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Résumé

Streptococcus thermophilus S13 est une souche de bactéries lactiques thermophiles et homolactique
qui produit uniquement I'acide L (+) lactique. L'objectif de cette étude consiste en une optimisation des
parametres physicochimiques (température et pH) ainsi que le milieu de culture pour produire I'acide
lactique par cette bactérie sur lactosérum doux déproteiné et stérilisé .Les analyses physicochimiques de
lactosérum ont montré que ce dernier présente une qualité adéquat. La température 42°C, pH=6.42,
l'adjonction de 1% d'extrait de levure ont amélioré la croissance cellulaire ainsi que la production d'acide
lactique ot le taux de croissance maximal pm = 0.412 h™' et la vitesse moyenne d’acidification vim =1.095
g/Lh. Cette fermentation a suivi le modéle de Luediking et Piret : y = au+B (o = 5.1523, = 0.0821, R* =
0.9326) ou elle a mis en évidence un léger découplage entre la croissance et la production d'acide
lactique.

Mots clé : Streptococcus thermophilus S13, optimisation, production d'acide lactique. Lactosérum doux,
mode¢le.

Abstract

Streptococcus thermophilus S13 is themophilic and homolactic lactic acid bacteria strain which
produces only L(+) lactic acid .The aim of this study consists of the optimization of physicochemical
parameters (temperature and pH) , and also the culture medium for producing lactic acid by this
bacterium on deproteinized and sterilized sweet cheese whey. The physicochemical analysis of cheese
whey showed that it presents a suitable quality. The temperature 42°C, pH = 6.42, adding about 1% of
yeast extract improved the cell growth and also the lactic acid production where high specific growth rate
um = 0.412 h" and high average rate of acidification vm =1.095 g/Lh. This fermentation followed
Luediking and Piret model: y = ap+B (o0 = 5.1523, B = 0.0821, R? = 0.9326) where it showed the light
dissociation between growth and lactic acid production.

Key words: Streptococcus thermophilus S13, optimization, lactic acid production sweet cheese whey,
model.
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e monde a connu un développement trés important

dans le secteur industriel tandis qu'il y a toujours des
risques et des conséquences néfastes sur l'environnement et
la santé publique. Pour cela, les écologistes et les
biologistes se sont intéressés depuis longtemps aux
procédés et techniques qui servent a limiter la pollution
engendrée par les industries.

Parmi ces derniéres, l'industrie laitiére est une des plus
polluantes par le rejet de quantités importantes de
lactosérum. Du fait de sa richesse en élément nutritif tels
que lactose, protéine solubles, vitamines hydrosolubles,
matieres grasses et les éléments minéraux, le lactosérum
constitue un excellent milieu de culture pour les
microorganismes, ce qui fait de lui un facteur de pollution
redoutable [1].11 réduit la vie aquatique en captant l'oxygeéne
dissous [2],car un litre de lactosérum présente une demande
biochimique en oxygene (DBO) élevée qui varie entre 35 et
60 g/1[3].

Pour diminuer le risque polluant du lactosérum, ce
dernier est utilis¢é dans différents domaines tels que
l'alimentation  humaine, l'alimentation animale et
éventuellement dans le domaine de la biotechnologie afin
de produire des protéines d'organismes unicellulaires
(P.0.U.), enzymes, vitamines, alcool, acides organiques
(acide citrique, acide lactique,...etc).

L'acide lactique ou acide a hydroxy propionique est
synthetis€ soit par voie chimique soit par voie
microbienne,il se présente sous deux formes optiquement
actives, la configuration L (+) est lévogyre et la
configuration D (-) est dextrogyre . L'isomére acide L
lactique est préféré dans les produits alimentaires, di a la
présence de L lactate déshydrogénase dans I'étre humain [4]
tandis que l'isomére acide D lactique est parfois dangereux
au métabolisme humain et peut causer un acidose et
décalcification  [5].Streptococcus  thermophilus  est
homofermentaire, produit uniquement l'acide L lactique [2].

Dans le but de la valorisation du lactosérum, nous nous
sommes intéressés a la production d’acide lactique par
fermentation du lactose en utilisant une souche bactérienne
sélectionnée pour son pouvoir acidifiant. Notre étude a
porté sur :

- Etude de la composition du lactosérum doux qui
provient de 'ORLAC de Draa Ben Khedda

- Optimisation des conditions physico-chimiques de
I’activité de la bactérie utilisée

- Optimisation du lactosérum en tant que substrat de
culture

- Optimiser les paramétres de croissance et
d'acidification tels que la vitesse spécifique de croissance
() et la vitesse moyenne d'acidification (vm).

