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INFL UENCE DU CHAUFFAGE DU LAIT
SUR LE DEVELOPPEMENT DES BACTERIES

EFFET STIMULANT DU LAIT AUTOCLAVE
SUR LA CROISSANCE DE LACTOBACILLUS LACTIS
ROLE DE L'ACIiDE FORMIQUE (1)

par
J. E. AUCLAIR et A. PORTMANN

Station Centrale de Recherches laitieres et de
Technologie des Prod uits animaux, Jouy-en-Josas (S.-et-0.)

INTRODUCTION

Dans un article précédent [1] nous avons montré que la crois-
sance des bactéries lactiques dans le lait chauffé dépend essen-
tiellement des organismes utilisés et du degré .dechauffage du lait.
Le chauffage du lait a des températures supérieures a 100°C, en
particulier, a un effet variable suivant les germes utilisés: tandis
que le .chauffage du 'lait a l'autoclave a pour effet de diminuer I~
croissance de certains germes tels que Streptococcus agalactiae 1 B,
d'autres micro-organismes tels que Str. thermophilus TJ et Lacto-
bacillus lactis O 37 se développent mieux dans le lait chauffé a
110-120° C que dans le lait chauffé seulement a 80~900C.

Cet effet 'stimulant du lait auto clavé sur certaines bactéries
lactiqgues a déja' été observé par de nombreux auteurs qui l'ont
attribué soit a la destruction de substances bactéricides thermos-
tables' [2], soit a' l'abaissement du potentiel d'oxydo-réduction
du lait au- cours du chauffage [3], soit a une augmentation de la
teneur du lait en azote non protéique résultant d'une hydrolyse
de la caséine [4].'

PARKER €t ELLIkErR [5], étudiant la croissance des bactéries
lactiqgues dans un milieu a base de phosphocaséinate de calcium,
ont montré que la croissance des bactéries est fonction de la teneur
.du milieu en azote aminé libre, teneur qui augmente avec la durée
de chauffage du milieu a l'autoolave. lls constatent de plus que
lI'addition de lactose au milieu de culture avant le chauffage favorise
la croissance des bactéries lactiques et spécialement de Str : ther-
moph.ilus, .

La plupart des auteurs ont observé d'autre part que, si le chauf-
fage du lait a l'autoclave. a en général pour effet d'améliorer la
croissance des bactéries lactiques, ces mémes bactéries se déve-
loppent souvent plus difficilement lorsque le lait a subi un chauf-
fage prolongé [2] [4] [5]- PARKER et ELLIKER attribuent cette

(1) Annales de Technologie. 1958, nO 2, 129.



DU CHAUFFAGE DU LAIT 497

réduction de l'activité des bactéries lactiques dans le lait chauffé
a l'autocla-ve pendant 60 minutes a une diminution de I'a zote
aminé libre due a la présence du lactose.

Dans les expériences qui vont étre décrites, nous avons étudié
l'effet du chauffage du lait a l'autoclave sur la croissance de L.
lactis 0 37 en déterminant le role des différents constituants du lait
dans le~ phénomenes de stimulation observés.

PARTIE EXPERIMENTALE

1. - Mise en évidence d'une ou plusielurs substances
stimulantes dans le lait autoclavé

La figure 1 rappelle les résultats que nous avons obtenus pré-
décemment en cultivant L. lactis O 37 dans des laits chauffés a des
températures variables [1]. La courbe représente les variations du

_ PH des cultures aprés 18 heures d'incubation en fonction de la
température de chauffage du lait.

La différence d'acidité que l'on peut observer entre les cultures
faites dans le lait chauffé a 80-90°0 et les cultures en lait autoclavé
(110-120°0) correspond bien a une différence de croissance du
lacto bacille dans ces mémes laits. En effet si I'on compare la
croissance de cet organisme dans des laits chauffés a 9000 et a
120°0, croissance mesurée par numération sur gélose de BRIGGS [6],
on constate que le taux de croissance du microorganisme est le
méme pour les deux sortes de lait mais la croissance totale est
nettement supérieure dans le lait auto clavé (fig. 2).

,Le fait que L. lactis 037 se développe plus activement dans le
lait chauffé a 110-12000 que dans le lait chauffé a 80-90'00 (Oli les
lacténines sont cependant détruites) peut étre dd soit ala destruc-
tion par le' chauffage a l'autoclave de substances inhibitrices exis-
tant dans le lait chauffé a 80-9000, soit. a l'apparition a la suite du
chauffage de substances qui activent le développement du lacto-
-bacille. L'expérience suivante montre que seule la seconde hypo-
thése doit étre retenue.

Méthode

Du lait prélevé aseptiquement sur trois vaches dont les mamelles
ont été reconnues précédemment indemnes d'infection, micro-
bienne, est mélangé, puis écrémé dans une écrémeuse préalablement
stérilisée a l'autoclave. |l est ensuite réparti en tubes de 18 x 180
mm. a raison de 10 millilitres par tube. Une partie de ces tubes est
chauffée a 90°0 pendant 20 minutes, tandis que les autres sont
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chauffés 20 minutes a l'autoclave a 12000. Des mélanges en propor.

tions variables (~, ~, ~,~ etc...) de lait autoclavé et de lait
10 9 8 7 .

chauffé & 9000 sont ensuite préparés dans des tubes qui sont ense-

mencés a 0,001 % avec une culture active du lactobacille sur

lait tournesolé (culture obtenue a partir d'un fort inoculum (10%),

incubée 4 a 5 heures a 4200 et utilisée juste avant la coagulation

4,5
5.0
pH
5,5
,6,0
[}
Sl
[ ]
Cru 60 12:>
Tf rnpéra tur-e
Fig. ].- Production dacide par Lactobacillus lactis 0 37 dans du lait
chauffé pendant 20 minutes a différentes températures.
Incubation: 18 heures a 42°.

du lait lorsque le pH atteint 4,9). Apres 18 heures d'incubation
a 4200 l'acidité est mesurée dans chacun des tubes de culture a
l'aide d'un pH.metre a électrode de verre.
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Résultats

La figure 3 montre la courbe obtenue en portant en abscisse
les proportions de chacun des laits dans les préparations et en
ordonnée le pH atteint aprés incubation (courbe A), et par compa-
raison la courbe obtenue avec des mélanges, effectués dans les
mémes conditions, delait cru et de lait chauffé a 9000 (courbe-B).

