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Les levains lactiques mésophiles. Une revue."

par

T. M. coGAN"!

Depuis une époque immémoriale I'nomme a mis a profit la fer-
mentation pour conserver nombre de ses aliments. Au cours de la
fermentation, il se produit normalement des modifications a la fois de
la texture et de la flaveur du produit. Les bactéries sont généralement
les agents de ces transformations encore que des levures et des moisis-
sures soient aussi impliquées dans la préparation de certains aliments.
La principale modification qui intervient est la production de grandes
guantités d'acide a partir de sucres fermentescibles que contient Ila
matiére premiére. Le principal produit de la fermentation est de
l'acide lactique, auquel peuvent s'ajouter dans certains cas de petites
quantités d'acide propionique et d'acide acétique. D'autres produits
mineurs du catabolisme des sucres, de méme que des produits de
dégradation des protéines et des matieres grasses, contribuent aussi a
la formation de la flaveur finale du produit. La plupart des bactéries

lactiques - homofermentaires et hétérofermentaires, thermophiles et
mésophiles, que ce soient des streptocoques, des lactobacilles, des
leuconostocs ou des pédiocoques - sont impliquées dans la prépara-

tion de trés nombreux aliments fermentés. Cette conférence est unique-
ment consacrée aux deux groupes de bactéries lactiques, streptocoques
mésophiles et leuconostocs, présentes dans les levains lactiques méso-
philes utilisés en technologie laitiére. Se trouvent donc exclues les
bactéries lactiques thermophiles utilisées pour la préparation des
yoghourts et pour la fabrication des fromages a péate cuite et de cer-
tains fromages italiens. En outre, plutdét que de nous livrer a un examen
exhaustif de la littérature - nous renvoyons le lecteur a la revue tres
compléte de Lawrence et al. [37] - nous n'examinerons que les fac-
teurs les plus importants eu égard a la préparation et au dévelop-
pement des levains.

* Conférence présentée au Congrés International de Microbiologie et d'Industrie
Alimentaire, organisé par I'A.P.R.LA., Hotel Méridien, Paris, le jeudi 11 octobre
1979.Traduction effectuée par J. P. Accolas, LN.R.A. - 78350Jouy-en-Josas.

** The Agricultural Institute, Fermoy, Co. Cork (République d'Irlande).
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HISTORIQUE

L'emploi des levains en vue d'amorcer la fermentation du lait
ou de la créeme, pour fabriquer du fromage ou du beurre, est une
tres ancienne pratique qui remonte a une époque ou l'on ignorait
tout des bactéries des levains ou, mieux dit, ou I'on ne soupgonnait pas
gue les bactéries jouaient un rdle quelconque. Initialement, on aban-
donnait du lait ou de la creme a la température ambiante afin que la
flore lactique adventice présente s'y développat jusqu'a provoquer la
coagulation. Toutefois, ce procédé entrainait aussi la multiplication
de bactéries indésirables et, en conséquence, la formation de flaveurs
défectueuses. Ces méthodes hasardeuses ont été utilisées jusqu'a
la fin du xixe siécle, c'est-a-dire I'époque ou Storch [68] au Danemark
et Conn [12] aux Etats-Unis ont montré qu'il était possible d'obtenir
un beurre de bonne qualité, « exempt de défauts d'aigrissement »,
lorsqu'on utilisait des cultures pures de Streptococcus lactis pour
srir la creme. Cependant, ce beurre ne possédait pas l'ardbme carac-
téristique et fin des meilleurs beurres traditionnels et I'on en ignorait
la raison jusqu'en 1919,date a laquelle trois groupes de chercheurs,
Hammer et Bailey [21] aux Etats-Unis, Storch [69] au Danemark et,
aux Pays-Bas, Boekhout et Ott de Vries [7], montrérent indépendam-
ment que les cultures de bactéries lactiques qui déterminaient un bon
développement de Il'arbme, contenaient en fait un mélange de deux
types différents de bactéries lactiques, l'un étant responsable de la
production d'acide lactique (S. lactis et S. cremoris) et l'autre de la
production d'arébme. A cette époque, il fut montré que les leuconostocs
étaient producteurs de l'ardbme. En 1936,de nouvelles bactéries lacti-
qgues aromatiques furent isolées indépendamment par Matusewski
et al. [42] en Pologne qui les dénommerent S. diacetylactis et par Van
Beynum et Pette [5] aux Pays-Bas qui utiliserent la dénomination
S. citrophilus. Par la suite, il fut montré que ces streptocoques étaient
similaires (Swartding [70]) et la derniére édition du Bergey's Manual
[4] a retenu la dénomination S. lactis subsp. diacetylactis. La seule
différence entre cette espece et S. lactis résulte de sa propriété de
fermenter le citrate pour donner divers produits terminaux de fer-
mentation, parmi lesquels le diacétyle est certainement le plus impor-
tant. Dans les publications européennes les plus anciennes, les leuco-
nostocs étaient fréqguemment dénommés bétacoques, alors qu'on
utilisait les dénominations S. citrovorum et S. paracitrovorus dans
les travaux ameéricains datant de la méme époque. Pour évoquer ces
bactéries, on se réfere souvent aussi a des vocables tels que « bactéries
aromatiques » ou « bactéries fermentant le citrate ». vocables qui sont
tout a fait justifiés comme nous le verrons ci-apres.

COMPOSITION DES LEVAINS LACTIQUES

Trois types de levains lactiques sont utilisés, a savoir les levains
mixtes (xmixed strain»), les cultures pures « single strain») et les
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levains multiples  (<<multiple strain»), Les levains mixtes, qui sont
communément  utilisés en Europe et en Amérique du Nord, sont
constitués par des mélanges, dont la composition exacte est souvent
indéterminée, de plusieurs souches de S. cremoris (surtout) et de
S. lactis, ne présentant pas de relations phagiques entre elles. Cela
peut sembler quelque peu contradictoire d'affirmer a la fois connaitre
les relations phagiques entre les souches et ignorer les souches compo-
santes de ces levains! Quoi qu'il en soit, I'une de leurs caractéristiques

les plus avantageuses est qu'ils sont plus résistants aux attaques de
phages que les cultures pures, puisqu'ils contiennent plusieurs souches
appartenant a des lysotypes différents ; toutefois, I'emploi de ces
levains n'est pas sans présenter des inconvénients, le principal étant
qgu'une seule souche arrive fréqguemment & dominer dans la culture,
aprés des repiquages répétés. Cette dominance peut étre liée a la
production de bactériocine (Daly, communication personnelle). Dans
un tel cas, 'l'attaque de la souche dominante par un phage se traduit
par une défaillance du levain, incapable de produire de I'acide.
Cependant dans de nombreuses régions du monde, les mémes levains
mixtes ont été utilisés de facon routiniére, sans diminution notable
de leur activité acidifiante. Cela peut s'expliquer par la présence de
phages dans ces levains, comme nous le verrons plus loin.

De nombreux levains mixtes sont composés de deux types de
bactéries, l'un étant responsable de la production d'acide et l'autre de
la production d'arbme.

Les bactéries acidifiantes prédominantes sont généralement des
souches de S. cremoris, parfois de S. lactis, tandis que les bactéries
aromatiques sont des leuconostocs ou S. lactis subsp. diacetylactis.
Cette derniere espéce exerce une double fonction puisqu'elle produit
aussi de grandes quantités d'acide. On subdivise les levains mixtes en
quatre groupes selon la nature des bactéries d'arbme  qu'ils
contiennent:

- les levains du type B contiennent des leuconostocs producteurs
d'ardme, tels que Leuc. cremoris (Leuc. citrovorum), Leuc. dextranicum
et (ou) Leuc. lactis ;

- les levains du type D contiennent S. lactis subsp. diacetylactis
comme producteur d'arébme;

- les levains du type BD contiennent & la fois des leuconostocs
et S. lactis subsp. diacetylactis comme producteurs d'arbme ;

- les levains du type N ou @ ne contiennent pas de bactéries
aromatiques.

