteur en continu a tEdlimmobilisées sur un support poreux

" pouzzolane" a montré que la production de la laisse suit trois phases distinctes :

1/ la premiére phase est une phase d’adaptatimliemasse aux différents composés. En
effet, pendant cette période, les micro-organisg@saptent au milieu de culture et a la nature
du support. Cette phase d’adaptation est définmnoe le temps nécessaire a la structuration
d’'un consortium microbien efficace pour la dégramatdes nutriments du milieu (Devinny et

al., 1999).
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Dans le cadre de ce travail, cette phase se casactpar une forte diminution du
pourcentage d’acide lactique et du diacétyle ptsduCette phase d’adaptation a une durée

moyenne de 3-4 jours.

Durant cette phase, la baisse progressive de ldugtion des métabolites peut étre
attribuée en partie au lessivage des bactériesslil@ependant, elle peut également étre liée a des
modifications physiologiques causées par les comés physiques lors du contact initial entre
les bactéries et le solide. L'existence de ce draegt d'origine biologique est suggérée par
Ehlinger etal. (1989) lors du démarrage d'un réacteur anaér@egenombreux auteurs ont
observé un retard dans la production lors du dexgarde réacteur a biomasse fixée sur un
support, bien qu'une conversion de la source aggarsoit significative (Elmaleh at., 1984 et
Marin etal., 1999). Ce phénomene est dans de nombreux cém@tér une adaptation physico-

chimique de I'écosystéme.

2/ La seconde phase se caractérise par une augimertantinue et progressive de la
production de métabolites utilisées, Ehlinger at (1994) ont distingué deux états
physiologiques différents pour I'écosysteme anaérdle premier comportement physiologique,
caractérisé par une production faible, est attriadé fixation des cellules et la formation du
biofilm. La seconde phase, avec une alimentatiognessive intense, est stable et accompagnée
d'une forte production. Pour Grimaatt, 2001, la phase d’activation sur Pouzzolaneirgéfa

10 jours.

3/ La troisieme phase représente une étape d’admediun biofilm mature complétement

développé (Longieras, 2005) d'ou la productiome&onversion sont constantes.

Les travaux de Show et Tay (1999) en réacteurfexéitont montré que l'augmentation de
la charge organique, qui se traduit par une augatientdu débit et de la vitesse ascensionnelle
de liquide, provoque une augmentation des conésihiyydrodynamiques d'abrasion liées aux
frictions entre les particules qui génere un déawnt et un renouvellement de la biomasse

fixée plus importants.
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[1.3.3 Rendement et productivité
Les rendements en production de chaque fermentatidnété calculés a partir de la
relation :
P, - P,
Yeis = S -5
0~ Of
P:: Quantité de produit a I'état final, o:RQuantité de produit a I'état initial, ;: RQuantité du substrat a I'état

final, S: Quantité du substrat a I'état initial.

La productivité qui exprime la quantité des métdabslsynthétisée par unité de temps et
par unité de volume du bioréacteur, est une meseira performance globale d'une opération
(Wee etal., 2006).

Nous avons obtenu les valeurs suivantes:

Tableau 25 Rendements et productivités en acide lactique Lzatococus lactis en

différents modes a cellules libres ou immobiliségdd contréle ou non.