Si I'on examine tout d'abord la courbe A, on constate que la
croissance du la.ctobacille, relativement faible dans le lait chauffé
a 90°0 est considérablement améliorée dés que celui-ci est addi-

pH

s 4,0
7 5,0
6
D]
5 7,0
a 5 la 15 20
Temp ..- d" incu billion [heure s]
Fig. 2. - Croissance et production d'acide,de  Loctobacillus lactis 037

dans du lait chauffé a 900 et dans le méme lait auto clavé.
Croissance mesurée par numération sur gélose de Briggs.
Production d'acide mesurée par la déter'mination du pH.
Lait chauffé 20 minutes a 90°.
Lait autoclavé (20 minutes a 120°).

tionné d'une petite quantité de lait autoclavé. Cela s'explique
vraisemblablement par I'existence dans le I@'t autoclavé d'une
substance absente dans le lait chauffé a 900U et qui, ajoutée a
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Lail aulocl avé

Courbe A Proportion:
Lail chau He a <)J)U
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Courbe B Proportion
Lart chau ffé' il 90°

Fig. 3.- Production d'acide de 'Lactobacillus lactis O 37 dans les mélanges

en proportions variables de lait autoclavé et de lait chauffé a 90° (courbe A :

e—e) ;de lait cru et de lait chauffé a 90° (courbe B : 0-0).
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faible concentration a ce lait, stimule fortement la croissance de
I'organisme- test.

, On peut observer dautre part sur la courbe A une croissance
légérement plus active du lactobacille dans les mélanges de lait
chauffé a 90°C et de lait autoclavé que dans le lait autoclavé seul.
Cela montre que le lait autoclavé est probablement déficient en
un ou plusieurs facteurs de croissance que contient en plus grande
proportion le lait chauffé a 90°C.

La courbe B montre, a titre de comparaison, I'effet d'une subs-
tance inhibitrice, la laeténine, sur la croissance du méme orga-
nisme dans des mélanges de lait cru (contenant la lacténine) et de
lait chauffé a 90°C (ou la lacténine est détruite). On voit que cet
effet inhibiteur se manifeste dans toutes les préparations contenant
du lait cru et que l'inhibition est encore marquée dans le mélange
contenant une partie de lait cru pour 9 parties de lait chauffé a
90°C. "

Il. - Méthode de dosage

Afin de mesurer quantitativement l'effet stimulant du lait
autoclavé ou de toute autre préparation, la méthode suivante a été
utilisée. Des dilutions de I'échantillon & étudier sont faites dans du
lait chauffé a 90°C (par exemple 1/3, 1/9, 1/27, etc.) et réparties a
raison de 5 millilitres dans des tubes de 18 x 180 mm. qui sont
ensuite ensemencés a 0,001 % avec une culture sur lait, fraiche et
non coagulée, de L. lactis 037. 'Aprés 18 heures d'incubation a
42°C, l'acidité est ~esurée comme précédemment dans chacun des
tubes de culture a l'aide d'un pH-metre a électrode de verre. On
obtient ainsi une réponse graduée (pH en fonction dela dilution).

La figure 4 montre, a titre d'exemple, les courbes obtenues avec
trois échantillons de lait ayant subi les traitements  suivants
A : 120°, 20 minutes; B : 120°, 40 minutes; C : 135°, 20 minutes.'
On voit que ces courbes présentent des portions linéaires et paral-
leles. Ce fait -laisse a penser que les trois échantillons contiennent,
en-proportions variables, la méme et-unique substance stimulante.

Il est alors possible, en choisissant une préparation étalon, de
mesurer la quantité de substance stimulante contenue dans les
différents échantillons de lait ou dans rriimporte quelle préparation
donnant une courbe parallele a celle de la préparation étalon.

Si I'on prend comme étalon I'échantillon de lait chauffé a 120°C
pendant 20 minutes, cet échantillon contenant par définition
100 unités de substance par millilitre, il est facile de calculer gra-
phiqguement & partir des courbes obtenues, les concentrations de
substance active présentes dans les autres pr éparatdons. D'apres la
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figure 4 I'échantillon B contiendra 175 unités et I'échantillon
C 600 unités.

Si la quantité de substance stimulante formée au cours du chauf-
fage du lait augmente quand on accroit la température ou le temps

4,5

55

Fig. 4. - Effet stimulant de trois écha.nt illons de lait chauffé~ a l'auto-
clave sur la production d'acide de Lactobacillus lactis 037.

A : Lait chauffé 20 minutes a 1200; B : Lait chauffé 40 minutes a 120° ;
C : Lait chauffé 20 minutes a 1350. Incubation: 18 heures a 42°.

de chauffage, il faut remarquer que la croissance du lactobacille
n'est cependant pas meilleure dans les échantillons de lait chauffés
le plus fortement. On voit au contraire sur la figure 4 que l'acidité
produite dans les échantillons de lait non dilués (dilution 1) est
d'autant plus faible que le chauffage a été plus sévere.