La dénomination « B » est issue de la premiére lettre du nom
attribué autrefois au genre Leuconostoc, & savoir Betacoccus (Orla-
Jensen). En toute logique, les levains des types B et BD devraient donc
&tre maintenant dénommeés les premiers, levains du type L et les
seconds, levains du type LD ou du type DL. Les principales caractéris-
tiques qui permettent de différencier les especes bactériennes des



TABLEAU 1

Principaux caractéres distinctifs des espéeces bactériennes présentes dans les levains lactiques mésophiles

Configuration . Production .
\ Mode d(_e de l'acide Action. Fermentation d'acétoine NH3 f_orme Croissance
Espece fermen tation lacti sur le lait du citrat 5 i a partir de NP
des sucres actique tournesolé u citrate a partir I'arginine a4 ¢
formé du citrate
Leuc. cremoris hétéro- D (-) la + - - -c
Leuc. dextranicum hétéro- D (-) la + - - -c
Leuc. lactis hétéro- D (-) A+ C + - - -c
S. lactis subsp. diacetylactis homo- L (+) RAC + + +b +
S. lactis homo- L (+) RAC - - + +
S. cremoris homo- L (+) RAC - - - -

*1  pas de changement ; R = réduction; A = acidification ; C = coagulation.

a dans le lait tournesolé additionné de 0,3p. 100d'extrait de levure, la plupart des souches produisent de l'acide et réduisent
le tournesol. Toutes les souches produisent de l'acide dans du lait tournesolé additionné de 0,3p. 100 d'extrait de levure
et de 0,5p. 100de glucose. .

b quelques souches ne désaminent pas l'arginine.
c 39° C.
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levains lactiques mésophiles sont présentées dans le tableau 1 (Garvie
[19] ; Sandine et al. [63]).

L'identification des espéces du genre Leuconostoc se révele assez
délicate car nombre d'entre elles sont étroitement apparentées (Garvie
[19]). Toutefois, Leuc. cremoris se distingue aisément des autres
especes parce qu'il ne fermente que le glucose, le galactose et le lactose
et Leuc. lactis parce qu'il acidifie le lait tournesolé. Les trois espéces
de streptocoques sont trés proches les unes des autres et certains
spécialistes estiment maintenant que S. cremoris, S. lactis et S. lactis
subsp, diacetylactis pourraient ne constituer qu'une seule espece, les
différences entre les souches résultant de la perte d'un ou de plusieurs
plasmides.

Les levains mixtes ont été mis en cause comme agents respon-
sables de la texture ouverte du fromage, en raison de la production
de COza partir de citrate par les producteurs d'aréme [17,51,62,65].
Pour cette raison de nouveaux types de levains ont été développés.
Whitehead et ses collegues, en Nouvelle-Zélande, furent particuliére-
ment actifs eu égard a ce probleme, a la fin des années 30 et pendant
les années 40, lorsqu'ils mirent en ceuvre des levains constitués par des
cultures pures [75]. Dans leur systeme (<<single-straintype of starter»),
seules des cultures pures de S. lactis et de S. cremoris étaient utilisées
alors que les bactéries aromatiques étaient mises de co6té. lls s'aper-
gurent trés vite que ces levains constitués par des cultures pures
étaient particulierement  prédisposés a la lyse phagique. Pour sur-
monter cet inconvénient, ils'utiliserent chaque jour deux cultures non
apparentées sur le plan phagique. De nos jours, ce systtme met géné-
ralement en ceuvre une rotation de quatre paires de souches, chaque
paire comportant une souche « rapide » et une souche « lente » Les
deux termes rapide et lente se réféerent a la vitesse de production de
l'acide dans du lait a des températures de 35 a 40°C. La rotation est
établie sur 4 jours de telle sorte qu'on utilise quatre paires de souches
différentes et que, pendant l'intervalle de 4 jours, chaque paire n'est
utilisée qu'une fois [35, 36]. Les principaux avantages d'un tel systéeme
de rotation des souches résident dans le fait qu'il y a moins d'échecs
d'acidification dus aux phages et que la composition du levain est
connue. Toutefois, des difficultés dues aux phages sont a nouveau
survenues dans les usines les plus grandes ou les cuves de fromagerie
étaient réutilisées deux ou plusieurs fois par jour. C'est pourquoi le
« levain multiple » (vmulfiple-strain starter»), un nouveau type de
levain, a été mis au point en Nouvelle-Zélande (Limsowtin et al. [40]).
Ce levain multiple repose fondamentalement sur I'emploi de cing ou
six souches soigneusement sélectionnées, non apparentées sur le plan
phagique et cultivées séparément jusqu'au stade culture-mére ou
mieux jusqu'au stade levain proprement dit. Dans ces conditions, les
souches ne se développent ensemble que pendant une dizaine de géné-
rations au plus et il est peu probable que lI'une quelconque des souches
devienne dominante. Ce systéme conjugue les avantages a la fois des
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levains de cultures pures et des levains mixtes, puisqu'on utilise un
levain de composition connue et que les différentes souches demeurent
séparées jusqu'a un stade assez avancé de la préparation du levain,
afin d'éviter le risque de dominance. Ce type de (evain a été utilisé
quotidiennement dans plusieurs fromageries de Nouvelle-Zélande tout
au long d'une méme campagne de fabrication* sans aucune perte d'acti-
vité acidifiante [40].

CROISSANCE DES LEVAINS LACTIQUES MESOPHILES
DANS LE LAIT

Les streptocoques lactiques mésophiles et les leuconostocs consti-
tuent un groupe de micro-organismes particulierement  fastidieux.
Outre la présence d'un sucre fermentescible, ils ont aussi besoin pour
se développer de plusieurs vitamines, d'acides aminés et d'un systéeme
tampon capable de neutraliser les quantités élevées d'acide produites
pendant la croissance. Les streptocoques exigent au moins six acides
aminés (acide glutamique, valine, méthionine, leucine, isoleucine et
histidine) pour croitre. De nombreuses souches requiérent en outre
la phénylalanine, la tyrosine, la lysine et l'alanine. Si le lait contient
toutes les vitamines et llesucre (le lactose) nécessaires pour la crois-
sance, il ne renferme que de petites quantités d'acides aminés libres
et de peptides (0,01p. 100),de l'ordre de 5a 20p. 100de celles qui sont
nécessaires pour obtenir un développement maximum dans un milieu
synthétique [37]. Aussi ces streptocoques doivent-ils posséder une
protéinase capable d'hydrolyser les protéines du lait. L'hypothese
communément acceptée est que cette protéinase se trouverait liée a la
membrane cellulaire. Cette enzyme hydrolyse les protéines du lait en
acides aminés et en peptides qui sont alors aisément transportés a
I'intérieur des cellules. Une fois les peptides in situ, leur dégradation
en acides aminés constitutifs se poursuit grace aux peptidases intra-
cellulaires.