Taux de Taux de Production| Acide Productivité Mode de Référence
dilution h* conversion du g/l lactique g/llh culture
lactose % g/g
Lc,l9 0,36 — 0,46 89,16-91,89 17,6-—21,8,42-0,55| 22,71-30,5f/ Continu a -
Lc,d4 0,36 — 0,46 85,74-89,94 12,4- 16233 -0,42 15,44-26,88 cellules
Lc,|9etlc,d4 0,36 — 0,46 89,6 -91,89 17,4-21,8,45-0,55| 22,31-36,90 immobilisées
Lcl9 - 17-23 6,60-9,20| 0,66-0,94  0,25-0,3bBatch a cellules -
Lc,d4 - 23-31 6,42-10,1] 0,63-0,98  0,25-0,39 libres pH non
Lcl9etlc,d4 - 15-27 6,40-11,5 0,93-0,98 0,25-0,44  controlé
Lc,l9 - 34-37 14,7-15,7| 0,98-0,99 0,57-0,6PBatch a celluleg
Lc,d4 - 32-40 16,4-16,8| 0,96-0,98 0,63-0,65 fixées pH non -
Lcl9etlc,d4 - 38-47 16,5-19,8/ 0,97-0,98 0,63-0,76 contrblé
Lactococcus Roble et
lactis ssp lactis i ) 90,0 76 1.6 i al. (2003)
Lactococcus ) 92,49 102 54 1,0 Batch Sur MRS
lactis ssp lactis pH contrdlé | Gasson et
i 73.03 13,7 80 0,29 Batch Sur MBS al. (1996)
pH non contrdlé
Lactococcus Roukas,
lactis - - 46 - - Fedbatch (1998)
Akerberg
Lactococous : : 50 : : : etal
(1998)
Batch membrang
Lactococcus . : Wee et al.
lactis - - 39 - 0,9 électrodialyse, (2006)
recyclage
Lactococcus i ) 46 i 10.6 Continu sur | Ohashi et
lactis ' membrane | al. (1999)
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Comparativement aux rendements et productivitégjidsd dans le tableau 26, les souches
Lc.I9 et Lc.d4 immobilisées sur pouzzolane en c¢altpure ou mixte a pH non controlé ont

donné de meilleures productivités en acide lactique

Tableau 26: Rendements en diacétyle paactococus lactis en différents modes a cellules

libres ou immobilisées a pH contrdle ou non.

Taux de Taux de Production ppm/ Mode de culture ~ Référence
dilution h* | conversion du
lactose %
Continu a
Lc,l9 0,36 — 0,46 89,16 -91,89 0,7 -0,874 cellules -
immobilisées
Continu a
Lc,d4 0,36 — 0,46 85,74 -89,94 1,7 -2,06 cellules -
immobilisées
Continu a
Lc,|9¢€t Lc,d4 0,36 — 0,46 89,6 -91,89 0,9-1,02 cellules -
immobilisées
Lactococcus_lacus i ) 1,25 )
ssp, lactis )
Lactococcus lactis Kar et Misra
ssp,diacetylactis ) B 3,32 B (2000)
Culture mixte - - 1,25 -
Lactococcus lactis i _ 6.6—6.9 i Speckman et
ssp,diacetylactis ' ' Collins (1973)
Lactococcus lactis i _ 1.99 )
ssp,diacetylactis ' Gagnon (2006)
Lactococcus lactis Bassit etal.,
ssp,diacetylactis i ) 116,10 i (1994)
Lactococcus lactis 8 16 Cellules libresepn  Rondags
ssp,diacetylactis ) B ' batch (1998)

Par contre le rendement et la productivité en dygedont tres loin de ceux du rendement
relatif aux travaux de Rondags at (1998). La faiblesse de la production du diagépeut
s'expliquer par:

» Le pH non contrdlé peut perturber la production stasches.

» La température 30 °C est non adéquate a la praducdti diacétyle car les cellules
cultivées a 30°C atteignent plus rapidement desapides et séjournent donc plus
longtemps dans cet environnement acide. Lucas wtoRe (1989) et Boquien l.
(1988) ont constaté que les souche&atococcus lactis lactis semblent peu atteintes,
par contre la viabilité deactococcus lactis diacetylactis se voit donc diminuée. Selon
Bassit etal. (1994) qui ont étudiée l'effet de la températute B production du
diacetyle, a partir d’'une culture pure lde diacetylactis CNRZ 483, avaient remarqué
que la production de ce métabolite secondaire @lastélevée a la température de 18 et
21 °C que celle de 30 °C.