- Production d'acide lactique dans les conditions
optimales.

- Etablissement d’un modéle de

fermentation.

mathématique
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MATERIELS ET METHODES
Collection et préparation de milieu de culture

Le milieu de culture utilis€é au cours de notre
fermentation est a base de lactosérum doux issu de la
fabrication de fromage a pate cuite "Camembert" provenant
de 'ORLAC de Draa Ben Khedda (Tizi-Ouzou). Avant son
utilisation comme substrat de fermentation, ce lactosérum
est déprotéiné selon le protocole proposé par Moulin et al

[6].

Le pH de lactosérum est ajusté a une valeur de 4,6
(point isoélectrique des caséines) par addition d'acide
sulfurique (1N), puis autoclavé pendant 5 minutes a 102°C.
Apres refroidissement, il est filtré sur un filtre (type
Wattman). L'opération est répétée plusieurs fois jusqu'a
l'obtention d'un sérum limpide, le filtrat recueilli est
réajust¢ a pH=7 par NaOH (IN), puis stérilis¢é a 120°C
pendant 20 minutes.

Préparation de I’'inoculum

La souche utilisée dans notre étude est Streptococcus
thermophilus S13, souche homolactique. C'est une souche
de la collection du laboratoire de sciences et techniques de
I’environnement de I’ENP, Alger. Elle est revivifiée par
deux repiquages sur milieu M; liquide, puis elle est
conservée a une température de 4°C dans des tubes dits
tubes de conservation contenant de la gélose M,; incliné.

A partir de la culture sur gélose M inclinée, on préléve
quelques colonies qui seront transférées dans un tube de 10
ml de milieu M7 liquide, puis on l'incube a 42°C pendant
24 heures. Cette étape permet la réactivation de la souche
"Streptococcus thermophilus S13".

Aprés 24  heures d'incubation, on introduit
aseptiquement 1ml de cette préculture dans un erlenmeyer
d'une capacité de 250 ml qui contient 30ml du milieu M,
puis on l'incube a 42°C pendant 17 heures sans agitation.
Lorsque la croissance bactérienne est suffisamment
avancée, ce milieu va servir a inoculer le milieu de culture.
La fermentation en batch (discontinue) est réalisée dans des
erlenmeyers d'une capacité de 1 litre, contenant 300 ml de
milieu de culture (lactosérum doux déprotéiné et
autoclavé), ces erlenmeyers sont ensemencés stérilement
par 30 ml de préculture et incubés a 42°C sans agitation.

Méthodes analytiques

La concentration totale en lactate est mesurée par la
méthode préconisée par le manuel suisse des denrées
alimentaires [7], qui est fondée sur la mesure de
’absorbance du complexe lactate-Fe*" a 425 nm. La
concentration de lactose dans le milieu de culture est
déterminée par la méthode de Bradford [8] qui est basée
sur une défécation de lactosérum, oxydation de lactose et
lavage du précipité de Cu,O, réoydation de Cu,O et dosage
de sel ferreux formé puis titration par KMnO,4 (0.1N).La
densité optique de biomasse (DO) est déterminée par
spectrophotométre UV-VIS (UV-9200) a une longueur
d’onde égale 600 nm sachant que DOgypy =Y. PS (PS : poids
sec. Y : facteur égale 1.01285).Le poids sec de biomasse est
obtenu apres centrifugation de 20 ml de lactosérum, le culot
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ainsi récupéré est lavé avec de 1’eau distillée puis séché a
105 °C [9].

RESULTATS ET DISCUSSIONS
Composition biochimique du lactosérum

L'utilisation de lactosérum doux déproteiné comme
substrat de fermentation lactique nécessite au préalable une
étude biochimique détaillée. La connaissance de cette
composition est nécessaire pour procéder par la suite a des
essais de supplémentation afin d'obtenir un milieu de
culture adéquat. D’aprés le tableau 1 on constate que la
composition biochimique moyenne du lactosérum doux
(brute et traité) provenant de I'ORLAC de Draa Ben
Khedda, n’est pas tres différente de celle obtenue par
Sottiez [10] dans le tableau 2 dans le cas du lactosérum de
fromage a pate pressée. Toutefois, les valeurs sont
légérement inférieures ce qui s’expliquerait par une
différence de la composition initiale de lait utilisé.

Tableau 1: composition biochimique moyenne du lactosérum
doux provenant de L'ORLAC de Draa Ben Khedda.