I1l. ... Expériences de dialyse

Du lait autoclavé (1200, 20 minutes) est dialysé contre de l'eau
distillée au moyen d'un tube de cellulose « Visking» de 17 milli-
metres de diameétre. L'opération est faite en chambre froide a 3°0,
pendant 3 jours, l'eau distillée étant renouvelée deux fois par jour.
On constate que le lait autoclavé perd ainsi toute activité sti-
mulante (tableau 1).
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Si l'on reprend l'eau qui a servi a la dialyse et qu'on la concentre
sous vide a 4000 jusqu'au volume initial du lait autoclavé, on
retrouve la totalité de l'activité dans le «dialysat» ainsi obtenu

TABLEAU 1

QUANTITE DE SUBSTANCE STIMULANT LA CROISSANCE
DE LACTOBACILLUS LACTIS 037 CONTENUE DANS DIFFERENTES PREPARATIONS
UN ECHANTILLON DE LAIT CHAUFFE A 120- PENDANT 20 MINUTES
CONTIIINT PAR DEFINITION 100 UNITES DE SUBSTANCE STIMULANTE
PAR MILLILITRE

Lait auto clavé (120°, ,20 minutes ) . 100 unités
Lait autoclavé dialysé .0
Dialysat du lait autoclavé . 80 a 100 unités
Dialysat du lait cru, chauffé a l'autoclave

(120°, 20 minutes) ~ : . 80 a 140 unités
Lait dialysé, puis autoclavé .0

(tableau 1). La substance' stimulant l'activité du lactobacille est
donc dialysable.

Si, au lieu de lait auto clavé, on dialyse contre de lI'eau distillée du
lait cru ou chauffé a 9000 et que l'on concentre sous vide le « dia-
lysat» ce dernier ne présente aucune activité. Mais si l'on chauffe
ce dialysab.a l'autoclave (1200, 20 minutes) il acquiert une activité
comparable & celle du lait normal autoclavé (tableau 1). Quant au
lait dialysé (celui qui reste a l'intérieur du dialyseur), il ne posséde'
aucune activité stimulante, ni avant, ni apreés chauffage a l'au-
toclave.

Oes expériences montrent que la substance stimulante du lait
autoclavé est dialysable et provient vraisemblablement .de l'action
du chauffage sur la fraction dialysable du lait.

IV. - Action de diverses substances sur l'activité
de L. lactis 0 37

Les principaux constituants dialysables du lait sont les sels miné-
raux, le lactose, et divers composés azotés de faible poids moléculaire
(urée, acide urique, acides aminés, etc.) [7]. Nous avons donc
recherché si certains de ces corps seraient susceptibles, apres
chauffage, seuls ou en association, d'activer la croissance du lacto-
bacille en les ajoutant au milieu de culture constitué par du lait
chauffé a 9000.

a) Acides aminés

Bien que le lait contienne peu d'acides aminés a l'état libre [7],
certains pourraient se former par dégradation par la chaleur de
substances azotées plus complexes (protéose-peptones).
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Des solutions M/I00 des acides aminés suivants ont été prépa-
rées : L.-alanine, acide L. aspartique, acide -L. glutanique, L. argi-
nine, L. asparagine, L. cystéine, L. glutamine, L. histidine, -L. iso-'
leucine, L. lysine (dichlorhydrate), D. L. méthionine; L. phény-
lalanine, D.L. proline, D. L. sérine, D. L. thréonine, L.trypto-
phane, L. valine. La L. cystine et la L. tyrosine peu solubles ont
été utilisées aux concentrations respectives de 0,01 % et de 0,05 %'
Aprés ajustement a pH neutre ces solutions étaient stérilisées a
l'autoclave  (1200C, 20 minutes). Des dilutions de ces solutions
étaient ajoutées a du lait chauffé a 90°C pour la détermination de
leur activité éventuelle sur L. lactis 0 37 ainsi qu'il a été décrit
précédemment.

Nous avons ainsi constaté que certains acides aminés favorisent
légérement la croissancé du lactobacille dans le lait chauffé & 90°C
(proline, tyrosine, leucine, tryptophane); aucun cependant ne
montre une activité stimulante comparable a celle du lait auto clavé.
Certains acides aminés (sérine, alanine) présentent par contre un
effet inhibiteur trés net pour les concentrations les plus élevées
utilisées.

Différentes combinaisons de ces acides aminés se réveélérent
également sans activité.

b) Urée. Acide urique

Ces composés constituent la plus grande partie de la fraction
azotée non protéique du 'lait [7]. 'Nous avons constaté qu'aucun
de ces composés chauffés a l'autoclave ne présente d'activité.

c) Lactose

Une solution de lactose & 5% dans de l'eau distillée, chauffée a
l'autoclave ou stérilisée par filtration, ne montre aucune activité
sur la croissance de L. laciis 037. Au contraire une solution de
.lactose a 5% en tampon phosphate de Sorensen a pH 6,6 présente,
apres' chauffage, une actdvité stimulante comparable a celle du lait
auto clavé (fig. 5). Un effet inhibiteur est toutefois observé dans la
premiére dilution de la solution de lactose (1/3 de solution de
lactose 'pour 2/3 de lait chauffé a 90°). Le pH de la solution tampon-
née de lactose au moment du chauffage a l'autoclave a un réle déter-
minant : tandis que la solution de lactose chauffée a pH 5,3 ne
présente qu'une tres faible activité, la solution chauffée apH 7,5 est
environ 10 fois plus active que la solution chauffée a pH 6,6 (fig. 5).
Une augmentation de pH favorise donc la formation de la substance
stimulante mais elle augmente aussi I'effet inhibiteur qui est alors
visible jusqu'da la dilution 1/9.
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d) Acide8 aminé8 + lactose

Des solutions aqueuses d'acides aminés (les mémes que pré-
cédemment) et de lactose (5%) sont chauffées al'autoclave (12000,

4,5
5,0
pH
55
1/243 Y729 Témoin
Dilution de I"échanti lion
Fig. 5. - Effets stimulants et inhibiteurs du lait auto clavé' et de solutions

tamponnées  de lactose chauffées a l'autoclave (30 min. a 120°) sur la produc-
tion dacide de Lactobacillue lactis 037 .