» Laréduction de diacétyle en acétoine.
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Conclusion

A la lumiére des résultats obtenu, notre étuddeanat'objectif principal qui était que
I'utilisation de la technologie des cellules immi@es sur support pouzzolane permet de
produire de l'acide lactique et du diacétyle enntjtéxaimportante en vue de valoriser le
lactosérum. Un milieu de culture plus économiqueogéentiellement moins favorable pour la
croissance des lactocoques nécessite un enricleasgraur qu'il devra remplacer le milieu
M17.

Le comportement des souchks.|9 et Lc.d4 sur les différents milieux a base de
lactosérum enrichi en batch et en continu libresnomobilisées a été étudié. Nous avons
noté:

1/ sur le plan des essais préliminaires

»  La déprotéinisation par HCI concentré et l'autoatges du lactosérum ont
abouti a une élimination partielle des protéinés%g.

»  L'evolution de l'acidité exprimé en acide lactiqauec 6.5 % d'extrait sec de
lactosérum a donné de meilleurs résultats comparaént avec les autres
concentrations.

> La supplémentation du milieu en magnésium (0,2@ fiermet a la fois
une stimulation globale de la fermentation lactiqueais également
I'obtention d'un meilleur taux de survie des sosaltdisées.

» Parmi les différents substituts "bon marché " tesgdr lactosérum
déprotéiné, I'extrait de levures a permis d'asaumdson rendement en acide
lactique.

» La supplémentation du citrate et acétate de sodiuarété la composition
optimale du lactosérum pour les souches cultivéebviduellement et
associees.

» L'adhésion des souches a nécessité quelques fgares 12 a 23 minutes de
contact entre la suspension bactérienne et le ratilysbur les différentes

hauteurs dans le systeme continu.



2/ Sur le plan de cinétique de production dedadactique et du diacétyle :

»  En fonction du taux d'inoculation, I'age de l'inlea et l'agitation, nous
avons enregistré des productions maximales en daudigue sur LDS en
cellules libres de 9,20; 10,1 et 11,5 g/l respectignt poutc.|9, Lc.d4et la
culture mixte pour un taux de 10 % de 24 h. contpemaent avec le milieu
de référence M17, la souche.d4 et la culture mixte ont marqué une
augmentation respectivement de 3,8 g/l et de 1 g/l.

» La concentration en diacétyle a été augmentéeesuilieu enrichi en citrate
a 0.4 %. Il a été enregistré des productions mdesren diacétyle de 1,063;
1,073 et 1,514 ppm respectivement pdue.l9, Lc.d4 et la culture mixte.
comparativement avec le milieu de référence Mludtew les cultures ont
connues une production faible en diacétyle.

» A 30°C et a pH non contrélé durant toutes les ferat@ons en cellules
fixées, nous avons obtenu en mode batch pendanh,1892e production
d'acide lactique de 15,7 g/l poluc.19, 16,8 g/l pourLc.d4 Les productions
de l'acide lactique et du diacétyle nous montrem¢ d¢p culture mixte a
enregistré les meilleures valeurs pour le modehbatcellules immobilisées
vis-a-vis de l'acide lactique ou le taux maximaatéeint 19,8 g/l pour la
granulométrie de 6,25 mm suivi par 18,8 g/l pougrenulométrie 4 mm. En
ce qui concerne le diacétyle, la culture pure Lded4 a montré une
production meilleure qui est évaluée entre 1,95@32 ppm pour les trois (3)
granulométries. En systeme continu durant 24 jouwrsls avons enregistré
une production entre 12,4 et 21,8 g/l d’acide taati en fonction des
différentes hauteurs et granulométries et entree02,07 ppm du diacétyle,
avec une conversion du lactose s’étalant de 85%.92