Lactosérum brut R .
SR Lactosérum traité
H (avant stérilisation (filltré et stérilisé)
p et filtration)
6,00- 6,30 5,90- 6,20
Composition en g/l
- Extrait sec 79 70
- Taux des cendres 7,98 7,96
- Chlorures 1,80 1,75
- Matiére grasse 1,00 0
- Teneur en azote total | 1,61 1,12
- Teneur en protéines 10,06 7
- Teneur en lactose 61 57.9

Tableau 2 : composition de différents types de lactosérum [10]

Comme montre le tableau 1, le lactose est le constituant
le plus important du lactosérum (57.9 g/l), il représente 70 a
72 % de l'extrait sec [11].

Aprés stérilisation, on remarque une diminution de
concentration de lactose de 3.1g/l, cette perte en lactose
peut étre due a I’hydrolyse thermique (120°C).

Aprés traitement du lactosérum par chauffage et
filtration, on n’observe pas vraiment une grande différence
entre les deux types de lactosérum (brute et traité) sauf qu'il
y a diminution de taux de protéines de 10,06 g/l & 7 g/l avec
un pourcentage de 30,41%.

Enfin, on peut considérer notre lactosérum comme un
milieu de culture adéquat a la croissance de Streptococcus
thermophilus S13.

Optimisation de la fermentation en batch
Optimisation des parameétres physicochimiques
- Effet de température

D’apres la figure 1, on constate que la croissance est
meilleure a 42°C et elle atteint une valeur de 0.9658g de
matiére seche / litre de milieu de culture. Cette croissance
est abaissée si on augmente ou on diminue la température
de T = 42°C. Selon Rosso et al[12], quand la température
du milieu se situe en haut ou en bas de température requise
pour la croissance optimale, l’activit¢é microbienne est
réduite et le microorganisme peut éventuellement se
détruire.

Lactosérum
Lactosérum doux ) Lactosérum
acide
déprotéiné
Pate pressée Péte pressée
perméat doux
cuite non cuite Pate
camembert Caséine d'ultrafiltration

(Emmental) (Edam) fraiche
Liquide (%) 93,5 95 93,5 94 94 -
extrait sec en % 6,5 5,00 6,50 6,00 6,00 4,50
pH 6,70 6,50 6,10 6,00 4,60 6,40
Composition en g/l
Lactose 76,00 75,00 75,00 65,5 74,00 85,00
Protéines 13,50 13,50 12,00 12,00 12,00 4,00
Cendres 8,00 8,00 8,25 9,00 12,00 9,00
Acide lactique 1,80 2,80 2,20 10,00 1,80 2,00
Matiére grasse 1,00 1,00 1,00 0,50 0,50 0,00
Matiére minérale
Caen % 0,60 0,65 0,70 1,90 1,80 0,60
Pen% 0,60 0,65 0,70 1,50 1,50 0,60
Chlorure (NaCl) 2,50 2,50 2,50 2,50 7,50 2,80
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Figure 1: Evolution de biomasse en fonction du temps a
différentes températures et a pHconstant.

La figure 2 montre clairement que la température de
42°C a une meilleure production d’acide lactique (Pf =
9.06g/1) par rapport aux autres températures 35°C ,40°C,
45°C, 48°C qui ont les concentrations finales en acide
lactique respectivement de 5.22g/1, 6.77g/1, 7.59g/1, 5.88g/1.

En effet, dans les systémes biologiques, la température
affecte le taux des réactions biochimiques, I’activité des
enzymes extracellulaires et le temps de génération [13], ce
qui influe significativement sur la production d’acide
lactique.
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Concentration d'acide lactique
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Figure 2: Evolution de la concentration d'acide

lactique en fonction du temps a différentes
températures et a pHconstant

Durant les cinq (5) fermentations, le pH diminue
(figure3). Par exemple, 8 T = 42°C et au bout de quatre
heures, il passe de 6.09 a 5.22 et il arrive a 4.33 a la fin de
la fermentation. Selon Terre [14], Streptococcus
thermophilus acidifie le lait plus rapidement. En plus, les
résultats de Chamba et Prost [15] et Chamba [16] ont
montré qu’une souche n’est acidifiante que si la diminution
de pH égale au moins 0.5 unité en quatre heures pour les
Streptococcus thermophilus. A cet égard, on peut
considérer notre souche Streptococcus thermophilus S13
comme acidifiante.