. - Lait auto clavé.

O-0O solution de lactose (5 p. 100) tamponnée a pH 5,3.

[:1- .1 Solution de lactcse (5 p. 100) tamponnée a pH 7,5..

--A Solution de lactose (5 p. 100) tamponnée a pH 6,6.

20 minutes) et ajustées a pH 6,6 avec de la soude. Aucune de ces
préparations ne montre d'activité stimulante importante.

Par contre les mémes solutions d'acides aminés et de lactose
préparées en tampon phosphate (pH 6,6) et chauffées a l'autoclave
présentent une activité semblable a celle de la solution tamponnée
de lactose chauffée et du lait autoclavé.
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e) Urée T lactose

Si l'on chauffe al'autoclave une solution d'urée (300 mgr.j 1OGml.)
et de lactose (5%) dans l'eau distillée, la préparation ainsi obtenue
active la croissance du lactobacille de la méme facon que les solu-
tions tamponnées de lactose chauffées a l'autoclave.

Une solution d'acide urique et de lactose ne présente par-contre
aucune activité apres chauffage.

f) Protéines + lactose

Bien que, comme nous l'avons montré, l'activit¢ du lait auto.
clavé provienne essentiellement du chauffage de la fraction dialy-
sable du lait, il est inténesaant de savoir si les protéines du lait ne
jouent pas un certain rdle au cours du chauffage dans la formation
de la substance stimulante que nous étudions.

Nous avons donc préparé les solutions suivantes:

- lait chauffé a 900C dialysé contre de lI'eau distillée,

- solution & 3% de caséinate de sodium préparée a partir de
caséine isoélectrique (Difco), dialysée contre de l'eau distillée,

- solution de phosphocaséinate de calcium obtenu par ultra-
centrifugation de lait a 30.000 tours par minute dans une centri-
fugeuse « Sharples », dialysée contre de l'eau distillée.

Ces différentes solutions, chauffées a l'autoclave ne montrérent
qu'une activité faible ou nulle sur la croissance du lactobacille.

Les mémes solutions, additionnées de 5% de lactose et auto-
clavées montrérent par contre une activité tout a fait comparable
a celle d'une solution tamponnée de lactose chauffée a pH 6,6. Il
en était de méme des solutions effectuées en tampon phosphate a
pH 6,6 et chauffées a l'autoclave.

g) Produits de dégradation du lactose

Les résultats précédents montrent que la substance stimulante
qui seforme au cours du chauffage du lait a l'autoclave est vraisem-
blablement un produit de dégradation du lactose, puisque du lactose
chauffé en milieu neutre ou alcalin, en présence de phosphates, de
caséine ou d'urée, est capable d'activer la croissance de L. lactis.
0 37 de la méme facon que le lait auto clavé.

Nous avons pu constater que le glucose et le galactose, qui n'ont
par eux-mémes aucun effet stimulant sur le lactobacille,acquiérent
apreés chauffage en tampon phosphate a pH 6,6 une activité sem-
blable a celle que donne le lactose chauffé dans les mémes conditions.
Le saccharose, par contre, ne montre aucune activité, ni avant ni
aprés chauffage.
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Un &J[alJ!.dnombre de produits de décomposition du lactose ont
. été idedtitiés dans le lait auto clavé : acides organiques (formique,
acétique, lactique, pyruvique, butyrique, propionique) [8] [9]
[10] [11], alcool furfurylique, hydroxyméthylfurfuraldéhyde, mal-
tol [12]. Parmi les acides organiques formés, certains ont un effet
stimulant sur la croissance des microorganismes, en particulier
I'~cide acétique [13] et l'acide pyruvique [14]. L'acétaldéhyde peut
également activer le développement de certains germes [14].

Parmi les produits de dégradation des sucres formés par chauf-
fage en milieu neutre ou alcalin, certains possedent des propriétés"
réductrices et ont de ce fait une action favorable sur la croissance
des microorganismes. La réductone est le plus connu. Cependant
une étude récente [15] a montré que le lait autoclavé ne contient
pas de réductone en quantité décelable par chromatographie sur
papier, alors qu'il confient une forte proportion d'un autre .corps
réducteur: la dihydroxyacétone.

Nous avons donc recherché si certains de ces corps avaient une
activité sur la croissance de L. lactis O 37. Les solutions suivantes
ont été essa.yées.. Formiate de calcium, acétate de calcium, lactate
de calcium, pyruvate de calcium, butyrate de sodium, propionate
de sodium: solutions a 0,1 %.

Acides caproique, caprylique, valérianique:  solutions & 0,1%,
neutralisées par la soude.

Furfurol, alcool furfurylique, acétaldéhyde, dihydroxyacétone
solutions a 0,1 %.

Des dilutions de ces solutions étaient préparées dans du lait
chauffé a 90°C et ensemencées avec L. lactis 0 37 (inoculum 0,001 %)
et le pH des cultures mesuré aprés incubation de 1€ heures & 42°C.

