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ABSTRACT

In our study, which aims to improve our knowledge about traditional Jben from Naama,
different samples of this cheese were hand crafted, with goat’s raw milk and Cynara cardunculus
dried flower as rennet, then were analysed. Jben’s pH is low and constant (an average of 4,89 +
0,1), but the other physicochemical studied parameters (titratable acidity, fat and protein contents)
are inconstants. The Jben microflora’s composition in acid lactic bacteria was studied: 54,17% of
the isolated microorganisms are lactic acid bacteria, and this group is dominated by Enterococcus
durans. Two other species are present: Lactococcus lactis and Leuconostoc mesenteroides. A
microcosm was created by associating in mixed culture, 6 strains characterized by MALDI TOF /
MS. Bacterial interactions were directly studied by Fleming method (1975) and indirectly by
analysing the technological aptitudes of this community and comparing them to those of the strains
in pure cultures. There is no growth inhibition between the strains within the community, but there
is a total loss of the production of acetoin and lipolytic activity, and a decrease in proteolytic
activity. Positive interactions are mainly observed by the commensalism of low proteolytic strains
during proteolysis and a moderate stimulation in lactate production. The fresh cheese manufacturing
assays, by using the community’s strains as mixed starters, allowed us to observe a low
acidification potential, which is not generally suitable for this kind of cheese making, and an
unsatisfactory aspect of the product. However, the soft lactic tast of the cheeses was appreciated.
The tested strains have a real organoleptic potential that must be exploited, valued and used for

other types of cheese or dairy products.

Keywords:

Milk; Jben; Lactic acid bacteria; microcosm; bacterial interactions.



RESUME

Notre étude vise a améliorer nos connaissances sur le Jben traditionnel de la région de
Naama. Pour cela des échantillons de ce fromage ont été préparés de manicre artisanale, a base de
lait cru de chévre et avec la fleur séchée de Cynara cardunculus (chardon de Marie) comme
présure, puis analysés. Le pH de ce Jben est bas et stable (en moyenne : 4,89 + 0,1), mais les autres
paramétres physicochimiques étudiés (acidité titrable, taux de maticre grasse et taux protéique) sont
variables. La composition de sa flore en bactéries lactiques a été étudiée : 54,17%  des
microorganismes isolés sont des bactéries lactiques, ce groupe est dominé par 1’espece
Enterococcus durans, avec la présence des deux espéces Lactococcus lactis et Leuconostoc
mesenteroides. Un microcosme a été créé en associant en culture mixte 6 souches caractérisées par
MALDI TOF /MS. Les interactions bactériennes au sein de la communauté ont été étudies
directement par la méthode de Fleming (1975) et indirectement en analysant les aptitudes
technologiques de cette communauté puis en les comparant avec celles des souches en cultures
pures. Il n’y a pas eu d’inhibition de croissance entre les souches au sein de la communauté, il y a
eu par contre une inhibition totale de la production d’acétoine et de la lipolyse, et un ralentissement
de l’activité protéolytique. Les interactions positives sont principalement observées par le
commensalisme des souches faiblement protéolytiques lors de la protéolyse et d’une stimulation
modérée de la production de I’acide lactique. Les essais de fabrication de fromages frais, en
utilisant les souches de la communauté comme ferments mixtes, ont permis de constater un faible
potentiel d’acidification, qui ne convient généralement pas a ce type de fromage, et un aspect peu
satisfaisant des fromages. Néanmoins le gout lactique doux était apprécié. Les souches utilisées
possedent un réel potentiel organoleptique qui doit étre exploité et valorisé pour d’autres fromages

ou produits laitiers.

Mots clés :

Le lait, le Jben, bactéries lactiques, microcosme, interactions bactériennes.
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Introdution

INTRODUCTION

Les microorganismes constituent la majorité de la biomasse vivante sur Terre ; qu’ils soient
bénéfiques ou nuisibles, ils privilégient la vie en communauté, car plus de 90% des
microorganismes vivent ainsi, et parmi elles les bactéries lactiques ont une longue histoire dans les
interactions avec les autres microorganismes qui vont du neutralisme a I’antagonisme (Charlier et
al., 2009). Certaines souches de bactéries lactiques sont méme capables d’inhiber des biofilms
bactériens nuisibles a la santé de I’€tre humain (He et al., 2011). Lorsqu’elles se retrouvent entre
elles, en communautés dans le lait, et grace a leurs aptitudes acidifiantes, protéolytiques,
lipolytiques, aromatisantes, texturantes et antimicrobiennes ainsi qu’aux interactions entre les
différentes souches présentes, elles deviennent des agents microbiens jouant un réle essentiel dans

la transformation du lait en une gamme variée de produits laitiers.