La figure 4 a bien illustré la dégradation de lactose par
une simple droite décroissante. Cela veut dire que le lactose
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est consommé par la bactérie et converti par la suite en un
produit fini (acide lactique). Sa production est représentée
par une courbe croissante (figure 2).
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Figure 3: Evolution de pHen fonction du temps a
différentes températures et a pHconstant,

A T = 42°C le taux de croissance maximal pmax =
0.155h™ et la vitesse moyenne d’acidification Vm =0.755
g/L.h, pour cela on peut considérer cette température comme
optimale pour la croissance et la production d’acide
lactique par Streptococcus thermophilus S13 cultivée sur
lactosérum doux.

Radke-Mitchell et Sandine [17], Bensiameur [18] et
Boubechiche [19] ont également signalé que la température
de 42°C est optimale pour la souche Streptococcus
thermophilus CNRZ302.

En plus, Robinson [20] a préconisé cette température
d’incubation pour les souches de Streptococcus
thermophilus en suivant comme critére d’acidification
I’acidité titrable. Selon  Bourgeois et Larpent [21],
Streptococcus thermophilus se distingue essentiellement
des autres streptococcus lactiques par sa croissance
thermophile avec un optimum autour de 42°C — 43°C. De
méme, Gyosheva et al. [22] ont travaillé sur 75 souches de
Streptococcus thermophilus et ont trouvé la température
42°C comme température d’incubation pour ces dernicres.
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Figure 4: Evolution de laconcentration de lactose en
fonction du temps adifférentes températures
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Effet de pH

Aprées déproteinisation, filtration, ajustement de pH a 7
a I’aide de NaOH (IN), on stérilise le milieu de culture
dans un autoclave a 120°C pendant 20 minutes. Cette
stérilisation provoque la précipitation d'une partic des
protéines limitant ainsi la quantité d'azote disponible dans
le milieu [23].

Les figures 5 et 6 montrent que la croissance ainsi que
la production d’acide lactique sont inhibées a pH = 4.72,
tandis qu'il y a augmentation de la biomasse et la teneur en
acide lactique avec 1’¢lévation de pH jusqu’a pH = 6.42
ou la concentration finale de biomasse Xf =1.30 g/l et la
concentration finale d’acide lactique Pf = 9.90 g/Lh. Au-
dela de ce pH, la croissance et la production d’acide
lactique diminuent.

14 -
~ 121
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Figure 5: Evolution de biomasse en fonction du
temps a différentspHeta T = 42°C.
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Fgure 6 : Evolution de la concentration d'acide lactique en
fonction du temps a différents pHet a T=42°C

Il est connu qu’a des pH bas, I’acide lactique provoque
une pression dans les cellules microbiennes [24] puis les
bactéries perdent leurs activités physiologiques entrainant
ainsi une inhibition de § galactosidase et d’autres enzymes
de glycolyse.
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De facon générale, le lactose est converti en acide
lactique par la voie ’EMBDEN MEYERHOF qui forme
deux molécules de lactate par molécule de lactose
consommé [25]. A 1’aide de B-galactosidase, le lactose est
scindé en galactose et glucose pour donner par la suite le
pyruvate, ce dernier est transformé en acide lactique et
énergie sous forme d’ATP. Durant la phase exponentielle
ou la croissance et la production sont assez importantes, la
bactérie exige beaucoup d’ATP pour assurer la synthése et
la production. Par contre, cette exigence diminue dans la
phase stationnaire.

Aux pH = 4.62 et 7.3, Streptococcus thermophilus S13
nécessite I’ATP beaucoup plus dans la maintenance que
dans la croissance et la production, ce qui explique
I’inhibition a des pH bas ou élevés. A pH = 6.42, le taux de
croissance maximal p atteint une valeur maximale égale
0.283 h™' et la vitesse moyenne d’acidification V prend une
valeur maximale égale 0.816 g/L.h. on peut conclure que ce
pH est pris comme optimum pour notre souche
Streptococcus thermophilus S13 afin qu’elle puisse donner
une bonne croissance et production d’acide lactique.

McBean et al. [26] ont proposé un pH de 6 pour
Streptococcus thermophilus. Par contre Tayeb et al. [27]
ont adapté un pH de 6.5 pour la méme souche. Les résultats
des travaux de Hutkins et Nannen [28] ont montré que le
pH externe optimum pour les bactéries lactiques
thermophiles et plus précisément  Streptococcus
thermophilus estde 6 4 7,5.

D'une maniére générale, la production d'acide lactique a
un effet inhibiteur sur les bactéries lactiques et plus
particuliérement Streptococcus thermophilus. Les travaux
de Konings et Otto [29] et Amrane[30], ont montré que
lorsque le pH du milieu extérieur diminue, par
l'accumulation des acides organiques (acide lactique), la
bactérie lactique maintient son pH intracellulaire plus
alcalin (pH = 6.6) que le milieu extracellulaire, car les
cellules excrétent rapidement 1'acide lactique dissocié dans
le milieu extracellulaire, en plus la membrane cellulaire est
imperméable pour les protons extracellulaires (molécule de
lactate) [23].