Parmi tous ces corps se~l le formiate se montra doué de pro-
priétés stimulantes pour L. lactis 037. La solution de formiate de
calcium a 0,1% est environ 6 fois plus active que le lait autoclavé.

h) Facteurs de croissance et substances diverses

Le lait contient dans sa fraction dialysable un grand nombre de
facteurs de croissance. On peut se demander si le chauffage du lait a
l'autoclave n'augmente pas la concentration de certains d'entre
eux. On sait par exemple que le chauffage a l'autoclave du lait de
truie libere la vitamine Bi, qui existe dans ce lait"liée a une protéine,
sous une forme non assimilable pour les micro-organismes [16].

Les facteurs de croissance suivants ont donc été essayés aux
concentrations "indiquées :

Pantothénate de calcium,biotine, amide de l'acide nicotinique,
ribofla vine, acide paramino benzoique, pyridoxine, thiamine, acide
folique, vitamine B,, : solutions a 1milligramme pour 100 millilitres.
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Mesoinositol, choline: solutions & 2 mgr. 5 pour 100 mjJ.lilitres.

Glutamine, adénine, guanine, xanthine, uracile, thYmine
solutions & 100 milligrammes pour 100 millilitres.

Plusieurs substances réductrices : cystéine et glutathion a 1%,
acide ascorbique a 2,5% ainsi qu'une solution de peptone « Evans»
a 1% ont également été essayées.

Parmi les facteurs de croissance employés, seuls les composés
puriques se sont m'ontrés actifs. Une solution d'adénine a 10 milli-
grammes pour 100 millilitres présentait en effet une activité compa-
rable a celle du lait autoclavé. L'acide ascorbique par ailleurs était
actif a haute concentration, la solution contenant 2 gr. 5 pour
100 millilitres étant environ 2 fois plus active que le lait auto clavé.

La solution de peptone montrait également une forte activité
stimulante. A la concentration de 1% la peptone est deux fois plus
active que le lait chauffé pendant 20 minutes a 120°0.

V. - Identification de la substance stimulante
du lait autoclavé

L'ensemble des résultats précédents ~ontre que la substance du
lait autoclavé qui active la croissance de L~ lactis 0 37 est vrai-
semblablement un produit de dégradation du lactose. Nous avons
vu d'autre part que, parmi les corps provenant de la dégradation
du lactose do:rrt la présence a été décelée dans le lait autoclavé,
. seul le formiate s'est montré actif.

D'aprées GOULD l'acide formique, qui représente 80% des acides
volatils formés au cours du chauffage a l'autoclave, se trouverait
dans le lait autoclavé (11600, 1 heure) a la dose d'environ 10 milli-
grammes pour 100 millilitres [9J, [I0J. Or les essais que nous avons
décrits ont démontré que le lait autoclavé (120°0, 20 minutes)
avait sensiblement la méme activité que le lait chauffé a 90°0
additionné de 15 milligrammes de formiate de calcium. On a donc
tout lieu de penser que la substance stimulante que nous cherchons
a identifier est précisément I'acide formique. Les' essais suivants
ont pour but de confirmer cette identité.

Dans ces essais, nous avons utilisé, pour mesurer l'activité de
nos préparations, la méthode de dosage décrite' précédemment, en
employant comme solution étalon non plus du lait autoclavé, mais
une solution de formiate de calcium a 14 mgr. 1pour 100 millilitres
(cette solution contient 10 milligrammes d'acide formique pour
100 millilitres). Son activité fixée-arbitrairement a 100 unités par
millilitre (1.000 unités = 1 milligramme d'acide formique), corres-
pond sensiblement & celle du lait autoclavé a 125°0 pendant 30
minutes. '
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a) Séparation par échange d'ions

Un ((dialysat « de lait autoclavé, est préparé en plongeant un
tube de cellulose ((Visking « rempli d'eau distillée (100 millilitres)
dans une éprouvette contenant 2 litres de lait autoclavé (115°C,
30 minutes): Aprés 24 heures de dialyse a 3°C le liquide restant a
l'intérieur du tube de cellulose est retiré. 1l possede une activité
stimulante sensiblement égale a celle du lait autoclavé. En répétant
cette opération plusieurs fois, on obtient ainsi facilement une
quantité importante de ((dialysat . actif.

Le liquide ainsi obtenu est passé successivement sur une
colonne de résine échangeuse de cations: ((Permutite 50 u, préparée
par la méthode de MOOREet STEIN(17), puis sur une colonne de
résine échangeuse d'anions: ((Amberlite IRA 410 » préparée par
la méthode de BRYANTet OVERELL[18].

Apres passage du dialysat et lavage des colonnes a l'eau, la pero
mutite est éluée par une solution normale d'ammoniaque tandis
que l'amberlite est éluée par une solution normale de carbonate
d'ammonium.

Par cette technique de séparation les corps neutres et en parti-
culier le lactose du dialysat passent dans I'effluent, les cations et
les acides aminés se retrouvent dans I'éluat de la permutite, les
anions et les acides organiques dans I'éluat de I'amberlite.

Les trois solutions obtenues sont ensuite concentrées sous vide a
45°C, ce qui permet d'éliminer en méme temps I'ammoniquue des
éluats. Ces préparations concentrées sont stérilisées par filtration
sur filtre Seitz et leur activité stimulante est déterminée.

