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Acetaldehyde and lactate production after long term freezing for
three thermophilic wild streptococcus thermophilus strains:
evaluation in single culture
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Abstract - Streptococcus thermophilus is a homofermentative thermophilic lactic species, the most
widely used in milk process and dairy technology, such as fermented milks, beverages, yoghurts and
cheeses. It is the only urease positive, lactate and flavor compounds (acetaldehyde) production
responsible. Acetaldehyde is the main aroma in yoghurts, produced from lactose, glucose, pyruvate
converted from threonine and methionine. However, biosynthetic pathways and their regulation are not
elucidated. By their resistance to bacteriophages attack, these species are used also in cheeses ripening.
However, in all milk technological process, species are used only in mixed culture, associated with
thermophilic lactic strain such as Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helviticus and Bifidobacterium
sp, where synergies phenomenon were observed, never in single culture. The study aimed to assess
technological behavior of wild Streptococcus thermophilus strains isolated from Algerian raw milk in
single culture. Strains belonging to Streptococcus thermophilus species were isolated, selected from
Algerian raw milk using MRS and M17 medium, their technological skills of lactate and acetaldehyde
production kinetics were explored. From all samples collected, three isolated lactic strains were selected
as having unusual technological performance ST, ST, and STs, milk acidification (°D* Dornic degree)
were respectively 70°D and 74°D and 69°D, flavoring power of reconstituted skim milk (in ppm: parts
per million) was 0.09 ppm for ST1, 0.07 ppm for ST>, and 0.04 ppm for the strain STs.

Keywords: Streptococcus thermophilus; Wild strains ; Selection ; Acetaldehyd ; Lacticacid

Résumé - Streptococcus thermophilus est 1’une des espéces homofermentaires les plus utilisées en
industrie laitiere, comme starter des processus technologiques thermophiles dans la production des laits
fermentés, boissons lactées acidifiées, yaourts et certains fromages a pate dure. Elle est la seule espéce
lactique thermophile, uréase positive, assurant 1’acidification et 1’aromatisation rapide du lait.
L’acétaldéhyde, est I’ardme principal, responsable du goit caractéristique des yaourts, de certains laits
fermentés et des fromages, produit a partir du lactose, du glucose et du pyruvate. Chez ’espéce S.
thermophilus, I’acétaldéhyde est aussi produit a partir de la thréonine et de la méthionine. Les voies
biochimiques de conversion enzymatiques des deux acides aminés et leur régulation sont peu élucidées,
et sujets a des controverses. Ayant une résistance innée aux attaques des bactériophages, [’espece S.
thermophilus est utilisée dans la fabrication et la maturation des fromages a pate cuite. Cependant, dans
ces processus technologiques, 1’espéce n’est utilisée qu’en culture mixte, jamais en culture pure,
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associée a d’autres especes thermophiles a ’exemple de Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
helviticus et Bifidobacterium Sp ou des phénomeénes synergétiques sont observés.

L’objectif de 1’étude est I’exploration du comportement technologique, en culture pure, des souches
(indigénes) de Streptococcus thermophilus, isolées, caractérisées et sélectionnées a partir du lait cru
d’Algérie, leurs aptitudes technologiques d’acidification (production de lactate en °D* :degré Dornic) et
d’aromatisation (production d’acétaldéhyde en ppm* :partie par million) sur milieu restreint de
fermentation; le lait écrémé est reconstitué a 10% W/V, a un intervalle d’incubation de 24h a 42 °C,
aprés une longue durée de cryoconservation. Les résultats ont donné trois souches (indigénes)
sélectionnées, par leurs aptitudes d’aromatisation du lait écrémé reconstitué ST1: 0.09, ST2 : 0.07 et
ST3 0.04 ppm d’acétaldéhyde. L’acidification par production du lactate en degrés Dornic (°D) était de
70°D (ST1), 74°D (ST2) et 69°D (ST3).

Mots clés: Streptococcus thermophilus, Sélection, Acétaldéhyde, Acidification, Aromatisation.