La différence de pH entre le cytoplasme et le milieu
extracellulaire forme un gradient de pH (ApH). Pour
excréter les protons a I’extérieur, la bactérie consomme
I'ATP en activant I'enzyme H', ATPase [31], mais en fin de
phase exponentielle de croissance, la quantit¢ d'ATP
disponible ne suffit plus, le gradient de pH disparait, les
activités hexokinasiques baissent et entrainent l'inhibition
de la croissance et l'activité des enzymes intracellulaires
telle que le B galactosidase car le pH optimal de la B-D-
galactosidase provenant de Streptococcus thermophilus est
proche de neutralité [23].

Optimisation des paramétres liés au milieu de culture
Effet de I'extrait de levure
Pour augmenter le rendement de croissance et de

production d'acide lactique, on essaiera de supplémenter le
lactosérum par extrait de levure car cette source azotée
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constitue une source de vitamines et de facteurs de
croissance [32].

D'apres la figure 7, on voit que le temps de latence pour
une concentration d’extrait de levure EL 0 % est
relativement long (environ 3 a 4 heures) tandis qu'il est
réduit pour des concentrations d'extrait de levure 1 %, 5
%,10 %. Ce temps de latence est suivi par une phase
d'accélération, il dépend généralement de plusieurs
facteurs : taille de l'inoculum, I'état physiologique de la
bactérie et la préculture.

1,8
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@
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Figure 7:Evolution de biomasse en fonction du
temps adifférentes concentrations en extrait de
levure et aT =42°C.

Ce temps de latence réduit correspond a une adaptation
de Streptococcus thermophilus S13 a I’extrait de levure
additionné. L'adjonction d'extrait de levure au lactosérum
provoque une amélioration de la croissance ou les
concentrations finales de biomasse Xf égal 1.65 g/1,1.59 g/l
,1.218 g/l pour des concentrations d'extrait de levure
respectivement de 1 %, 5 %,10 %. Selon Bury et al. [33],
I'addition d'extrait de levure au lactosérum déproteiné peut
considérablement augmenter non seulement le taux
d'acidification par Lactobacillus bulgaricus 11842 mais
aussi l'activité de B-galactosidase. Cette activation entraine
la dégradation de lactose et une bonne assimilation de
glucose qui se traduit par une bonne croissance. Cette
amélioration a ¢été attribuée a la disponibilité d'acides
aminés libres, de peptides, purines de pyrimidine et de
cofacteurs...etc [5].

En plus, la figure 8 a montré une amélioration marquée
concernant la production d'acide lactique ou la
concentration finale d’acide lactique Pf prend les valeurs de
8.16 g/1 ,9.71 g/l, 8.33 g/, 7.35 g/l pour des concentrations
d'extrait de levure suivantes : 0 %,1 %, 5 %,10 %.

En effet, durant la phase exponentielle la bactérie
nécessite beaucoup d'énergie pour croitre et pour produire
l'acide lactique, 1'amélioration observée dans la croissance
peut étre expliquée par la grande exigence de bactérie a
I'énergie pour la croissance et la maintenance. En revanche,
une petite quantité d'énergie va étre destinée a la production
d'acide lactique.

85

Les deux figures7 et 8 présentent une meilleurs
croissance et production d’acide lactique a une
concentration d’extrait de levure égalel % tandis qu’il ya
une diminution de croissance et de production aux
concentrations 5 %,10 %. Ce ralentissement du taux de
croissance ainsi que le taux de production peut étre attribué
a une inhibition par un excés de supplément (extrait de
levure). Levander et Radstron [34] ont attribué 1’inhibition
de la croissance et la production d’acide lactique a des
concentrations d’extrait de levure au dessus de 10g/L.
Amran [35] a travaillé sur la production d'acide lactique par
Lactobacillus  helveticus  cultivée sur  lactosérum
supplémenté par extrait de levure et il a conclu que les
concentrations d’extrait de levure (EL) supérieure a 20 g/l
deviennent toxiques pour le microorganisme. En plus,
Ghaly et al. [36] ont signalé qu’a des concentrations
élevées en extrait de levure, la concentration cellulaire
diminue sous I’effet de forte toxicité.