On constate alors que seul I'éluat de Il'amberlite présente une
activité. On retrouve en effet dans cette fraction 50% de la subs-
tance stimulante du dialysat, les deux autres fraotions étant complé-
tement inactives, La substance stimulante que nous recherchons
se comporte donc bien comme un acide organique.

b) Distillation

La solution active obtenue ainsi qu'il vient d'étre décrit par
élution de I'amberlite au moyen du carbonate d'ammonium est
distillée suivant une méthode semblable a celle décrite par GOULD[9]:
250 millilitres de solution sont acidifiés par S04H2-N jusqu'a pH 2.
On entraine par la vapeur en maintenant la solution dans un bain
d'eau salée a 103-104° afin de conserver un volume constant. Quel-
ques gouttes d'un antimousse aux silicones (Rhodorsil) (1) per-
mettent d'éviter le moussage. La distillation est conduite de fagon
a recueillir 900 millilitres de distillat, par portions de 100 millilitres,
en 1h. 30.

(1) Arrti-rnousse 426fabriqué par Rhéne-Poulenc.
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De la méme fagcon on a procédé a la distillation directe de lait
autoclavé (12500, 30 minutes), de lait chauffé a 90°0, de lait
chauffé & 9000 additionné de 15 milligrammes de formiate pour
100 millilitres, et enfin d'une solution tamponnée de lactose (pH 6,6)
chauffée a l'autoclave (12500, 30 minutes).

Le tableau Il donne les résultats ainsi obtenus. On voit tout
d'abord que le lait chauffé a 90°0 contient des acides volatils sans
activité, D'autre part on retrouve pour les différentes préparations
actives soumises a la distillation 60 & 68% de l'activité présente ini-
tialement dans ces préparations. O'est en particulier le cas du lait
chauffé & 9000 additionné de formiate et pour lequel on retrouve
dans le distillat 60% de l'activité initiale.

TABLEAU 1]
Activité des  Quantité de Activité des Pourcentage Activité par
Préparations  soumises préparations  soudeN/20né- distillats d'activité ml. de soude
a la distillation avant disbilla- cessaire pour retrouvée HI20 ajoutée au
(nombre N .
(250 ml). tion (nombre neutraliser les d'unités)* aprés distillat (nom.
d'unités)* distillats (ml.) distillation  bre d'unités)*
Lait chauffé a 900C
=) S . 0 3,90 0 .
) 0 4,80 0
[0 I 0 5,35 0

Lait chauffé a 90°C

() 4 15 mgr. for-

miatepour 100 ml.. 26.500 12,05 15.900 60 1.320
Lait autoclavé (1250C

(30 minutes) .....

=) 25.000 11,40 16.100 64 1.400

) JR— 26.900 14,10 17.500 65,5 1.240
Solution  tamponnée

de lactose chauffée. 556.000 187,00 342.000 61,5 1.830

Eluat de I'amberlite
(20 ml. dilués dans
250 ml) . .. 44.500 18,60 30.500 68 1.640

a: lait d'une seule vache: « Vinette » b: lait d'une seule vache: « Unité 12, C :lait de
mélange de plusieurs vaches.

*1 unité = quantité de substance possédant la moéme activité stimulante sur L. lactis
037 que ly dacide formique.

La derniere colonne du tableau Il donne le rapport entre l'acti-
vité des distillats et les quantités de soude nécessaires pour neutra-
liser ces distillats. Si toute I'acidité des distillats était due a l'acide
formique, on trouverait dans ces distillats une activité de 2.300 uni.
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tés par millilitre de soude ajoutée (1 ml. de soude N/20 correspond
a 2 mgr. 3 d'acide formique soit a 2.300 unités de substance stimu-
lante). Le fait que, pour les différentes préparations étudiées, on
trouve des activités variant de 1.240 a 1.830 unités par millilitre
de soude ajoutée indique que ces préparations contiennent, en plus
de l'acide formique, d'autres acides volatils sans activité: ce sont les
acides que l'on trouve dans le lait chauffé a 90°0 et qui sont res-
ponsables de Il'acidité du distillat correspond.

¢) Chromatographie

Les distillats obtenus, ainsi qu'il vient d'étre décrit, a partir
de lait chauffé a 90°0, de lait auto clavé (125°0, 30 minutes) et
d'une solution tamponnée de lactose chauffée a l'autoclave ont été
étudiés par chromatographie sur papier suivant la méthode de
GUILLAUMEt OSTEUX[19] qui permet de séparer les acides gras a
faible poids moléculaire.

Méthode

Pour le lait chauffé a 9000 et le lait autoclavé, la distillation
est conduite en quatre opérations, de fagon a obtenir, a' partir
d'un litre de lait, 3.600 millilitres de distillat. Ce distillat est neu-
tralisé par NaOH N/20 et concentré a 1 millilitre par évaporation
sous vide. La préparation est ensuite traitée par la « Permutite 50 »
afin d'éliminer les ions Na+, puis neutralisée par la morpholine.
On obtient ainsi 13 millilitres de préparation qui est soumise a
I'analyse chromatographique. Des spots de O ml. 02 sont déposés
sur le papier (Whatman 3). Ohaquespot correspond environ a
1 ml. 5 de lait.

La solution tamponnée de lactose (lactose: 50/0'pH 6,6, chauffée
a 125°0 pendant 30 minutes) est distillée en deux opérations pero
mettant d'obtenir a partir de 500 millilitres de solution 1.800 milli-
litres de distillat. Cornrne précédemment, ce distillat est neutralisé
par NaOH, concentré sous vide, traité par la permutite et neutralisé
par la morpholine. Les spots de O ml. 02 de cette préparation
correspondent a 0 ml. 07 de la solution initiale.