1. Introduction

Streptococcus thermophilus est 1’une des espéces lactiques, homofermentaires, les plus utilisées en
industrie laitiére (El Sharoud et al, 2013), la seconde apres I’espéce Lactococcus lactis (Hols et al. 2005).
C’est la seule espéce lactique dotée d’uréase (Mora et al. 2004, 2005 ; Zota et al. 2008 ; El- Sharoud et
al. 2013), assurant une acidification rapide, par conversion du lactose en lactate (Meribai et al. 2010), la
sécrétion d’exopolysaccharides (Wu et al. 2014 ; Mostefaoui et al. 2015), la synthése de vitamines, dont
I’acide folique (lyer et al. 2010 ; 2010) et la production de composés aromatiques, dont I’acétaldéhyde
(Chavez et al. 2003 ; Benaama et al. 2011, 2012). Traditionnellement, 1’espéce est utilisée en culture
mixte ; en co-culture avec des lactobacilles thermophiles et certaines espéces de Bifidobacterium sp
(Oliveira et al. 2009 ; Almeida et al. 2009), dans les yaourts, en co-culture avec Lactobacillus bulgaricus
(Courtin et Rul 2004 ; Angelov et al. 2009), dans certains fromages en co-culture avec Lactobacillus
helviticus (Bernardeau et al. 2008) et les fromages a pate cuite a I’exemple de I’Emmental, gruyére et
grana, ayant la présomption d'innocuité (GRAS), statut proposeé par I'Autorité Européenne de la Sécurité
des Aliments (Delorme 2008). L’acétaldéhyde est reconnu comme 1’ardme majeur des laits fermentés
acidifiés (Ott et al. 2000 ; Valero et al. 2001), des yaourts (Chavez et al. 2002) et de certains fromages
(Ottetal. 1997). Il est responsable du go(t agréable, fruité, caractéristique des yaourts, hautement désiré
par le consommateur (Bongers et al. 2005 ; Ott et al. 1997, 2000). Les voies biochimiques de synthese
de I’acétaldéhyde et leur régulation, chez les bactéries lactiques, semblent souches lactiques dépendantes
(Chavez et al, 2002).

Des auteurs, ont rapporté qu’en culture mixte, I’espeéce thermophile: Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus est plus productrice d’acétaldéhyde que [D’espéce Streptococcus thermophilus,
(Xanthopoulous et al. 1994 ; Georgala et al. 1995 ; Beshkova et al. 1998), d’autres travaux, ont montré
le contraire (Schirch etal. 1985 ; Ott et al. 1997 ; Chavez et al. 2002, 2003).Chez les bactéries lactiques,
I’acétaldéhyde, est peut étre, formé directement lors de la fermentation du lait, par décarboxylation du
pyruvate, sous I’action de la pyruvate décarboxylase, ou indirectement a partir de 1’acétyle Co-enzyme
A (*Acétyle CoA), via la pyruvate déshydrogénase et I’aldéhyde déshydrogénase (Chavez et al. 2003 ;
Bongers et al. 2005). Chez I’espéce Streptococcus thermophilus, 1’acétaldéhyde est aussi formé a partir
de la thréonine, sous ’action enzymatique de la serine hydroxyméthyle transférase (*SHMT), par
clivage de la thréonine et la formation d’acétaldéhyde et de la glycine (Chavez et al. 2003 ; Benaama et
al. 2011, 2012).

La production des composés aromatiques, lors de la fermentation lactique, est un phénomeéne
biochimique complexe, lié aux caractéres physiologiques et biochimiques de la souche lactique
aromatisante et d’autres facteurs exogénes, a ’exemple du potentiel d’oxydoréduction du milieu de
culture (Martin et al. 2011), des conditions de culture et de la composition du milieu de fermentation
(Escamilla-Hurtado et al. 2005 ; Baranowska 2006), de la durée et de la température de conservation
(Valero et al. 2001), du mode de conservation et de la nature de I’emballage du produit final (Saint-Eve
et al. 2008). Chez I’espece lactique Streptococcus thermophilus, 1’acétaldéhyde est peut étre produit a
partir du métabolisme des sucres, des acides aminés, des nucléotides et du métabolisme du pyruvate
(Chavez et al. 2002). D’autres facteurs, peuvent influencer la production d’acétaldéhyde, a I’exemple
du traitement thermique (chauffage) préalable du lait (Lorenzen et al. 2003), du temps et de la
température de fermentation, et du choc thermique exercé sur les levains starters thermophiles (Ozer
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and Ataso 2002). Les voies métaboliques de dégradation des peptides et des acides aminés, chez I’espéce
S. thermophilus semblent responsables des niveaux de production d’acétaldéhyde, cependant la
régulation de ces voies biochimiques et le role de ’'uréase et son implication dans la production
d’acétaldéhyde, ne sont pas clairement élucidés. L’objectif de I’étude est 1’exploration du comportement
industriel des souches indigenes de S. thermophilus, isolées du lait cru d’Algérie, en culture pure,
I’évaluation de leur activité métabolique, sur milieu de fermentation restreint : le lait écrémé reconstitué
a 10%W/V, par le suivi de la cinétique d’aromatisation (acétaldéhyde) et d’acidification (lactate), aprés
une longue durée de cryoconservation a -80°C.