Avec une concentration finale de biomasse Xf = 1.65
g/l et une concentration d’acide lactique Pf=9.71 g/, nous
retiendrons la concentration d'extrait de levure EL = 1%
(10g/1) comme concentration optimale a la croissance et la
production d'acide lactique.
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Figure 8:Evolution de laconcentration d'acide lactique en
fonction du temps adifferentes concentrations d'extrait
de levure et aT=42°C

En effet, des résultats similaires ont été trouvés par
Kulozik et Wilde [37], Bouguettoucha et al. [38], qui ont
travaillé sur une autre bactérie lactique thermophile libre
Lactobacillus helveticus. En revanche, Schepers et al. [39],
Sirisaneeyakul et al.[40]ont travaillé respectivement sur
des bactéries lactiques thermophiles immobilisées
Lactobacillus lactislO1, Lactobacillus helveticus et ont
jugé que 10 g/l d'extrait de levure (EL) est la concentration
optimale pour ces deux souches afin qu'elles puissent
donner une bonne croissance et production d'acide lactique.

Production d'acide lactique dans les conditions
optimales

Pour étudier l'effet des paramétres physicochimiques
(T, pH) et les paramétres liés au milieu de culture (Extrait
de levure). On essaiera de regrouper les 03 facteurs dans
une méme fermentation sous les conditions citées dans le
tableau 3. La figure 9 représente 1'évolution de biomasse,
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pH, acide lactique et lactose en fonction du temps .Elle
nous a permet de voir que la biomasse passe de 0.165g/1 a
2.368 g/l, l'acide lactique passe de 2.28 g/l a 13.31 g/,
diminution de pH jusqu’a 4.23 et dégradation de lactose de
57.9 g/la35 g/l

Tableau 3 : Conditions optimales

Parameétres Paramétres fixes
optimaux
e T:42°C e Inoculum 10 % (v/v) de
e pH:642 préculture
e EL:1% e  Absence d'agitation et d'a¢ration
o  Durée de fermentation : 24 h
e  Milieu de culture :
300 ml de lactosérum déproteiné et
autoclavé
—+— Biomazze
5 - e —B— Acide lactiue
pH
;
1 B0 | —+—Lactose
- ]
& 18 3
£ ¢
£ 3 1 k]
2% :
EN- L
%g 2 l4s
R 2
22 ‘a0 E
R g
T =S
g § (g
2 ]
5] 4 14
2
l+—" " 25
o2 4 6 5§ 101214 1618 20 22 24
Temps (h)
Figure %: Evolution de biomasse,pH , acide lactique et lactose
en fonction du temps dans les conditions optimales:T= 42°C,
pH=642 et EL=1%.

Il apparait que la croissance et la production d'acide
lactique sont inhibées lorsque le pH chute a 4.23. Cela est
da a la forte acidité (pH bas) qui résulte de 1'accumulation
de l'acide lactique. Amrane [30] a conclu que l'inhibition
peut étre due a 1'épuisement de source carbonée. Mais dans
notre travail, ce n'est pas le cas, car la concentration de
lactose passe de 57.9 g/l a 35 g/l avec un rendement de
bioconversion de lactose en acide lactique Yp/s = 48.16 %,
donc il reste dans le lactosérum 51.84 % de lactose non
consommeé par la bactérie.

D'autres chercheurs tels que Somkuti et Steinberg [41]
ont montré que le galactose est un facteur responsable de
I'inhibition de croissance du Streptococcus thermophilus.
Ces travaux sont confirmés par Levander et Radstrom[34]
qui ont montré que les souches de Streptococcus
thermophilus sont considérées galactose (-) et elles ne
peuvent fermenter le galactose malgré qu'elles possedent le
gene nécessaire pour le catabolisme de galactose.
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Modele de croissance et de production d'acide
lactique

Pour comprendre les phénomeénes biologiques et plus
précisément les cinétiques de croissance et de production
d'acide lactique, on essaiera de traduire les résultats
expérimentaux par un modéle mathématique en utilisant un
logiciel "ORIGIN" qui est basé sur la méthode des
moindres carrées.

De fagon générale, le choix de modéle mathématique est
fait selon deux critéres :

- 11 doit avoir une meilleure corrélation (R* plus élevé
(proche de 1)) ;

- II doit avoir aussi une excellente représentation du
processus étudié.

Avant la modélisation des cinétiques de croissance
bactérienne et de production d'acide lactique, il est
nécessaire de passer par la dérivation par rapport au temps
de la grandeur mesurée.