En ce qui concerne la productivité en acide laetiga mode batch a cellules libres, il a
été noté une valeur entre 0.25 et 0.44 g/l/h. Batre, elle est estimée a 0.57 et 0.67 g/l/h en

discontinu a cellules fixées



La productivité en acide lactique en mode contisiuvestimée entre 15.44 et 36.90 g/I/h
pour un taux de dilution qui varie entre 0.36 et60h’. Par contre la productivité en
diacétyle dans les cas étudiés est trés faible amatipement avec celle de la littérature. Ces
résultats sont encourageants, ils méritent unentatdte particuliere en ce qui a trait a la
production de l'acide lactique sans souci de predeidiacétyle qui est un composé éliminé
par un traitement d’autant plus colteux que la entration en fin de fermentation est élevée
(Trelea, 1994).

Le choix de la technologie ainsi que la nature diessat a utiliser permettent de
préciser les meilleures conditions opératoires pligper. Certains points clés restent

cependant décisifs pour la réussite du systemermima par les cellules immobilisées :
» Etude du comportement du biofilm.

» Etude de l'effet choc thermique et osmotique (dtoB extrémes de

température) sur les performances des biofilms.

» Production des métabolites a pH contrélé en modehbet continu a cellules

immobilisées.

Ainsi, il serait important d’étudier la productian’aide de cellules immobilisées d’'une
culture mixte plus complexe que la culture modeiksée lors de ce travail, avec un intérét

industriel.

L'importance de certains parameétres sur le fonocgorent meilleur du bioréacteur

pourra étre confirmée au cours des études, notatnmen

— L’effet du temps de séjour sur la vitesse de debtion et la stabilité de I'activité du

consortium bactérien anaérobie,
— L'importance de la surface disponible pour la oislation

— Détermination des conditions décisives pour uresphiapide de démarrage.



GRAS
°C

cm
mm

h

g

K Da
LDS
LDNS
Lc.l9
Lc.d4
mg

ml

mn
%

ppm
trs
TRC

Liste des abbréviations

. Generally Recognized As Safe.

: Degré Celsius.

: centimetre.

: millimetre.

- heure.

: gramme.

: Kilo dalton.

. Lactosérum déprotéiné supplémenté.

: Lactosérum déprotéiné non supplémenté.
: Lactococcus lactisubsplactis9.

: Lactococcus lactisubsp Lactisbiovar.diacétylactis4.
: milligramme.

- millilitre.

. Litre.

: minute.

. pourcentage.

: temps.

. particule par millions.

: tours.

: temps de rétention cellulaire.

: granulométrie.
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Annexe 1

Méthodes d'analyse physico-chimique

1/ Détermination de la teneur en lactose du lait

Il s’agit d'un dosage indirect du lactose qui s#liles propriétés réductrices de ce sucre :
réduction du cuivre par le lactose, dissolutionpdécipité d’oxyde de cuivre formé a l'aide
d’une solution ferrique et dosage des ions ferfeuxés par une solution de permanganate de

potassium.

Principe :

Dans la méthode de Gabriel Bertrand, on fait biouilh volume connu d’'une solution de
lactose a titrer avec un excés de liqueur de Fghlainsi le lactose (sucre réducteur) présent
dans I'échantillon réduit partiellement la liquede Felhing, il se forme alors un précipité
d’oxyde cuivreux CpO (1):

(1) Z2Cu*+2e-+0 2 CuwO
Lactose =2 nOx + ne-

Le précipité de GO est filtré et oxydées par une solution ferrigie3+) entrainant la
formation d'ions ferreux (P& & caractére réducteur (2) et qui sont alors dqs#s
manganimétrie par le permanganate de potassium KNIriM jouant le réle d’oxydant.(3)

Oxydation du CpO par une solution ferrigue acide

(2) (Cu0+2H+=>2Cu»+2e-+2H0) x5
(Fe?* + 1e- = Fe¥) x10

Dosage du fer par le permanganate
(3)  (Fe*>Fed*+le)x10
(MnOg+5e-+8H* 2 Mn2=+ 4 H:O)x 2

Sans lui étre proportionnelle, la quantité d’oxy@ibrmée dépend de la quantité de sucre
présente et augmente avec elle. Une table donoeriaspondance entre la masse de cuivre

précipité sous forme de guet la masse de lactose en mg contenu dans &ad)essai.