Le transport des peptides chez les streptocoques lactiques a fait
l'objet de plusieurs travaux récents [33, 34, 58]. Le transport d'un
peptide devrait présenter quelque avantage pour la cellule, puisqu'il
exige une dépense moindre d'énergie par résidu d'aminoacide transféré
que le transport d'acides aminés libres. Chez de nombreux micro-
organismes, des oligopeptides contenant six ou sept résidus d'amine-
acides peuvent étre transportés a l'intérieur des cellules. L'accumula-
tion intracellulaire de tels peptides exogenes n'a pas été étudiée chez
les streptocoques lactiques alors que le transport de tri- et de tétra-
peptides a été mis en évidence chez ces germes. Les acides aminés

* En Nouvelle-Zélande, la production du lait destiné a la fromagerie est saison-
niere et cesse complétement chaque année pendant 2 mois environ (juin et
juillet) de I'hiver austral (NDT).
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eux-mémes sont de meilleurs promoteurs de la croissance que les
peptides pour certaines souches, alors que pour d'autres souches on
observe un effet inverse. Il a aussi été montré qu'une souche, qui se
développait médiocrement en présence de dipeptides, présentait une
croissance relativement satisfaisante avec des tripeptides comme

source d'aminoacides essentiels (Law [34]). Il est encore loin d'étre
démontré que l'une des protéines du lait est dégradée préférentiel-
lement ; il est toutefois vraisemblable que la spécificité de la pro-

téinase est suffisamment large pour lui permettre d'utiliser indifférem-
ment les diverses protéines du lait comme substrats. Le transport de
peptides présentant des séquences d'acides aminés analogues a celles
des protéines du lait mériterait d'étre étudié chez les streptocoques
lactiques.

De nombreuses cultures produisent avec une fréquence élevée (de
I'ordre de 1p. 100) des variants « lents» (<<slowcoagulating» variants)
qui ne coagulent le lait que lentement. La dénomination d' « acidifiants
lents» (<<slowacid producers»), donnée a l'origine a ces variants, est
a proscrire puisque de tels variants se développent et produisent de
l'acide dans du lait & la méme vitesse que la souche parentale mais
s'arrétent de oroitre a une densité bactérienne qui ne représente au
mieux que 25p. 100 de la densité maximale atteinte par la souche
parentale. L'arrét de la croissance de ces variants est en effet lié a
I'épuisement rapide des faibles quantités d'acides aminés libres pré-
sentes dans le lait, et certains travaux suggérent que ces variants ont
perdu un plasmide codant la synthése de la protéinase [37, 44].

Le sucre fermentescible du lait est le lactose, un disaccharide
composé de glucose et de galactose, qui atteint des concentrations éle-
vées (4 a 5p. 100). En général, la quantité de lactate formée a la fin
de la phase exponentielle ne dépasse guére 0,42p. 100 (Cogan [10]),
ce qui représente a peu prés 0,41p. 100de lactose fermenté. Autrement
dit, la teneur en lactose du lait dépasse tres largement celle qui est
requise pour la fermentation lactique. Chez les streptocoques lacti-
ques, le transport du lactose a travers la membrane cellulaire met
en jeu un systeme phosphotransférase (PTS) qui phosphoryle le lac-
tose aux dépens du phosphoénol pyruvate (PEP) [48, 49]. Les étapes
de ce transfert sont les suivantes:

PEP + HPr <t P-HPr + Pyruvate (Enz-1, MgH)
2P-HPr + FHI lac <t 2HPr + FIII lac-2P

FIIl lac-2P + 2 lactose <t 2FIIl lac + 2 lactose-P (Enz-Z, MgH)
HPr est une protéine thermostable, FIIl lac un facteur soluble

spécifique du lactose et Enz. 2 une enzyme spécifique du lactose, liée
a la membrane cellulaire. Enz. 1et HPr sont des protéines constitutives
alors que Enz. 2 et FIIl lac sont induites pendant la croissance en
présence de lactose ou de galactose. Dans la cellule, le lactose-
phosphate est hydrolysé en glucose et galactose-6-phosphate par une
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phospho-6-galactosidase, enzyme qui est également induite par la
croissance sur lactose ou sur galactose. Le glucose est alors dégradé
suivant la voie glycolytique habituelle tandis que le catabolisme du
galactose-6-phosphate  s'effectue selon une voie qui implique des déri-
vés du tagatose (un épimére du fructose) et qui aboutit aux trioses-
phosphates, le glycéraldéhyde-3-phosphate et le dihydroxyacétone-
phosphate (Bisset et Anderson [6]). Des systemes enzymatiques ana-
logues ont été décrits chez d'autres bactéries, en particulier chez
Staphylococcus  aureus et chez Escherichia coli. Un travail récent
(Romano et al.,, [61]) suggére que le systeme PEP/PTS n'intervient pas
dans la pénétration du glucose chez des micro-organismes tels que
les leuconostocs. Dans le cas contraire ceux-ci, qui ne produisent
gu'une mole de PEP par mole de glucose fermenté, utiliseraient tout
le PEP formé, pour le transport du glucose. Toutefois, la mise en
ceuvre d'un systtme PEP/PTS qui assurerait la pénétration du lactose
chez des leuconostocs, est possible au moins d'un point de vue théori-
que puisque deux moles de PEP seraient formées par mole de lactose
fermenté. Les streptocoques utilisent la voie homofermentaire pour
fermenter le lactose et pas moins de 90 p. 100du sucre métabolisé sont
convertis en acide lactique. Par contre, chez les leuconostocs, la fer-
mentation du lactose détermine la formation de quantités équimolé-
culaires de lactate, d'éthanol et de CO, Environ deux moles de lactate,
deux moles d'éthanol et deux moles de CO: sont formées pour chaque
mole de lactose fermenté. Des traces de formiate et d'acétate peuvent
également étre produites. Les différentes voies cataboliques emprun-
tées par le lactose sont présentées dans la figure 1.

REGULATION DU METABOLISME DES SUCRES

Chez la plupart des bactéries, le métabolisme des sucres est soumis
a une régulation. Il existe deux mécanismes fondamentaux de régu-
lation, a savoir la répression et la rétro inhibition, étant entendu qu'on
peut trouver des variantes de chacun d'eux. La répression affecte la
synthése des enzymes tandis que la rétroinhibition diminue les acti-
vités enzymatiques. Les génes structuraux, qui codent la synthese des
enzymes inductibles, sont normalement inactifs ou réprimés. En pré-
sence d'un inducteur, il y a dérépression parce que l'inducteur réagit
avec le répresseur de facon a réduire [l'affinité de celui-ci pour une
séquence déterminée de I'ADN, l'opérateur, et a permettre la transcrip-
tion et la traduction des génes structuraux qui aboutit a la synthése
des enzymes correspondantes. Une telle régulation pourrait étre quali-
fiée de « grossiere », Par contre, dans le cas de la rétroinhibition,
l'activité d'une enzyme précoce d'une voie métabolique est inhibée
par l'un des métabolites terminaux de cette voie. Ce mode de régula-
tion immédiate de la chaine métabolique pourrait étre considéré
comme une régulation « fine », Celle-ci joue probablement un réle plus
important que la régulation grossiere dans le métabolisme des cel-
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lules en phase de croissance, puisque I'enzyme complémentaire, sou-
mise a la régulation, est déja présente dans de telles cellules.