Les interactions dans un microbiote ne sont pas toujours bénéfiques et positives, se
caractérisant par la stimulation d’un ou de plusieurs microorganismes. Elles sont aussi parfois
conflictuelles, et peuvent causer des effets négatifs, comme I’inhibition de la croissance et de
I’activit¢ métabolique (Hadef, 2012). Etudier ces phénomeénes permet d’améliorer notre
compréhension de certains mécanismes naturels qui se produisent quotidiennement, et notamment
dans I’industrie agroalimentaire, afin de produire des aliments mieux adaptés a nos besoins tout en

conservant un bon rendement économique. L’un de ces aliments est le fromage.

Actuellement le fromage est fabriqué par des technologies modernes basées sur l'utilisation
des ferments, dans des conditions bien définies pour lui offrir plus de sécurité microbiologique, et
de qualité organoleptique. Mais dans le passé il était fabriqué artisanalement par des techniques
propres a chaque région, ce qui permettait d’avoir des variétés de fromages traditionnels aux gouts

typiques et originaux.

En Algérie, les fromages traditionnels sont peu nombreux, et non entierement recensés. Il y
a environ dix types de fromages connus dans différentes régions du pays (Aissaoui Zitoun et al.,
2012). Les fromages Bouhezza, Michouna et Madeghissa sont fabriqués dans la région des Chaouia
(Nord-est), Takammerite et Aoules dans le sud, Igounane en Kabylie, quant au Klila et au Jben, ils
sont connus dans plus d’une région (Hallal, 2001). Ces fromages restent encore non labellisés, leur
fabrication est destinée a 1’autoconsommation au niveau familial. Certains d’entre eux sont plus ou

moins commercialisés de maniére artisanale.
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Introdution

I1 est important de nos jours d’étudier les produits du terroir de notre pays qui font partie de
notre identité, car ils ont tendance a disparaitre sous leurs formes traditionnelles. Les techniques de
fabrication ancestrales sont en train d’étre abandonnées au profit des méthodes semi-industrielles
modernes, plus faciles et rapides qui aboutissent a un résultat uniforme mais non typique et non

authentique.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a une variété bien précise de fromage
artisanal : c’est le Jben traditionnel de la wilaya de Naama, préparé exclusivement a partir de lait de
chévre cru ; notre but étant de 1’étudier et le caractériser afin de préserver son authenticité et sa
singularité. Il convient aussi de connaitre sa microflore lactique et I’explorer, afin de la valoriser,
car les produits du terroir constituent des niches biologiques truffés de microorganismes

autochtones utiles, encore non altérés par I’industrie agroalimentaire.

Pour cela des échantillons préprés traditionnellement ont été étudiés. Certains parametres

physicochimiques de ce Jben ont été mesurés, et sa composition en bactéries lactiques explorée.

Une partie de cette thése s’est intéressé a la compréhension des phénoménes d’interaction
entre les bactéries lactiques issue de la microflore du Jben de chévre traditionnel de la wilaya de
Naama ; une approche moléculaire a été suivie pour les caractériser, puis on s’est intéressé¢ aux
phénomeénes d’inhibition et de stimulations pouvant intervenir dans un microcosme modg¢le, issu
des souches lactiques isolées du Jben. Des méthodes directes et indirectes ont été utilisées afin de

déterminer ces interactions.

Afin de valoriser ce travail de recherche, les souches ¢tudiées, ont ét¢ employé a fabriquer
du fromage frais pour tester leur potentiel en tant que levain lactique dans le domaine de la

fromagerie.
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Synthése Bibliographique Lait de Chévre

1. Lait de chévre

1.1. La chévre

Considérée dans le passé comme la « vache du pauvre » (Clark et Mora Garcia, 2017), la
chévre ou « Capra hircus » est un animal rustique, domestiqué depuis des millénaires et connu pour
sa capacité a supporter la rudesse des zones difficiles, ou les ovins et les bovins ne peuvent survivre

(Gaddour et al., 2007)

Le cheptel caprin mondial était estimé¢ a 1 005 603 003 tétes en 2013 avec I’Asie a la
premicére place des éleveurs de chévres ; I’augmentation de cette population était de 33,79 % entre

I’an 2000 a 2013 (Skapetas et Bampidis, 2016).

En Algérie, le cheptel caprin était estimé a 2,5 millions de tétes en 2003 est concentré plus
dans les zones steppiques, les régions montagneuses et les oasis. L’élevage de chévre est
généralement extensif dans notre pays, comprenant des troupeaux plus importants sur les parcours
sylvopastoraux du nord du pays que dans le Sahara et dans les oasis. Dans les hautes plaines et les
piémonts de montagnes les cheévres sont associées aux troupeaux ovins, en moyenne au nombre de 5

chévres par troupeau de moutons pour les guider (Felliachi et al., 2003).

La chevre est appréciée pour sa viande, son cuir et son lait, la progression de la production
mondiale de lait de chevre a atteint 39,2 % pour la période 2000-2012, et 1’ Algérie fait partie des 5

premiers pays africains producteurs de lait de chevre (Skapetas et Bampidis, 2016).