2/ Détermination de la teneur en protéine

Le dosage des protéines est effectué par la méthmdgeldahl qui correspond a la méthode
de référence. Cette méthode permet de doser I'axganique contenu dans les protéines
(matiéres azotées totales) et la correspondanae lasegrotéines totales est donnée par un
coefficient spécifiqgue a chaque produit. Pour ieléacoefficient est k= 6,38.

Principe :

'y a d'abord une minéralisation de la matiére amigue qui est détruite par I'acide
sulfurique. Au cours de la digestion oxydante, ele transformée en CO2 + H20 et l'azote
se retrouvent sous forme de sulfate d’'ammoniagueutllise un catalyseur de facon a élever
le point d’ébullition et accélérer la digestion.

L’ammoniaque est alcalinisé par la soude au couwsed distillation. Les vapeurs
d’ammoniaque sont piégées par I'acide boriquerees par une solution d’acide fort (HCI).
Cette méthode fonctionne pour des quantités d’adas la prise d’essai comprises entre 20
et 50 mg. Pour cela, il faut estimer les teneurpreteines des produits pour obtenir une prise

d’essai significative et titrable.

Résultats:

MAT(eng/100g) = Vi N;EI I.\1/|4é.k.100

PE : Prise d’essai en ml.
MS : Matiére séche du produit.
N, : Titre de I'acide 0.09 N.

V., : Volume titrage en L.

k : Coefficient de conversion et il est égal a 6.38.



Annexe 2

Tests microbiologiques

1/ Etat frais (mobilité)

But : Vérifier la mobilité d’une bactérie.

Technique :

A partir d’un bouillon : On met 2 gouttes de suspension cellulaire surlame que I'on
recouvre d’'une lamelle et lire immédiatement.

A partir d’'une gélose Mettre une goutte d’eau sur la lame avec uhdiiclé puis avec un fil
droit toucher une colonie et I'émulsionner dangdatte d’eau. Recouvrir immédiatement
d’une lamelle et lire immédiatement.

Lecture :au microscope
10x lumiere au minimum (a droite)
40x lumiere a 11h ou 1h.

Attention de ne pas confondre mobilité et mouvenbeotvnien.

Le mouvement brownien de bactéries est caract@@séun déplacement de masse des
bactéries, comme si elles suivaient un courant.

La réelle mobilité est lorsque I'on voit une baépartir d’'un point A vers un point B
indépendamment des autres



2/ Coloration de Gram

But : Permet de distinguer les bactéries Gram + et Gram fonction de la teneur en lipides
de la paroi.

Principe :Basé sur la composition chimique de la paroi desdies. Le Gram différentie les
bactéries selon gu’elles aient conservé le cngtdét aprées le traitement a I'alcool ou non.

Préparation du frottis :

A partir d’'un bouillon: Mettre 2 gouttes de suspension bactérienne piéaiabt
émulsionnée au centre d’'une lame. Etaler en comthee au centre de la lame. Faire sécher
completement sur plaque chauffante et fixer adifhe 3 fois.

A partir d'une gélose Mettre une goutte d’eau distillée a l'aide d’'uhbouclé au centre
d’'une lame. Avec un fil droit prendre une petitetigad’une colonie isolée, la déposer a coté
de la goutte pour la visualiser et la mélanger &eeci. Faire sécher complétement sur plague
chauffante et fixer a la flamme 3 fois.