Le PEP représente un maillon essentiel de la chaine glycolytique
puisqu'il intervient a la fois dans le transport du sucre, par l'entre-
mise du systeme phosphotransf'érase, et dans le catabolisme ultérieur
du sucre phosphorylé. Le pyruvate kinase (PK) des streptocoques est
une enzyme allostérique qui est activée par tous les intermédiaires de
la voie glycolytique, a partir de I'hexose-phosphate et jusqu'aux trioses-
phosphates (Thomas [71]). L'action ainsi exercée sur l'activité de la
PK peut régler la concentration intracellulaire du PEP et, ce faisant,
la pénétration des sucres. Quand des cellules sont soumises a une
carence glucidique, les teneurs en 3-phosphoglycérate, 2-phosphoglycé-
rate et en PEP augmentent d'une facon notable alors que les autres
intermédiaires de la glycolyse diminuent jusqu'a des concentrations
indéterminables (Thompson et Thomas [72]). Dans ces conditions,
la dégradation du PEP par la pyruvate kinase devrait étre ralentie
faute d'activateurs présents; mais en se poursuivant lentement, cette
dégradation permettrait cependant aux cellules de se procurer les
petites quantités d'ATP nécessaires a leur entretien et a leur survie.
En outre, puisque les cellules carencées contiennent encore du PEP,
elles disposent d'une source d'énergie immédiatement utilisable pour
assurer le transport de la source glucidique dés que celle-ci est a nou-
veau mise a la disposition de la cellule.

La lactate-déshydrogénase (LDH) des streptocoques est aussi une
enzyme allostérique qui requiert la présence d'un hexose-l,6-diphos-
phate, tagatose- ou fructose diphosphate, pour étre active. On a émis
I'nypothése que I'action de ces intermédiaires sur l'activité de la
LDH permettait de maintenir la concentration interne du pyruvate a
un niveau bas et, ce faisant, d'empécher I'expression d'autres voies
métaboliques dérivant du pyruvate. Cela expliquerait que la fermen-
tation est homolactique [71]. Dans ce cas, du lactate est formé par
la réaction terminale. Ainsi la glycolyse peut-elle se poursuivre puisque
le coenzyme réduit NADH est réoxydé en NAD+ qui peut entrer a
nouveau dans la chaine glycolytique. Cela est également vrai lorsqu'il
se forme de I'éthanol - c'est le cas dans la voie hétérofermentaire
(fig. 1) - mais les mécanismes de régulation impliqués dans cette voie
restent encore a étudier.

MESURE DE LA CROISSANCE DANS LE LAIT

Pour mesurer la croissance bactérienne, la méthode la plus simple
consiste a exprimer I'évolution du log du poids sec bactérien de la
culture en fonction du temps. La courbe ainsi obtenue comporte une
portion linéaire qui correspond a la phase exponentielle de croissance ;
en outre, la pente de cette portion de droite est égale au taux de crois-
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sance de la culture bactérienne. Les poids secs bactériens peuvent
étre aisément obtenus & partir des mesures de la densité optique de la
culture bactérienne, a condition d'avoir tracé au préalable la courbe
d'étalonnage qui traduit, pour un photomeétre donné, la relation exis-
tant entre poids secs et densités optiques de la culture considérée.
Dans de nombreux cas, cette relation n'est pas connue mais des cour-
bes de croissance similaires peuvent étre obtenues en exprimant le log
de la densité optique en fonction du temps. Les déterminations photo-
métriques ne peuvent pas étre utilisées lorsque le milieu de culture est
.du lait en raison de son opacité. Toutefois, la production d'acide lac-
tigue et la densité optique des cultures évoluant de pair, il est pos-
sible de traduire la croissance d'une culture a l'aide d'une courbe qui
exprime le log de la production de lactate en fonction du temps (Cogan
[10]). Le lactate formé est mesuré trées simplement par titrage. L'aci-
dité titrable naturelle du lait, résultant de la présence des sels solubles
et des protéines, est généralement voisine de 0,15p. 100 et il importe
d'exprimer la quantité réelle de lactate formé (acidité titrable aoquise)
en retranchant de tous les résultats obtenus I'acidité titrable naturelle
du lait ou de tout autre milieu de culture. Sinon, la corrélation exis-
tant entre la croissance et la production d'acide ne serait pas mise en
évidence. Le taux de croissance spécifique et le temps de doublement
de la population peuvent étre aisément calculés a partir de telles
courbes [10]. Le temps de doublement est voisin de 2 h 25 min pour
des levains cultivés a 21°Cet de 1 h 13min a 30° C. A21° C, la produc-
tion d'acide est généralement exponentielle lorsque I'acidité titrable
acquise (ATA)est inférieure ou égale a 0,42p. 100 (pH voisin de 4,9).
La quantitt maximale d'acide produite est voisine de 0,57p. 100
(pH 4,6). A 30° C la production exponentiehle d'acide cesse a une valeur
plus faible (ATA voisine de 0,37p. 100), en raison vraisemblablement

d'un effet inhibiteur de la combinaison quantité d'acide et tempéra-
ture, plus marqué a 30°C qu'a 21°C.

Cela dit, il est nécessaire de souligner que l'on ne doit utiliser la
relation liant croissance et production d'acide qu'avec circonspection.
Production d'acide et croissance peuvent en effet évoluer différem-
ment lorsque les conditions de culture sont défavorables, par exemple
a pH bas, a des températures élevées ou encore en présence de fortes
teneurs en sel, comme cela a ét¢é montré pour certaines souches de
streptocoques lactiques. Awussi la production d'acide n'est-elle pas a
coup slr le reflet direct de la croissance.

PRODUCTION D'AROME

Un certain nombre de composés, en particulier le diacétyle et
probablement [l'acétate et le CO, concourent de fagcon déterminante
a la formation de l'aréme de divers produits laitiers. Tous résultent de
la dégradation du citrate (fig. 2) encore que du CO: soit également
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formé a partir du lactose par les leuconostocs, qui utilisent la voie
hétérofermentaire  de dégradation des sucres. Si le citrate n'est présent
dans le lait qu'en faible quantit¢é (environ 8,3 mM) il n'en représente
pas moins un constituant clef.

ACETATE coz coz
CITRATE LOXALOACETATE LYRUVATE -4CETALDEHYDE-TPP]
~ scervt ce»

TPP
cl. ACETOLACTATE

Z,3-BUTYLENE-GLYCOL Z _ ACETOINE? o DIACETYLE

NADH NADH
NAD + NAD+

CoASH

fig. 2

Métabolisme du citrate chez S. lactis subsp. diacetyZactis et chez les leuconostocs.

Ni S. lactis subsp. diacetylactis ni les leuconostocs ne peuvent
utiliser le citrate comme source unique d'énergie mais ils sont capa-
bles de métaboliser le citrate en présence d'un sucre fermentescible.
La pénétration du citrate dans la cellule met en jeu une enzyme indue-
tible qui est pH-dépendante(Harvey et Collins [22]) ; une fois dans
la cellule, le citrate est converti en acétate et en oxaloacétate par l'ac-
tion d'une enzyme constitutive, la citratase (Harvey et Collins [23]).
La majeure partie de l'acétate produit est excrétée tandis que l'oxaloacé-
tate est décarboxylé en pyruvate et CO. Le pyruvate est a son tour
décarboxylé pour donner un complexe acétaldéhyde-TPP (ou « acétal-
déhyde actif »). Ce complexe peut réagir avec une autre molécule de
pyruvate pour former de I'c-acétolactate qui est a son tour décarboxylé
pour donner naissance a de l'acétoine. L'acétaldéhyde actif peut aussi
réagir avec l'acétylcoenzyme A et donner directement du diacétyle
(Speckman et Collins [66]).