2. Matériel et méthodes

2.1. Origine des souches lactiques thermophiles

Les souches lactiques thermophiles (Streptococcus thermophilus), isolées du lait cru collecté dans le
Nord-Est algérien, et préalablement caractérisées, appartiennent a la collecte des souches lactiques
thermophiles, d’intérét technologique (Meribai et al. 2014 : DATA non publiées). Elles ont été
conservées a -80°C sur Bouillon M17 (Pronadisa- Spain), additionné de 30% de glycérol bidistillé
(Gyosheva et al. 1995).

La souche de référence STL- Streptococcus thermophilus, isolée a partir d’un ferment thermophile
Iyophilisé (souche starter), destiné a la fabrication du yaourt, est importée par 1’Office National
Interprofessionnel du Lait (*ONIL).

2.2. Revivification des souches lactiques thermophiles

La réactivation des souches lactiques est réalisée par double ensemencement de 24h, sur Bouillon M17
(Tarzaghi et Sandine 1975) a 42°C puis par incubation de 24h, sur le milieu de fermentation (Lait écrémé
reconstitué a 10% : W/V). La souche de référence STL, a subi un traitement de réactivation et de
revivification, similaire a celui des souches indigenes.

2.3. Cinétique de production d’acétaldéhyde

Le suivi de la cinétique de production d’acétaldéhyde a été réalisé, selon le protocole préconisé par
Yu.ksekdag, et al. (2004). La sélection des souches, s’est faite par 1’élimination de celles n’ayant pas
donné d’acétaldéhyde, au bout de 24 H, sur le milieu: lait écrémé reconstitué a 10% (W/V).
L’inoculation des souches lactiques et de la souche de référence (STL), a été effectuée, dans un rapport
de 02% (2ml de la suspension bactérienne dans 100ml du milieu de fermentation) puis par incubation a
42°C. La lecture a été réalisée sur spectrophotométre contre une solution standard (Etalon)
d’acétaldéhyde pur (Facteur de conversion sur emballage : 1.8 mg/m®= 1 ppm a 25°C) a différents
intervalles d’incubation 04H, 08H, 16H et 24H. Les résultats sont exprimés en partie par million (*ppm).

2.4. Cinétique d’acidification (titration de I’acide lactique)

L’acidification, par titration du lactate, sur milieu de fermentation (lait écrémé reconstitué a 10%) a été
suivie pendant 24H d’incubation a différents intervalles de temps : 04H, 08H, 16H, et 24H, selon la
méthode décrite par Demirci et Gunduz (1994), avec de légéres modifications.

3. Résultats et discussion

3.1. Résultats

Le tableau 01 illustre les principales caractéristiques des souches lactiques, apreés leur réactivation sur le
milieu de culture sélectif M17.

La figure 1 représente le suivi de la cinétique de production d’acétaldéhyde a intervalle de 24H
d’incubation a 42°C sur le lait écrémé reconstitué a 10%.