Modele de croissance bactérienne

La figure 10 donne la
Streptococcus thermophilus
optimales : T= 42°C, pH= 6.42 et une concentration
d’extrait de levure EL 1% sachant que les points
correspondent aux valeurs de X expérimentales et la courbe
correspond aux X numériques.

cinétique de croissance de
S13 dans les conditions

Concentration de biomasse (g/l)

o
L ]

om

L
1

no

—TT T T T T T T T
0o 1 1 1 1

2 4, 8
Temps(h)
Eigure 10 :Ajustement de la concentration de biomasse
en fonction du temps

oo

T T 1
2 2 2
0 2 4

points éxpérimrntaux
5 points calculés

La fonction qui nous a permis d'avoir un meilleur
ajustement c’est la fonction de Richards qui a la forme
suivante :

Y=a [1+ (d_l) e-k (X-XC)] 1/ (1-d) (*)

Avec a, xc, d, k sont des constants sans signification
biologique et ils prennent les valeurs suivantes: a
2.37165, xc =8.96709, d = 6.83021, k = 1.8555.

Selon cette figure, on remarque que l'ajustement est
excellent pour toutes les phases de croissance ou le
coefficient de corrélation R? est trés élevé (R*= 0.99913),
c’est-a-dire les points expérimentaux sont en trés bon
accord avec ceux calculée et cela veut dire qu’il y a peu
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d’erreurs entre la réalité et I’expérimentation. Donc on peut
exprimer la biomasse par 1’équation ci-apres :

X =2.37165 [1 +5.83021. e 1.8555 (t—8.96709)] 1/(-5.83021)

La figure 10 est de forme sigmoide a été mise en ceuvre
pour la premiére fois par Richards en 1961 en suivant
l'équation : Y =[ a (I+b.e ““P]' [42]. Selon Beal et al
[43]; Boudrant et al [44], ce modéle appelé descriptif (ou
purement mathématique) permet d'exprimer les variables de
croissance ou d'acidification par des équations dépendant
du temps et comportant un nombre variable de paramétres
n'ayant pas de signification biologique.

Modele de production d'acide lactique

La figurell donne la cinétique de production de
Streptococcus thermophilus S13 dans les conditions
optimales : T= 42°C, pH = 6.42, une concentration
d’extrait de levure EL = 1%. Cette courbe porte les points
expérimentaux ainsi que la courbe ajustée. L’ajustement se
fait par la méme équation utilisée dans 1'ajustement de la
cinétique de croissance sachant que a = 13.35087, xc
=6.41061, d =4.16642, k = 0.72952.

Cone rralon d'aclle lackue gl

Foinly expédmenba
Folnl caladés

=

Temps v

Figqure 11: Ajustement dela concentration d'acide [actique en
function dutemps

D'apres la figure 11, on note que I'écart est réduit entre
les points expérimentaux et les points calculés ou le
coefficient de corrélation R? = 0.99816, donc on peut
exprimer la production par I’équation suivante :

P= 13-35087 [1 + 3.16642- e —0.72952 (t76.41061)] 1/(-3.16642)

Relation entre la croissance et la production
d'acide lactique

En ce qui concerne la production des métabolites, Gaden
[45] a décrit trois types de cinétiques:

- formation de produit directement li¢é au métabolisme du
substrat (production couplée de la croissance).
gp=op (1)

-formation de produit non lié au métabolisme du substrat
(production dissociée de la croissance).

=B 3
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Dans le cas de notre travail, la représentation de gp en
fonction de p est illustrée sur la figure 12, cette courbe ne
passe pas par I’origine et elle prend 1’équation suivante :

y =outp ((Type 2 de la classification de Gaden) ou o et
sont des coefficients liés a la croissance et a la production.

vites=a specifique de
production | 14]

28 4

2

1.5 - yw= 81822+ 0,022

1 Re=0,9226

0.5

0 T T T T ]
u] 0.1 0z 032 04q 04

Yitesze spécifigus decroissance [ 1)
Figure 12:Evolution de witesse spécifique de

production en fonction de vitesss spécifique
de croissance

D’aprés la courbe (figurel2), on fait sortir o qui
représente la pente de la courbe et B correspond au point
d’intersection de notre courbe avec 1’axe des coordonnées

(y)-

Il apparait clairement que la production d’acide lactique
est légérement découplée de la croissance avec un
coefficient de corrélation R* = 0.9326, a = 5.1523 et B =
0.0821. Donc on peut écrire qp = 5.1523 p + 0.0821.

Selon Scriban [45], les cinétiques de croissance et de
production sont étroitement découplées lors de la
production de composés intermédiaires du métabolisme
appelés métabolites primaires. Il s'agit de molécules telles
que les acides aminés et les vitamines nécessaires aux
synthéses cellulaires.