L'acétoine peut aussi étre produite irréversiblement a partir du
diacétyle par l'action d'une diacétyle réductase qui requiert du NADH
(S. lactis subsp. diacetylactis ,. Seitz et al.,, [64]) ou du NADPH (leuco-



MEMOIRES ORIGINAUX 409

nostocs ; U'Dowd et Cogan, résultats inédits) comme coenzyme. Le
2,3-butylene-glycol est formé a partir de l'acétoine suivant une réaction
réversible qui est catalysée par l'acétoine réductase, une autre enzyme
qui requiert du NADH ou du NADPH. Chez Enterobacter aerogenes,
les deux activités réductrices proviennent de la méme enzyme (Bryn
et al. [8]), alors qu'on ignore ce qu'il en est chez les bactéries lactiques
aromatiques. Des trois composés en C4-diacétyle, acétoine et 2,3-buty-
lene glycol, seul le diacétyle est aromatique. S. lactis subsp. diace-
tylactis produit plus d'acétoine que de diacétyle en raison, semble-t-il,
d'une vitesse limitée de la synthése de l'acétylcoenzyme A (Collins et
Bruhn [11]). En outre, l'activité de la diacétyle réductase doit égale-
ment étre prise en considération puisqu'elle peut réduire le diacétyle,
au fur et a mesure qu'il est synthétisé, en acétoine. Remarquons aussi
gu'en l'absence de citrate, peu (ou pas) de diacétyle et d'acétoine sont
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fig, 3

Formation du diacétyle et de l'acétoine et dégradation du citrate, au cours
de la croissance de S. lactis subsp. diacetylactis DRC 1 dans du lait, a 21°C.
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formés a partir du lactose bien que le pyruvate constitue aussi un
intermédiaire  clef du catabolisme des sucres. La raison en est que
tout le pyruvate formé, qu'il provienne de la glycolyse ou de la voie
hétérofermentaire, est converti en lactate ce qui permet de réoxyder
le coenzyme réduit (passage du NADH au NAD+) et ce faisant, a la
bactérie de poursuivre la fermentation. En présence de citrate et de
lactose, les bactéries lactiqgues aromatiques produisent plus de pyru-
vate qu'il est nécessaire pour régénérer le coenzyme réduit. Cet exces
de pyruvate, toxique pour la cellule, est éliminé sous forme de produits
neutres tels que l'acétoine et le diacétyle [23].

Les cultures pures de S. lactis subsp. diacetylactis et celles de
leuconostocs se comportent d'une fagon entierement différente eu
égard a la production de diacétyle et d'acétoine (Cogan [9]). Dans du
lait ou dans un bouillon contenant du citrate, S. lactis subsp. diace-
tylactis produit du diacétyle, de l'acétoine et consomme le citrate des
que la croissance commence. La quantité maximale de diacétyle formé
peut atteindre 8f-Lg/ml, mais elle varie beaucoup (moyenne : 3 a
4 f-Lg/ml)La quantité d'acétoine formée se situe habituellement autour
de 200f-Lg/ml encore que certaines cultures puissent en produire
300 I'-g/ml. La somme des quantités d'acétoine et de diacétyle formés
atteint son maximum au moment ou le citrate est complétement épuisé
(fig. 3) ; ensuite, la production d'acétoine est négligeable tandis que la
teneur en diacétyle décroit en raison, vraisemblablement, de l'activité
de la diacétyle réductase.

Par contre, les cultures pures de leuconostocs, qui ne se dévelop-
pent convenablement que dans du lait additionné d'extrait de levure
(tab. 1), utilisent le citrate trés rapidement. Mais elles ne produisent
du diacétyle et de l'acétoine que tardivement, lorsque le milieu est
devenu acide, Ce comportement n'est pas facile & expliquer bien qu'il
ait été montré qu'un pH élevé et des concentrations relativement fortes
de lactose et de glucose (1-10 mM) inhibent la production d'acétoine
et stimulent ['utilisation du citrate (Cogan et O'Dowd, résultats
inédits) .

Dans du lait, les levains des types DL ou D métabolisent le citrate
et produisent diacétyle et acétoine d'une fagcon comparable aux cul-
tures pures de S. lactis subsp. diacetylactis. Les teneurs maximales en
diacétyle et en acétoine coincident avec la disparition du citrate. La
teneur maximale en diacétyle peut atteindre 12 I'-g/ml mais elle varie
beaucoup, la moyenne se situant a 4-5~g/ml (Walsh et Cogan [74]).
La production d'acétoine peut s'élever jusqu'a 500.!-tg/ml,la production
moyenne étant de 300 I'-g/ml. La production de diacétyle et d'acétoine
des levains du type L présente une phase de latence avant de devenir
exponentielle. Les levains L produisent au maximum 5 f-Lg/mlde
diacétyle et 85-100I1'-g/ml d'acétoine. Une comparaison de la production
de diacétyle et d'acétoine au cours de la croissance des levains DL et
L est présentée sur la figure 4.
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Etude comparée d'un levain DL et d'un levain L : formation du
diacétyle, de l'acétoine et du lactate ; dégradation du citrate.

La question se pose de savoir comment les levains du type L
produisent du diacétyle et de l'acétoine puisque les cultures pures de
leuconostocs ne produisent aucun des deux composés. Cela résulte
avant tout du fait que les leuconostocs ne se développent que lente-
ment dans les levains mixtes cultivés sur du lait et qu'en conséquence
le lait acidifié contient encore suffisamment de citrate pour que celui-
ci serve de préourseur. L'évolution de la production d'acétate et de COz
en fonction du temps n'a pas été rapportée dans la littérature mais
il est vraisemblable que la formation de ces composés doit aller de
pair avec l'utilisation du citrate, celui-ci constituant leur principal pré-
curseur. Dans les levains DL et D, le citrate est consommé beaucoup
plus rapidement que dans les levains L parce que la croissance de
S. lactis subsp. diacetylactis est beaucoup plus rapide que celle des
leuconostocs. Dans les levains DL et D le citrate est totalement utilisé
apres 10 h d'incubation a 21° C (inoculum 2 p. 100) alors que dans les
levains L il subsiste encore du citrate aprés 18h d'incubation (fig. 4).
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Dans les levains mixtes, une fois le citrate épuisé, survient une
diminution des teneurs en diacétyle et en acétoine, vraisemblablement
par l'entremise des réductases qui conduisent a la formation du
2,3-butylene glycol. Cela signifie que diacétyle et acétoine sont pro-
duits plus rapidement qu'ils ne sont détruits, de telle sorte que leur
destruction n'est mise en évidence que lorsque leur synthese cesse,
une fois le précurseur completement utilisé [74]. C'est pourquoi il
importe de refroidir les produits laitiers frais juste au moment ou
le citrate est complétement utilisé, de fagon a maintenir la teneur en
diacétyle a un niveau élevé, en ralentissant sa réduction ultérieure.

Les travaux de I'équipe de Mc Kay [29, 44, 45, 47] suggérent que
les genes codant la protéinase, le métabolisme du citrate et les étapes
initiales de la fermentation du lactose sont localisés sur des plas-
mides*. Certaines cultures de bactéries lactiques perdent facilement
ces plasmides, ce qui se traduit par une incapacité a se développer
dans le lait et &y produire du diacétyle. Les résultats de Mc Kay et al.
laissent aussi penser que la transduction** existe chez les strepto-
coques lactiques. Les implications pratiques de tels travaux sont a
terme considérables puisqu'elles laissent entrevoir la possibilité de
mettre au point des levains lactiques ad hoc en faisant appel au génie
génétique.

BACTERIOPHAGE

La production d'acide des levains lactiques peut étre entravée ou
totalement inhibée par différents facteurs, par exemple par les
inhibiteurs naturels du lait, par des acides gras libres, par la présence
résiduelle d'antibiotiques, de détergents ou de désinfectants. Il s'avéere
toutefois que les bactériophages représentent les agents les plus
fréquemment responsables de l'inhibition des levains lactiques.