Une solution témoin constituée par un mélange des acides
formique, acétique, propionique, butyrique (1 gr. pour 100 ml.)
et caproique ~Ogr. 4 pour 100 ml.) est analysée simultanément.
Les spots de O ml. 01 de cette solution déposés sur le papier corres-
pondent a 100 Y de chacun des acides formique, acétique, pro-
pionique et butyrique et a40 y d'acide caproique.
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Le solvant utilisé est le suivant (proportions en volumes)

Bu tan ol .30
Cyclohexane .30
Propylene  glycol . 10
Ammoniaque . 0,7
Morpholine . 0,07
Eau . 3,5

Aprés 'une chromatographie descendante de 24 heures, les chro-
matogrammes  sont révélés par pulvérisation d'un indicateur a
base d'orthocrésol-sulfone-phtaléine et de véronal sodique, suivant
une technique décrite par GuiLa ume et al. [20].

Résultats

La figure 6 montre le chromatogramme obtenu.

Dans le distillat de lait chauffé a 900C (échantillon nO 4) on
n'observe aucune trace d'acide. Cette méthode de chromatographie
ne permet donc pas de déceler les petites quantités d'acide trouvées
dans le distillat.

Le distillat de lait autoclavé (échantillon nv 3) donne une tache
trés nette d'acide formique. Cette tache présente sensiblement la
méme surface que la tache correspondant a 100Yd'acide formique du
mélange témoin. Cela correspond a une concentration de 6 mgr. 6
d'acide formique pour 100 millilitres de lait. Si lI'on tient compte
dune perte d'environ 40% d'acide formique au cours de la distil-
lation, on peut évaluer la quantité d'acide formique contenu dans le
lait auto clavé a environ 11 milligrammes pour 100 millilitres.
On peut d'autre part observer pour I'échantillon de lait autoclavé
(nv 3) une tache nette d'acide acétique. Cet acide acétique s'est
formé en méme temps que l'acide formique au cours du traitement
du lait a l'autoclave, puisque I'échantillon de lait chauffé a 90°0
ne montre aucune trace d'acide.

La solution tamponnée de lactose donne également une tache
trés marquée d'acide formique. Les autres acides présents dans le
distillat ne sont pas décelables sur le chromatogramme;

VI. - Action de l'acide formique et de l'adénine
sur la croissance des lactobacilles dans le lait

Nous avons vu dans les essais précédents que l'effet stimulant
du lait autoclavé sur la croissance de L. lactis 0 37 était d0 a la
présence dans ce lait d'acide formique, formé au cours du chauffage.
Un effet stimulant semblable est obtenu par addition de formiate
de calcium a du lait chauffé a 90°C ainsi que par addition d'adénine
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a ce méme lait. Dans les expériences qui suivent nous avons comparé
d'une part les courbes de croissance obtenues avec L. lactis 0 37

dans du lait chauffé a 900€ seul ou additionné de formiate ou d'adé-

Fig. 6. - Chromatogramme obtenu par la méth ado de Guillaume et
Osteux. Echantillon 1 : Mélange des acides formique, acétique, propionique,
butyrique et caproique. - Echantillon 2 : Distillat d'une solution tamponnée
(pH 6,6) de lactose (5 p. 100) chauffée a l'autoclave. - Echantillon 3 :
Distillat de lait autoclavé. - Echantillon 4 : Distillat de lait chauffé a
900. - A : acide formique, B : acide acétique, C": acide propionique, D :

acide butyrique, E: acide caproique,

nine, d'autre part l'effet de ces mémes' substances sur |é dévelop-
pement de différentes souches de lactobacilles appartenant aux
especes L. lactis et L. bulgaricus,
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a) Croissance de L. lactis 037 dans le lait additionné de formiate
ou d'adénine

Du lait prélevé et écrémé stérilement est réparti en tubes a
raison de 4 millilitres de lait par tube et chauffé a 900C pendant
30 minutes. Cestubes sont additionnés soit de 0 ml. 5 d'une solution
de formiate de calcium a 140 milligrammes pour 100 millilitres,
soit de 0 ml. 5 de solution' d'adénine a 40 milligrammes pour

9
8- 3
7 4
6 5
5 6
4 7
o 5 10 15 20 25
T.mps "Incubatllon  [j-eur-es]

Fig. 7. - Croissance et product ion d'acide de Lactobacillus lactie 0 37 :
A : dans du lait chaufié a 90°. - O >dans du lait chauffé & 90° additionné
de formiate de calcium (14 mgr. p. 100 ml. de lait). - <« : dans du lait
chauffé a 900 additionné d'adénine (4 mgr. p. 100 ml. de lait). - ... : dans

du lait autoclavé.

100 millilitres, soit de 0 ml. 5 d'eau. Des tubes de lait autoelavé
(1200, 25 minutes) sont préparés de la méme fagon en ajoutant
0 ml. 5 d'eau a 4 millilitres de lait autoclavé.
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Ces tubes sont ensemencés avec O ml. 5 d'une dilution au
1/10.000 d'une culture fraiche et non coagulée de L. lactis 0 37,
puis ils sont placés dans un bain-marie réglé a 4200 x 0°2. Aprés
0 heure, 2 h. 30, 5 heures, 7 h. 30, 10 heures, 12 h. 30, 24 heures,
deux tubes de chaque catégorie de ces laits sont retirés du bain-
marie et l'on effectue sur chacun de ces tubes une numération sur
gélose de .BRIGGSt une mesure du pH.