4. Discussion

4.1. Cinétique de la production d’acétaldéhyde

En plus de la production du lactate et de la diminution du pH (acidification du milieu fermentaire), le
processus fermentaire, assuré par les souches lactiques thermophiles, aboutit aussi a la formation de
composés aromatiques, dont 1’acétaldéhyde estimé a des valeurs de 0,09°D(ST1), 0,07°D(ST2) et
0,04°D(ST3), ce qui améliore la texture et les caractéres organoleptiques du produit final.
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Tableau 1 : Caractérisation biochimique des souches lactiques thermophiles aprées leur réactivation

Souches :
Aspects des colonies

Aspect des cellules

Coloration de Gram

Mobilité

Test de catalase

Test d’oxydase

Test de Nitrate réductase

Croissance a différente température a 10°C
Croissance a différente température a 45°C
Croissance a différente température a 55°C
Thermo résistance pendant 30mn a 60°C
Croissance en présence de 2% Na CI
Croissance en présence de 04.5% Na Cl
Croissance en présence de 6,5% Na Cl
Croissance sur milieu alcalin (pH : 9.6)
Croissance sur lait bleu de Sherman

Action sur le lait tournesolé
Test d’homofermentation

Recherche de Citratase
Production d’acétoine(Test)

ST1 ST2 ST3 STL*
Blanchatres, bombées crémeuses

Coccie Coccie Coccie Coccie
+ + + +

+ + + +

+ + — +

+ + + +

+ + + +

+ _ _ _
*A.C *A.C.R *A.C.R *A.C.R
HMF HMF HMF HMF
+ _ _ _

+ + + +

STL* souche de référence, ST1,2, 3souches indigénes, HMF homofermentation, HTF heterofermentation
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Figure 1 : Cinétique de production d’acétaldéhyde eTST1, B ST2, C ST3 et D STL

B
5§ k
H =)
- : '
§ i
Bas
1 —#—
ke
——
o
-:4!'"
E i e —] ts
m- L . ———
o B f
= T
= Lt 1y
| P
T i
q " IER e,
Temp= H} ’

Le protocole colorimétrique adopté pour le dosage du principal ardbme (acétaldéhyde), avec de légeéres
modifications, a montré que I’optimum de cette production, pour I’ensemble des souches, est atteint vers
16H d’incubation a 42°C, température optimale relative aux souches lactiques thermophiles étudiées

(Chavez et al. 2003).
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Déja Singh et al. (1980), avaient noté que I’espéce S. thermophilus, en culture pure, comme en culture
mixte, en co-culture avec les especes Lactobacillus bulgaricus, produit plus de lactate. L’espéce est
seule responsable de ’acidification et de la production d’acétaldéhyde a 37 °C ainsi qu’a 42 °C.

En outre, Benaama et al. (2011, 2012) avaient noté un maximum de production d’acétaldéhyde par des
souches (indigenes) de S. thermophilus, isolées du lait cru de vache, aprés uniquement 10H d’incubation
a 42°C, en culture pure, sur un milieu de culture (lait écrémé reconstitué a 10% W/V). Pour I’ensemble
de nos souches, le suivi de la cinétique, de production des ardmes, durant 24H d’incubation, a montré
deux étapes successives : une premiere étape, ascendante, apres 16 heures de fermentation, durant
laquelle, il y a synthése d’ardme (acétaldéhyde), suivie par une deuxiéme étape, de déclin (descendante),
pendant laquelle il y a appauvrissement du milieu en composés aromatiques.

Cette 2éme phase, de déclin, commune a toutes les souches étudiées, ST1, ST2 et ST3, peut étre
expliquée par un probable épuisement des précurseurs d’ardme dans le milieu de culture. A cela,
s’ajoutent les contraintes expérimentales, liées aux pertes d’une partie des composés aromatiques, en
raison de leur nature volatile.

A ce titre, Imhof et al. (1994), avaient noté que la formation des composés aromatiques dans le milieu
de culture, avait lieu durant la coagulation du lait et pendant les 20 premiéres heures de fermentation.
Beshkova et al. (1998) avaient noté que le maximum d’activité aromatisante (production des arémes),
par des souches lactiques thermophiles, en cultures pures et mixtes, a été enregistré durant les premiéres
heures de coagulation du lait (aux environs de 07H de fermentation), alors que les concentrations
maximales d’acétaldéhyde ont été obtenues aux environs de 22H a 23H de fermentation, ce qui est en
parfaite concordance avec nos résultats.