L'infection d'une culture pure de bactéries lactiques par un phage
lytique aboutit habituellement a la destruction quasi totale des cel-
lules bactériennes et, ce faisant, a une inhibition complete de la pro-
duction d'acide. Pour bien comprendre ce phénomeéne, on doit prendre
en compte les caractéristiques de la multiplication du phage et celles
des bactéries. La période de latence des phages, c'est-a-dire le temps
qui s'écoule entre l'adsorption d'un phage sur une cellule bactérienne

* Les plasmides sont des fragments d'ADN circulaires qui peuvent exister dans
la cellule bactérienne indépendamment de I'ADN chromosomique, se répliquer
de maniére autonome et étre transférés d'une cellule bactérienne & une autre
si celles-ci se trouvent en contact direct (NDT).

,* La transduction est un autre mécanisme de transfert de génes entre bactéries.
Elle met en jeu, comme vecteurs, certains bactériophages. Ces phages peuvent
« accrocher » des fragments de I'ADN de la bactérie-hdte a leur propre
génome et les transmettre & d'autres bactéries au cours d'une infection ulté-
rieure (NDT).
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et la libération de nouvelles particules phagiques par lyse de cette
cellule, varie d'un phage a un autre, mais a en moyenne une durée
de 50 min. Le rendement unitaire moyen, c'est-a-dire le nombre de
particules libérées par une cellule bactérienne, se situe au voisinage
de 70 (Robertson [60]). Le temps de doublement des cultures de bac-
téries lactiques, s'il varie, est cependant voisin de 60 min [10]. Dans ces
conditions, une culture infectée initialement a raison de un phage par
ml produit approximativement 7,2 X 108phages par ml en 4 h, alors que
pendant la méme période le nombre de bactéries n'augmente que de
seize fois. Ce calcul, qui suppose que toutes les particules phagiques
se multiplient (ce qui n'est pas tout a fait exact), traduit bien le
caractere brutal et spectaculaire que revét l'attaque d'une culture
bactérienne par un phage lytique.

ORIGINE DES PHAGES

Jusqu'a un passé récent, l'origine des phages restait du domaine
de la spéculation. Le lactosérum résiduel subsistant dans les cuves
de fabrication ou dans les bidons utilisés pour transporter, de la
fromagerie a la ferme, le lactosérum destiné a l'alimentation des porcs,
les contaminations véhiculées par l'air et surtout les fines gouttelettes
dispersées dans l'atmosphére de l'usine par les écrémeuses a lacto-
sérum, étaient considérés comme les sources immédiates de phages
[60]. Tout bien considéré, l'origine des phages restait toutefois insai-
sissable. Cependant, deux nouvelles sources de phages, a savoir le lait
cru et les bactéries lysogénes, ont été mises en évidence récemment.
Ce sont les chercheurs néo-zélandais qui ont montré que le lait cru était
une source de phages, au moins pour S. lactis (Heap et al. [26]). Par
contre, aucun phage attaquant S. cremoris n'a été isolé du lait cru.
Au cours des années 70, plusieurs équipes de chercheurs ont d'autre
part montré que la plupart des streptocoques lactiques étaient lyso-
génes [25, 28, 32, 41, 43, 52, 56]. La lysogénie a été mise en évidence
en traitant des cultures en phase de croissance avec des agents induc-
teurs tels que le rayonnement ultra-violet ou la mitomycine C. Les
culots de centrifugation des suspensions bactériennes soumises a
I'induction contenaient des particules visibles au microscope électro-
nique, particules dont la morphologie était identique a celle des phages.
Toutefois il n'a été trouvé qu'un trés petit nombre de souches indi-
catrices sensibles aux phages induits, ce qui laisse a penser que
nombre d'entre eux sont défectifs. Ces résultats soulévent deux ques-
tions : a) Comment l'induction se produit-elle en pratique et b) Sur
quelles souches bactériennes les phages induits se multiplient-ils? Les
températures élevées et Hz0z sont capables d'induire des phages tem-
pérés d'B. coli et il est loisible de penser que ces mémes agents
exercent les mémes effets dans le cas des levains lactiques puisque
ceux-ci peuvent produire de l'eau oxygénée et sont soumis a des trai-
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tements thermiques relativement élevés au cours du chauffage du
lait et de la fabrication du cheddar. En fait, Heap et Lawrence [24]
ont montré que lorsqu'on ajoutait des phages a une culture de strep-
tocoques lactiques incubée a 39°C, un nouveau phage lytique atta-
guant cette souche apparaissait apres seulement deux repiquages

alors qu'il fallait quatre a huit repiquages - parfois plus - pour
gue le nouveau phage apparaisse lorsque l'incubation était effectuée
a 32°cC. Il n'est pas sans intérét de confronter ces résultats a ceux

d'un travail hollandais déja ancien de Galesloot et al. [18] qui montrait
gue des levains mixtes naturels utilisés dans des fromageries sans pren-
dre aucune précaution pour prévenir les attaques phagiques, étaient
moins sensibles aux attaques de phages que ces mémes levains repi-
gués au laboratoire, dans de bonnes conditions d'asepsie. En I'absence,
dans l'usine, de mesures préventives adéquates contre l'infection pha-
gique des levains, celle-ci est hautement probable et pourrait conférer
aux cultures un certain degré de résistance. Ce type de résistance
n'a pas été plus amplement caractérisé, mais les chercheurs hollan-
dais estiment que ces levains mixtes naturels, s'ils donnent satisfac-
tion, doivent contenir des souches « porteuses » de phages. Certaines
cultures libérent spontanément des nombres relativement élevés de
phages - jusqu'a 1Q4/ml [28]. Dans le méme ordre d'idées, Stadhou-
ders et al. [67] ont rapporté que certains de leurs levains mixtes
naturels contiennent jusqu'a IDS phages/ml.

Les traitements thermiques classiques du lait n'ont qu'un effet
limité sur les phages alors que la pasteurisation (71°C, 15s) détruit
par exemple complétement les cellules hodtes. Les traitements ther-
miques requis pour inactiver des bactéries, des phages ou des enzymes
sont généralement exprimés a l'aide des parametres D et Z. La valeur
D ou temps de réduction décimale est le temps nécessaire pour
obtenir, a une température donnée, un taux de destruction de 90p. 100
du nombre initial de germes (soit une diminution d'un log décimal de
la population). Lorsqu'on exprime graphiquement les 10glQ@es germes
survivants en fonction du temps de chauffage a une température
donnée, on peut obtenir directement la valeur D sur l'axe des abscisses.
En effet, la courbe de survie ainsi obtenue est habituellement une
droite. Dans certains cas on obtient une courbe biphasique qui se
décompose en deux portions de droite, la premiére dite « rapide »
étant beaucoup plus pentue que la seconde qu'on dénomme « trainée »,
La valeur Z est le nombre de degrés centigrades dont il faut augmenter
(ou diminuer) la température de chauffage pour obtenir une réduction
(ou une augmentation) de dix fois la valeur D. Cette valeur Z peut
étre obtenue directement sur l'axe des abscisses d'un graphique ou
I'on exprime le 10gl@e D en fonction de la température.