Technique de coloration :
1- Colorant : Cristal violet 30 sec et rincer alie

2- Mordanceur : lode gram 30 sec et rincer a I'eau

3- Décolorant : Alcool (compter 1-2-3 si fait a fprad’'un bouillon et 1-2-3-4-5 si fait a partir
d’'une gélose) en inclinant la lame et rincer imraésient

ATTENTION étape importante

4- Contre-colorant : Safranine 30 sec et rincéeaul

5- Sécher la lame avec du papier buvard.

Lecture :A I'immersion : 100x

Gram positif (+) : violet
Gram négatif (-) : rose



3/ Production du diacétyle (acétoine) par VP (Vosegferoskauer) (bouillon)

But : Mettre en évidence la production d’acétyl-méttatkinol (acétoine) a partir de la
dégradation du glucose.

Principe : L'acide pyruvique produit lors de la dégradatiom glucose est transformé en
aceétoine, une substance neutre. En présencedd' Qair et d’un alcali (KOH), I'acétoine est
oxydée pour former du diacétyle, impliqué dans dadpction de couleur. Si la bactérie
possede le bagage enzymatique nécessaire (VPe)défrade les acides organiques en
substances neutres, principalement en acétyl-mésuginol

Technique d’ensemencemer®n ensemence le bouillon avec une colonie prélavée un
fil bouclé.

Réactif :A : alpha-naphtol
B : hydroxyde de potassium (KOH) 40%

Incubation 48 heures a 30°C

Lecture et résultatajouter de 6 gouttes de réactif A
2 gouttes de réactif B.

Laisser reposer 15 min.

Lire maximum 1h apres I'ajout des réactifs.
Négatif (-) : jaune ou inchangé

Positif (+) : rouge

Si une bactérie est VP+ elle est nécessairement d¢Rméme qu’'une bactérie MR+ est
nécessairement VP-.



4/ Dégradation du lactose (bouillons)

But : déterminer si la bactérie est capable de dégradsucre.

Principe :Lorsque le sucre est dégrade, il en résulte uitifiaation du milieu qui se traduit
par un changement de couleur de ce dernier graneraicateur de pH.

Technique d’ensemencemen®On ensemence le bouillon a l'aide d'un fil boudépartir
d’une culture pure.

Indicateur de pH :

Glucose : Bromecrésol pourpre (Jaune &%.2
Lactose : Rouge de phénol (Jaune &/%.8
Incubation 24 heures a 30°C

Lecture :milieu jaune ou milieu rouge ou pourpre

Résultat : lactose + (jaune)
lactose — (rouge ou pourpre)

N.B. : les indicateurs peuvent changer.



5/ Citrate de Simmons (gélose inclinée en tube)

But : Déterminer si une bactérie est capable ou noredkgelopper sur un milieu contenant
comme seule source de carbone, le citrate de sodiusel inorganique.

Principe :Le milieu utilisé contient un autre sel inorgareque phosphate d’ammonium.

Les bactéries qui sont capables d'utiliser le wticomme source de carbone sont également
capables d'utiliser le phosphate d’ammonium comroarce d’azote. Il en résulte la
production d’ammoniac (N§) qui alcalinise le milieu et le fait changer deileur.

Technique d’ensemencemerftrie sur la pente de la gélose avec un fil bouohportant :
dévisser le bouchon d'% de tour.

Indicateur de pH Bleu de bromothymol
Incubation 24 a 48 heures a 30°C Si douteux, incuber 24 hsugdémentaires.
Lecture et résultat :

Positif (+) : bleu
Négatif (-) : Vert
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Annexe 4

Les milieux de cultures

Tableau 1 : Composition de milieu M17 (bouillon etgar)

Constituants g/l
Peptone de soja 5
Peptone de viande 2,5
Peptone de caséine 2,5
Extrait de viande 5
Extrait de levure 2,5
Lactose S
Acide ascorbique 0,5
Glycérophosphate de sodium 19
Sulfate de magnésium 0,25

pH: 7,2

La composition du milieu MI7 gélose: il s'agit dulisu précédant + 15 g/l d’agar
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