La production d’acétaldéhyde, semble étre une souche lactique dépendante (Chavez et al. 2002 ; 2003).
Le choix de la méthode colorimétrique pour le dosage de 1’acétaldéhyde, méthode utilisée par Lindsay
et Day (1965), développée par Xanthopoulous et al. (1994) puis par Yu.ksekdag, et al. (2004), est justifié
par le fait que cette derniére est plus sensible, permettant le dosage des arbmes a de faibles
concentrations, voire des traces (Xanthopoulous et al. 1994).

En outre, I’analyse comparative des composés aromatiques et pour les mémes échantillons, a montré
gue les méthodes colorimétriques sont plus reproductibles et plus précises, permettant le dosage des
arémes a de faibles traces : diacétyle a 12 uM, acétoine a 57 uM (Xanthopoulous et al. 1994).

En outre, la chromatographie gaz-liquide, méthode analytique rapide, est la plus utilisée pour quantifier
divers composés aromatiques a I’exemple de I’acétaldéhyde, éthanol et diacétyle dans des intervalles de
concentrations correspondant a celles des laits fermentés et divers produits laitiers. Cependant, cette
technique a I’inconvénient d’avoir des limites de reproductibilité élevées, allant de 65 uM pour 1’éthanol
a 250 uM pour I’acétaldéhyde (Xanthopoulous et al. 1994).

Dans une étude menée par Georgala et al. (1995), sur du lait cru de brebis et yaourt, préparés a base du
meéme lait, I’auteur a étudié¢ par chromatographie en phase gazeuse (CPG), la production des principaux
composés aromatiques (acétaldéhyde, diacétyle et acétoine),issus des fermentations par 05 souches de
Streptococcus thermophilus, 04 de Lactobacillus bulgaricus et 20 combinaisons entre ces deux espéces.
L’étude a révélé que, parmi les composés volatiles étudiés, la production des ardmes semble souche
dépendante, I’acétaldéhyde étant le produit majeur des souches en cultures pures et mixtes et atteint des
valeurs maximales de 13 a 14 mg/kg. Cependant, le diacétyle et I’acétoine étaient produits a de faibles
concentrations. De méme, les auteurs ont observé que les souches de Lactobacillus bulgaricus
produisent de grandes concentrations d’acétaldéhyde en comparaison avec celles produites par les
souches de Streptococcus thermophilus. La combinaison entre les souches en culture mixte stimule
réciproquement la production de 1’acétaldéhyde. D’autre part, Beshkova et al. (1998), en comparant la
production des composés aromatiques des souches lactiques starters du yaourt en cultures pures et
mixtes, les souches en culture mixte, ont montré une activité aromatique maximale. Cependant, la
souche Lactobacillus bulgaricus a montré un potentiel aromatisant plus élevé, avec production des
acides organiques de 2C & 10C. Selon Imhof et al. (1994), les aldéhydes et les alcools ne sont pas issus
du processus fermentaire et sont formés directement a partir du lait. Seuls 05 composés ont un impact
aromatique réel sur le produit final. Imhofet al. (1995) ont remarqué que sur un total de 32 composés
aromatiques, quantifiés par chromatographie gaz, seuls 03 composes avaient un impact aromatique sur
le produit de fermentation. La production d’acétaldéhyde, semble souche-dépendante, les souches
starters thermophiles produisant 03 a 04 fois plus de butane-dione en cultures mixtes. Baranowska
(2006), dans une étude sur I’effet de la composition du lait comme milieu de culture, enrichi par
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différents composants : (lactose (10g/L), glucose (0.70g/L), sodium protéinate (25g/L), sodium citrate
(03 g/L), citrate (01g/L) et thréonine (01 and 03 g/L) sur la formation des arémes de différents yaourts
frais, aprés 07 et 14 jours de conservation, a montré que la thréonine affecte positivement le taux de
formation d’acétaldéhyde et atteint des valeurs de 22, 24 et 56 mg/L, dans plusieurs types de yaourts
étudiés. En outre, 1’¢étude de la croissance (Biomasse) et production de I’acétaldéhyde sur du lait écrémé
reconstitué a 10%, additionné de 05 Mmol et 10 Mmol de thréonine, des souches de Streptococcus
thermophilus ont montré qu’aprés 10h de fermentation, ’acide aminé n’a pas d’effet sur la croissance
et la production de biomasse, alors que la production d’acétaldéhyde a augmenté significativement
(Benaama et al. 2011). Selon Benaama et al. (2012), aprés 1’addition de 0.5% et 03% de lactose et de
saccharose au milieu M17 (Tarzaghi et Sandine 1975) contenant trois souches lactiques thermophiles
(indigenes) Streptococcus thermophilus BN1, BN2 et BN3, isolées du lait de vache, une augmentation
significative de la production d’acétaldéhyde a été enregistrée.