La thermorésistance des phages des streptocoques lactiques varie
tellement d'un phage a un autre, quel que soit I'ndte bactérien consi-
déré, qu'il n'est guere possible d'établir une quelconque généralisation
(tab. 2). Notons que lorsque du lactosérum de fromagerie est rétro-



TABLEAU 2

Comparaison de la thermorésistance de qu elques phages des streptocoques

R Température Valeur D
*
Espece Phage Composante 00 (min)
S. lactis Cc2 rapide 55 202
trainée 65 102
S. lactis Clo 65 9,9
S. lactis 240 70 14
S. lactis 144F 70 20
S. cremoris E8 rapide 65 0,6
trainée 65 1,9
S. cremoris Cl 65 11
S. cremoris RI rapide 65 16
trainée 65 64

* Composante dans le cas d'une courbe de survie biphasique (voir texte).

Valeur Z

09

nd'k*

lactiques

Références

Koka et Mikolajcik [30]

Zottola et Marth [77]

Daoust et al. [15]

Koka et Mikolajcik [30]

**nd : non déterminée. La valeur Z ne peut étre calculée car on ne dispose dans ce cas que d'une valeur D.
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cédé aux éleveurs et transporté dans des bidons ou des citernes qui
peuvent étre employés ultérieurement pour la collecte du lait, il est
nécessaire de faire subir au lactosérum un traitement thermique a
une température suffisamment élevée pour éviter que le récipient
utilisé pour le transport ne constitue une source d'infection phagique
pour le lait.

Les phages sont trés sensibles a des désinfectants tels que
le chlore et les iodophores. Ils sont par exemple rapidement inactivés
par 200 ppm de chlore libre. Une pratique trés recommandable est
de traiter les surfaces qui vont étre au contact du lait ou du fromage
avec de l'eau javellisée (Lawrence et Pearce, [36]). Ce traitement
désinfectant doit étre appliqué aux cuves de fromagerie chaque matin
avant le début de la fabrication et surtout entre chaque remplissage
de cuve, afin de détruire les phages qui peuvent s'étre multipliés au
cours d'un cycle de fabrication. La figure 5 montre, a titre d'exemple,
I'évolution d'un phage au cours de la fabrication du cheddar. Ce
phage passe approximativement de 102 par ml a 107 ou 108 par ml
pendant la fabrication. Bien que le nombre de phages présents dans
le lactosérum ait atteint [0S par ml au début du soutirage du lacto-
sérum, la qualité du fromage n'était pas affectée mais il n'a pas été
précisé si ce nombre de phages ralentissait les étapes subséquentes
de la fabrication. Pearce [53] a montré que pendant la fabrication
du cheddar les phages étaient multipliés par un facteur constant qui
était indépendant du nombre de phages initialement présents. Ce fac-
teur de multiplication définit la virulence relative d'un phage, pour
un procédé de fabrication donné. Pearce estime que le nivellement
des titres phagiques qu'il observait au cours de la derniére phase de
la fabrication, montre que la prolifération des phages dans le caillé
est gouvernée par des facteurs physiques.

La littérature spécialisée est avare de données intéressant le seuil
de la contamination phagique a partir duquel la durée de fabrication
risque d'étre affectée. En tout état de cause, l'infection phagique du
levain est encore plus dangereuse que celle du lait de fabrication.
Les données de Pearce [53] laissent a penser que 600 a 7000 phages
par ml de lait sont nécessaires pour ralentir la fabrication du cheddar
alors que dans un travail ultérieur du méme institut, d'autres cher-
cheurs (Limsowtin et Terzaghi, [39]) ont affirmé qu'une infection
phagique initiale de 100 particules par ml, perpétuée par un phage
ayant un facteur de multiplication de 107, pourrait sérieusement per-
turber I'acidification au cours de la fabrication du cheddar. Pearce
et al. [54] ont observé que le nombre de phages présents dans le
lactosérum au début du soutirage du lactosérum, pouvait varier de
100 fois, la moyenne étant voisine de IDS par ml. Ces auteurs ont
calculé que cela traduisait une infection initiale de 5 a 500 particules
phagiques par ml de lait et que, pour obtenir le titre le plus bas - 5
phages/ml - il suffisait que 0,01 ml d'un lactosérum « moyen »
provenant du caillé au moment ou celui-ci est broyé (( average mil-
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fig. 5

Multiplication du phage de S. lactis ML 8 au cours de la fabrication du cheddar
dans deux cuves différentes. A: coagulation; B: décaillage; C: début du sou-
tirage du lactosérum; D: fin du soutirage; E: salage (d'aprés Pearce et al. [54]).

ling whey »), tombe dans une cuve de fabrication contenant 6000 1
de lait. Bien entendu, ces calculs présupposent que le levain est
indemne de phages.

PREPARATION DES LEVAINS EN PRATIQUE

Les levains de fromagerie sont généralement fournis aux laiteries
par des firmes commerciales spécialisées encore que dans certains
pays, par exemple la Nouvelle-Zélande et I'Australie pour des levains
composés de cultures pures ou les Pays-Bas pour des levains mixtes
naturels de composition inconnue, les levains de fromagerie soient
fournis par l'Institut de Recherches Laitiéres du pays. Certaines des
plus grandes firmes laitieres approvisionnent leurs usines avec des
cultures de leur propre collection, ce qui leur permet de surveiller
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Type de cuve hermétique couramment utilisée en Nouvelle-Zélande
pour la préparation des levains lactiques (d'apres Robertson [59]).

attentivement I'emploi de ces cultures tout en mettant en ceuvre un
systeme suffisamment souple.

Les premiers levains commerciaux étaient des cultures sur lait,
envoyées chaque jour aux usines sous forme liquide. Le maintien de
l'activité de tels levains ne dépassait guere 48 h méme en les refroi-
dissant a des températures suffisamment basses. Il était donc néces-
saire de produire des levains possédant une meilleure qualité de
conservation ce qui, d'un point de vue chronologique, a conduit a trois
types principaux de levains (Tofte-Jespersen [73]) :

a) les levains secs, b) les levains lyophilisés et c) les levains
congelés.

Dans les levains du type a, le lactosérum d'un levain cultivé sur
du lait additionné de lactose et de carbonate de calcium était éliminé
par pressage et le résidu était séché sous vide. Le taux de survie des
bactéries ne dépassait guéere 1 a 2p. 100 apres ce traitement, Dans
le cas des levains lyophilisés, ou l'eau est sublimée par séchage sous
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vide, apres congélation des cultures, le taux de survie est de l'ordre
de 50 p. 100. Dans le cas des levains congelés, un travail de pionnier
fut effectué par Lewis [38], dans le cadre de la mise au point d'une
méthode de préparation des levains lactiques destinée a éviter Il'infec-
tion phagique au cours de la préparation des levains dans les usines.
Sa méthode consistait a ensemencer des fioles en plastique contenant
du lait, aprés traitement thermique et refroidissement de celles-ci ;
les fioles ensemencées étaient aussitdt congelées; elles étaient
décongelées et incubées au fur et a mesure des besoins et elles étaient
utilisées pour ensemencer les cultures suivantes a l'aide d'appareil-
lages spécialement concus, comportant une double aiguille, qui
permettent de prévenir les infections phagiques. La conservation
des levains a - 20° C, entrainait une perte d'activité acidifiante. Un
progres notable fut ensuite réalisé lorsqu'il fut démontré que
la conservation des levains dans l'azote liquide, a-196° C, évitait
toute perte d'activité acidifiante (Cowman et Speck, [14]) et peu
aprés, que des suspensions concentrées congelées de bactéries lac-
tiques furent préparées. Les travaux de Bergere et de ses collégues
en France et de Speck et al. aux Etats-Unis (voir par ex. [3, 35]) per-
mirent de progresser notablement dans la préparation des levains
trés concentrés. Les bactéries, cultivées sur un milieu convenable,
étaient ensuite concentrées par centrifugation, puis resuspendues dans
un petit volume de liquide et congelées dans l'azote liquide. Ces sus-
pensions concentrées pouvaient alors étre utilisées pour ensemencer
directement le lait de fabrication, systeme qui a l'avantage de sup-
primer la préparation des levains a l'usine.