La figure 7 montre les résultats ainsi obtenus. On constate que la
croissance du lactobacille est sensiblement la méme dans le lait
chauffé a 90°0 additionné de formiate, dans le lait additionné
d'adénine et dans le lait autoclavé. Les courbes d'acidification
correspondantes sont semblables. La croissance de L. lactie O 37
de méme que sa production d'acide est en tout cas beaucoup plus
élevée dans ces trois préparations que dans le lait simplement
chauffé a 90°0.

b) Action de l'acide formique et de I'adénine sur la croissance
de plusieurs souches de L. lactis et L. bulgaricus

Sept souches de lactobacilles identifiées d'aprés la méthode de
classification de BRIGGY21] et WHEATER22] ont été utilisées
pour ces essais. Ce sont:

L. laciis : O 37- La. Ly,

L. bulgaricus :LB- LY, -LY LJa

Des tubes préparés’ comme il vient d'étre décrit dans le para-
graphe précédent (lait chauffé a 90°0 seul et additionné de formiate,
d'adénine ou de lait autoclavé), sont ensemencés a l'aide de cultures
fraiches des lactobacilles (inoculum 0,001 %) et incubés a 4200
pendant 18 heures. Le pH des cultures est alors déterminé au
pH-métre a électrode de verre.

Nous avons pu ainsi constater que, pour tous les organismes
essayés, la production d'acide dans le lait chauffé a 90°0 est n-ette-
ment améliorée par l'addition a ce lait d'adénine et surtout de for-
miate. Ce dernier permet d'obtenir en général une acidification
tout a fait comparable a celle que I'on observe dans le lait chauffé
a 90°0 additionné de lait autoclavé (1/5) dans lequel la croissance
des lactobacilles est la meilleure.

Discussion

L'ensemble des résultats précédents montre que l'effet stimulant
du lait auto clavé sur la croissance des lactobacilles est dd princi-
palement a la présence dans ce lait d'acide formique formé a partir
du lactose au cours du chauffage a l'autoclave.
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Les produits de dégradation des protéines formés au cours du
chauffage qui sont par ailleurs trés actifs sur certaines espéces
de streptocoques lactiques, particulierement Str.  thermophilus
[4], [5], [23], ne semblent pas avoir de réle important dans I'acti-
vation des lactobacilles.

Le phénoméne de stimulation des bactéries lactiques par des
substances provenant de la décomposition des sucres par chauffage
a déja été observé par de nombreux auteurs lors de la culture de
différentes espéces bactériennes dans des milieux contenant des
sucres réducteurs, stérilisés a l'autoclave [14], [24], [25], [26], [27],
[28], [29]. L'effet stimulant ainsi observé a été attribué soit a des
substances réductrices formées au cours du chauffage du milieu
de culture [25], soit a des substances jouant le rdle d'accepteurs
d'hydrogéne dans le métabolisme initial des hydrates de carbone,
tels que l'acide pyruvique ou l'acétaldéhyde [14], soit encore a des
produits d'interaction du glucose et des composés azotés tels que la

N-glucosyl-glycine [28]. Il faut remarquer- cependant que le phé-
nomene de stimulation observé par les différents auteurs cités
porte sur I' «initdation » de la croissance des microorganismes,

c'est-a-dire leur développement rapide a partir d'un faible inoculum,
tandis que, nous l'avons montré, l'acide formique favorise avant
tout la croissance totale des lactobacilles.

Parmi les différents facteurs de croissance stimulant le dévelop-
pement de L. lactis 0 37 dans le lait chauffé a 90°0, seuls les compo-
sés puriques et l'acide ascorbique se sont montrés actifs. Mais
tandis que l'acide ascorbique n'agissait qu'a trées forte concentra-
tion, l'adénine avait une action a faible dose comparable a celle de
lI'acide formique. Il est difficile de dire si les phénomenes de stimu-
lation par l'adénine et par l'acide formique sont liés; cependant,
étant donné le réle fondamental de l'acide f~rmique dans la syn-
thése biologique des purines chez l'animal [30J, [31], [32], chez la
levure [33] et chez Escherichia coli [34], on peut supposer que
l'acide formique intervient également comme métabolite intermé-
diaire dans la synthése de l'adénine par L. Lactis, et que, dans un
milieu déficient en adénine tel que le lait autoclavé, I'acide formique
se comporte comme un facteur de croissance pour cet organisme.

Nous avons enfin montré que, malgré [l'influence stimulante
considérable du lait autoclavé sur le développement de L. lactis 0 37
la croissance maximum de cet organisme n'est atteinte cependant
que dans les mélanges de lait autoclavé et de lait chauffé a 90°0
(fig. 3 et 4). Nous avons attribué cet effet inhibiteur du lait auto-
clavé a une déficience de ce lait en une ou plusieurs substances de
croissance, présentes en plus grande quantité dans le lait chauffé
a 90°0.
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Ce phénomeéne d'inhibition, particulierement marqué dans le
Jait ayant subi un chauffage prolongé a l'autoclave, a déja été
observé, nous l'avons dit, par plusieurs auteurs [2], [4], [5]. Il
était attribué par certains a une diminution de Il'azote’ aminé
libre due a la présence du lactose.

Ces observations sont a rapprocher des résultats obtenus par
de nombreux auteurs sur l'influence défavorable de la stérilisation
a l'autoclave des milieux de culture contenant des sucres réducteurs:
un tel chauffage provoque en effet la disparition de substances de
croissance variées et particulierement des acides aminés soufrés [35],
[36], [37], [38] et aussi la formation de substances inhibant Ile
développement des bactéries [23], [39].
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LA PRODUCTION LAITIERE FRANCAISE
DANS LE MARCHE! COMMUN

par

A. des COURTILS

Au moment ou nous vivons les premiers mois d'application
du Traité de Rome, il parait tres difficile de situer exactement
comment se présentera le marché laitier francais dans le Marché
Commun et quelle sera I'évolution économique de ce secteur sous
I'influence des conditions nouvelles créées au travers des différentes
étapes de sa mise en fonctionnement.

Le' probleme est complexe. C'est pourquoi je me limiterai
aujourd'hui & I'examen rapide de ses principaux éléments.