Malgré les contraintes d’une congélation (-80°C) de longue durée, nos souches ST1, ST2 et ST3, ont
exhibé des profils acidifiants & 42°C, technologiquement intéressants avec :70°D, 74°D et 69°D. Selon
Lucas et Reyrolle (1989), I’acidité en degré Dornic (°D), est I’expression de 1’acidité développée dans
le milieu de fermentation (lait écrémé reconstitué a 10% W/V), par fermentation du lactose et production
d’acide lactique. Il est a noter que nos souches lactiques, préalablement isolées, conservées dans le
bouillon M17 additionné de 30% de glycérol, a (-80°C), revivifiées, n’ayant pas réussi a coaguler le lait
écrémé reconstitué, au bout de 24H, a 42°C, ont été éliminées de 1’étude. Par ce procédé, nous avons
sélectionné des souches technologiquement intéressantes, selon la régle de Chamba et Prost (1989), qui
considérent que toute souche lactique appartenant a ’espéce Streptococcus thermophilus, exercant une
variation de ApH de 0.50, durant un intervalle de temps de 04H, est une souche technologiquement
intéressante, surtout si on prend en considération les contraintes de la congélation, de la culture pure et
le pouvoir tampon exercé par le milieu de fermentation. L’étude comparative d’impact de deux
méthodes de conservation des souches lactiques : la congélation et la lyophilisation, durant six mois,
montre que la premiére méthode (congélation) a exhibé des souches lactiques ayant les taux de survie
et d'activité enzymatique intracellulaire, les plus élevés avec un faible taux d'autolyse (Kendyl et Al
Soda 2015).

4.2. Cinétique (d’acidification) de production du lactate (Figure 01)

L’acidification du milieu de fermentation, évaluée en degré Dornic, a été estimée par neutralisation, a
I’aide de la soude N/9, de 10ml du lait fermenté auquel est ajouté un indicateur de pH (solution
alcoolique de 01% de phénolphtaléine) (Demirci et Gunduz 1994). Le degré Dornic (°D) est I’évaluation
de I’acidité développée dans le lait, par transformation du lactose (sucre du lait) en acide lactique, un
degré Dornic (°D) correspondant a 0,1g d’acide lactique dans un litre de lait (Chamba et Prost 1989 ;
Thomas et Chamba 2000). En outre, Zisu et Shah (2003), lors d’une étude sur I’effet de la température
d’incubation, du pH et de I’addition des protéines au milieu de fermentation sur le métabolisme cellulaire
et la production des exopolysaccharides par 1’espece Streptococcus thermophilus1275, les différentes
combinaisons entre ces trois parameétres, ont montré que les plus grandes quantités de métabolites ont
été produites a 37°C, a 40°C et a pH 4,08. La température élevée de 45 °C, a diminué la production des
exopolysaccharides. Le choix de la température d’incubation de 42°C, nous semble judicieux, puisque
c’est la température optimale de croissance, relative a I’espéce étudiée en culture pure. Plusieurs auteurs
ont aussi utilisé la méme température de 42°C, pour 1’évaluation de la production d’ar6me chez I’espéce
S. thermophilus en culture pure (Chavez et al. 2002 ; 2003 ; Benaama et al. 2011, 2012).

5. Conclusion

Les souches lactiques thermophiles (indigénes) Streptococcus thermophilus ST1, ST2, et ST3, malgré
la conduite de leur culture sur milieu simple, sans aucun additif, aprés une longue période de
congélation, ont exhibé des profils aromatisants (acétaldéhyde) et acidifiant (lactate) d’intérét
technologique semblable a ceux de la souche de référence STL. 1l serait intéressant d’explorer leurs
potentialités en culture mixte, en présence d’espéces lactiques thermophiles et mésophiles, sur milieu
enrichi par des sucres (Lactose et Saccharose) et des acides aminés (Thréonine et Méthionine).
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