Pour en revenir a la préparation traditionnelle des levains, que
I'on utilise au départ des cultures seches ou congelées, plusieurs repi-
quages successifs, avec augmentation progressive du volume, sont
généralement nécessaires avant de préparer les grandes quantités de
levain proprement dit - 1a 2p. 100 du volume du lait de fromagerie -
utilisées quotidiennement. Suivant la taille de l'usine, les différentes
étapes de la préparation du levain peuvent s'étaler sur 3 ou 4 j.

Pour des raisons évidentes, le milieu utilisé est toujours du lait
bien que celui-ci ne soit pas tout a coup le milieu optimal de crois-
sance. On utilise de préférence de la poudre de lait exempt d'anti-
biotiques et d'autres résidus qui pourraient modifier les productions
d'acide et d'arébme, poudre qui est reconstituée en général a raison de
la p. 100 (p/v). Le lait une fois reconstitué est habituellement chauffé
dans des cuves a levain spécialement concgues, (Robertson [59]) (voir
fig. 6), a 90-95° C pendant 20 a 60 min, puis refroidi et ensemencé.
Le chauffage exerce plusieurs effets. Il détruit tout ou partie de la
flore de contamination du lait éventuellement présente et dont la crois-
sance ultérieure pourrait étre source de difficultés tant au stade du
levain qu'a celui du fromage. Il détermine une croissance plus rapide
du levain en raison de la dégradation partielle des protéines du lait,
qui est source d'acide aminés et de peptides. En outre, les inhibiteurs
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naturels du lait cru, connus sous le nom générique de lacténines,
sont inactivés [1,20, 76]. Parmi les lacténines, on distingue les agglu-
tinines qui entrainent une agglutination des souches sensibles, suivie
d'un dépb6t au fond de la cuve d'un sédiment plus ou moins important
constitué par des amas de bactéries agglutinées et de caséine coa-
gulée; cette sédimentation s'accompagne d'un développement irrégu-
lier du levain lactique et retarde I'acidification (Emmons et al., [16]).
Ce défaut est particulierement marqué dans la fabrication du cottage
cheese. La principale lacténine est constituée par un systeme d'inhi-
bition associant la lactoperoxydase et le thiocyanate (SCN-) naturelle-
ment présents l'un et l'autre dans le lait cru, avec l'eau oxygénée
produite par de nombreuses bactéries lactiques lorsqu'elles sont
cultivées sur du lait suffisamment aéré. On observe alors une inhi-
bition maximale des souches sensibles si le thiocyanate et Hz0z sont
en proportions équimoléculaires. La nature exacte du composé inhi-
biteur n'a pas été élucidée en dépit de plusieurs travaux détaillés [27,
50]. Toutefois, tous les streptocoques lactiques ne sont pas inhibés par
ce systeme (Auclair et Portmann [2]), ce qui est heureux sur le plan
pratique.

Deés que le refroidissement du lait chauffé commence, de lair
filtré stérile est admis dans la cuve a levain, pour éliminer les phages
présents dans l'air ambiant, jusqu'a ce que la température du lait
atteigne 21° C, c'est-a-dire la température d'incubation. Pour amé-
liorer encore l'efficacité du traitement thermique en vue de détruire
les phages, il est conseillé d'injecter de la vapeur directement dans
le volume mort, non occupé par du lait, de la cuve a levain. Cette
injection de vapeur déplace l'air de la cuve et permet de porter Ila
partie haute de la cuve a une température voisine de 95° C. On ne
doit en effet pas oublier que les phages présents dans des films de
lait desséché sont particulierement thermorésistants. Robertson [59]
a par exemple montré que du phage était complétement détruit par
un chauffage a 88° C pendant 90 s s'il s'agissait d'une suspension dans
du lait écrémé mais qu'il fallait chauffer des films desséchés de
lait pendant plus de 4 h & 88°C pour obtenir une destruction compléte.

Deux procédés d'ensemencement sont couramment utilisés. Le
premier procédé met en ceuvre une arrivée de vapeur OuU un « anneau
d'alcool enflammé» entourant l'orifice d'ensemencement. On ouvre
cet orifice et l'inoculum est rapidement versé a travers un « lit »
de vapeur ou de flammes. Dans le second procédé, le goulot du flacon
contenant la culture-mere, une fois le flacon retourné, est rapidement
et fortement appuyé sur la soupape a clapet, a travers un bain d'eau
javellisée recouvrant la soupape. Celle-ci s'ouvre, permettant ainsi a
I'inoculum de s'écouler dans la cuve a levain; lorsqu'on retire le flacon,
la soupape se referme. En pratique, la manceuvre n'entraine, au pire,
qu'un peu d'eau javellisée dans la cuve a levain, eau javellisée qui
est inactivée au contact du lait. Le taux d'ensemencement employé
varie de 0,1a 1p. 100et la température d'incubation choisie est géné-
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ralement 21°C bien que la température optimale de croissance soit
plutdét voisine de 28-30°C et que de nombreuses souches puissent
encore se développer a 40°C.

Les levains sont incubés a 21°C pendant une durée permettant
d'atteindre une acidité titrable acquise voisine de 0,57p. 100, alors
que, rappelons-le, la production exponentielle d'acide s'arréte a une
acidité titrable acquise voisine de 0,43p. 100 [10]. Cela demande
environ 12 a 14 h et c'est peut-étre l'une des raisons pour lesquelles
on incube les levains a 21° C puisque cela permet d'incuber le levain
pendant la nuit. Une fois que le levain a atteint I'acidité recherchée,
on le refroidit et on peut l'utiliser pendant plusieurs jours. Le main-
tien des levains acides a température ambiante pendant de longues
périodes s'accompagne généralement d'un retard de l'acidification
ultérieure mais n'en modifie pas le taux de production, en raison
du fait qu'une partie de la flore lactique du levain est, semble-t-il,
inactivée par l'accumulation d'acide lactique et (ou) par le bas pH
du levain.

Résumé

Cette revue est consacrée aux levains lactiques mésophiles. Elle
traite successivement la composition des levains, les caractéristiques
taxonomiques permettant de distinguer les différentes espéces compo-
santes de ces levains, le métabolisme azoté et le catabolisme du
lactose en relation avec la croissance des levains dans le lait, la régu-
lation de la glycolyse. La dégradation du citrate du lait est examinée
d'une facon détaillée. Les problémes posés par linfection phagique
des levains, le réle de la lysogénie comme source principale des phages
présents dans les laiteries sont également discutés. Enfin, la prépa-
ration des levains a l'usine est aussi examinée.

Summary

MESOPHILIC  LACnC STARTERS. A REVIEW

Several important aspects of mesophilic starter cultures are
reviewed. Single-strain, multiple-strain and the different types of
mixed-strain starters are discussed and simple tests to distinguish
the different bacteria present in such cultures are given. The impor-
tance of nitrogen and lactose metabolism in growth of starter cultures
in milk is briefly treated as is the control of glycolysis. Citrate meta-
bolism and the production of diacetyl and acetoin are considered
in sorne depth. Inhibition of starters by bacteriophage, the role of
lysogeny as the major source of bacteriophage in the factory envi-
ronment and the practical production of starters in the cheese factory
are also considered.

Regu pour publication en mai 1980.
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