Ce découplage partiel entre la production d’acide
lactique et la croissance a été trouvé par Amrane et
Prigent[46] ; Kulozik et Wilde [37] qui ont travaillé sur une
bactérie lactique thermophile Lactobacillus bulgaricus
cultivée sur lactosérum enrichi.

Le tableau 4 résume les paramétres de croissance et de
production d'acide lactique dans les conditions optimales, il
fait apparaitre que la croissance présente un maximum Xf =
2.368 g/l et une taux de croissance maximal px = 0.412 h°
'avec un rendement de bioconversion de lactose en
biomasse Y, =9.68 %.

En plus, la production atteint une valeur Pf = 13.31 g/l,
vitesse moyenne d’acidification maximale Vm = 1.095
g/lLh avec un rendement de bioconversion de lactose en
acide lactique Y= 48.16 %.
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Tableau 4: les parametres de croissance et de production d'acide lactique dans les conditions optimales.

Pf Vm Qp Xf Mmax Yp/s Yx/s B
(04
(g (g/Lh) (b (gD (b (%) (%)
13.31 1.095 2.17 2.368 0.412 48.16 9.68 5.1523 0.0821
CONCLUSION Dans le but d'améliorer la performance de notre souche

La valorisation de lactosérum doux provenant de
I'ORLAC de Draa Ben Khedda par fermentation lactique
sert, d'une part, a limiter la pollution engendrée par ce sous
- produit, d'autre part, a synthétiser un nouveau produit
"Acide lactique" qui trouve une grande gamme
d'application dans les domaines alimentaire,
pharmaceutique, cosmétique, textile....

D'aprés les résultats de l'analyse physicochimique du
lactosérum doux issu de la fabrication du camembert, on a
conclu que ce milieu de culture présente une qualité
adéquat vu sa richesse en matiéres nutritifs : 57.9 g/l de
lactose, 1.12 g/l de matiére azotée, 7 g/l de protéines, 1.75
g/l de chlorure et 0 g/l de matiére grasse.

En général, les protéines solubles du lactosérum sont
moins assimilables par les bactéries lactiques et plus
particuliérement Streptococcus thermophilus, c'est pourquoi
lors d'enrichissement de notre lactosérum par 1’extrait de
levure, la croissance et la production d'acide lactique sont
bien améliorées.

En effet, la production d'acide lactique par

Streptococcus thermophilus S13 en batch et a pH non
contrdlé ( pH libre) sous les conditions optimales :
T = 42°C, pH = 6,42, Extrait de Levure = 1 % (10g/1),
présente une amélioration marquée de la croissance et de la
production d'acide lactique ou la concentration finale de
biomasse Xf = 2.368 g/l, le taux de croissance maximal p
max = 0.412h™", la concentration finale d’acide lactique Pf=
13.31g/1 et la vitesse moyenne d’acidification vm =
1.095¢g/1.h.

Pour comprendre les phénomeénes biologiques et plus
précisément les cinétiques de croissance et de production
d'acide lactique, on essaiera de traduire les résultats
expérimentaux par un modele mathématique en utilisant un
logiciel "ORIGIN" qui est basé sur la méthode des
moindres carrées.La cinétique de croissance ainsi que la
cinétique de production d’acide lactique présentent un
meilleur ajustement par une méme fonction qui s’appelle
fonction de Richard ou le coefficient de corrélation R’
>0.99.Cette valeur exprime un peu d’erreur entre la réalité
et I’expérimentation .D’aprés les résultats obtenus on a
conclu que la fermentation lactique par Streptococcus
thermophilus S13 sur lactosérum doux déproteiné et
y = aputp (a = 5.1523, B = 0.0821, R? = 0.9326) ce qui
exprime que la croissance et la production d'acide lactique
sont étroitement découplées.
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Streptococcus thermophilus S13:

= ]I faut que la fermentation se déroule a pH contrdlé en
utilisant comme agents de neutralisation, hydroxyde
de calcium, hydroxyde de sodium...ect. Cette
opération permet d'éviter l'inhibition par le pH.

= ]l faut travailler dans des conditions en continu pour
empécher l'inhibition provoquée par 1'accumulation
de produit fini "Acide lactique".

= ]l faut travailler dans des cultures mixtes, en utilisant
par exemple Lactobacillus  bulgaricus ou
Lactobacillus helveticus qui stimulent I’activité de
Streptococcus thermophilus.

= [l faux travailler avec des souches immobilisées de
Streptococcus thermophilus car plusieurs recherches
ont montré que la bactérie immobilisée est plus
performante qu’une bactérie libre.
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