Le cheptel caprin algérien est compos¢€ d’une population locale ainsi que de races importées sans

oublier les produits de croisements (Tableau 1). Les races caprines algériennes traditionnelles sont :

a. Arabia

Originaire de la région de Laghouat, cette race dite « Arabe » est la plus répandue, surtout
sur les hauts plateaux et les régions septentrionales du Sahara ; on retrouve deux types de cette race

de chévre domestique : le type sédentaire et la transhumante (Kerba, 1995).

b. Mekatia

Répandue dans le nord et les hauts plateaux, cette race est trés appréciée pour sa production

de viande, de lait et de peaux (Kerba, 1995).
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c¢. Kabyle

De petite taille et massive, cette race est typique des massifs montagneux kabyles, des Aures

et du Dahra, cette race autochtone est appréciée pour sa viande (Felliachi et al., 2003).

d. M’zabit

Appelée aussi «Touggourt », cette race principalement laitiére est originaire de la région de

Ghardaia présentant des intéréts économiques et zootechniques appréciables (Felliachi et al., 2003).

Tableau 1 : Caractéristiques biométriques et zootechniques des principales races caprines
autochtones en Algérie (Kerba, 1995).

H Hauteur au i PrO(!u.?tiO
a“te“rta“ garrot Durée de | n laitiére
Races Origine iaﬂr;:n moyen | Couleur de Caractéristiques lactation par
g male (cm) | Temelle robe 4% (en jours) | lactation
(cm)
(Kg)
Région de Front droit Poils
Arabia & 70 67 Noire longs Oreilles 150 220
Laghouat
tombantes
Grande taille
Mekatia | e hauts | 5, 63 Varige | Poils courts 120 80
plateaux Pendeloques et
barbe courantes
o
Kabyle e, 68 55 . Poils longs 150 105
des Aureés et Noire et Oreilles loneues
Dahra brune g
Région de Unicolore Tygergilllgen
M’zabit | Ghardaia et 68 65 chamoisée 180 460
.. . longues et
Metliti dominante
tombantes

1.2. Lait de chévre

1.2.1. Généralités

Le lait de chévre est un liquide opaque, homogene qui a une couleur plus blanche que le lait

de vache a cause de 1’absence de B-carotenes (Chilliard, 1997)

On retrouve une flaveur particuliere dans le lait caprin avec un gott différent et plus relevé

que celui du lait de vache, cela est di d’une part a la présence de certains acides gras libres (I’acide

caprique, caprylique et caproique) présents dans le lait de chévre et qui donnent ce golit typique aux

fromages de chevre (Jaubert, 1997).
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D’autre part, ce golit, qui reste léger pour le lait frais, est dii aussi a la race caprine qui le

produit et qui peut le rendre plus ou moins prononcé dans le lait (Daoudi, 2006).

A cause de certains aliments pour bétail, le goit devient fort et lorsque les conditions
d’hygiéne ne sont pas respectées lors de la traite, ou que le traitement du lait et son stockage sont

mal exécutés ce golt est accentué (Boyaval et al., 1999).

Le lait de chévre est aussi trés apprécié car il présente une meilleur digestibilité que le lait de
vache et est moins allergénique, il posséde aussi une bonne valeur nutritionnelle. C’est aussi une

trés bonne source de protéines, de calcium, de riboflavine, de vitamine A et de thiamine.

En contrepartie, ce lait est pauvre en certains éléments essentiels tel la vitamine B12 et
I’acide folique qui devront étre pris en complément s’il est consommé par des enfants ; I’expression
«anémie du lait de cheévre» (goat’s milk anemia) est apparu dés 1953 avec ’implication de la
consommation exclusive du lait de chévre dans le ralentissement de la croissance infantile (Clark et

Mora Garcia, 2017).

L’¢levage de cheévres laitiéres fait partie de 1’économie nationale de beaucoup de pays,
surtout ceux de la région méditerranéenne et du moyen orient, il est particulierement bien organisé
en Espagne, en France, en Gréce et en Italie (Park et Haenlein, 2006). Mais il joue aussi un rdle
important dans 1’économie et la subsistance des populations des régions défavorisées, surtout dans

les pays en développement (Avalos de Cruz, 2007).

Le lait de chevre est utilisé principalement dans la fabrication de fromages traditionnels,
mais aussi pour la préparation de laits fermentés, de yaourts et de Kéfir ; il existe plusieurs
fromages AOC faits a partir de ce lait comme le Chabichou, le Charolais, le Chevrotin ou le Crottin

Chavignol (Foucaud-Scheunemann, 2005).

Les qualités nutritionnelles, organoleptiques et économiques du lait de chévre découlent

directement de ses caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques (Montel, 2003).

1.2.2. Composition physico-chimique du lait de chévre

La composition du lait de chévre (Tableau 2), comme celle du lait de vache ou de brebis,
varie selon ’alimentation et la gestion de ce régime, de la race, des saisons, des conditions
environnementales, de la localisation géographique, du stade de lactation et de I’état sanitaire de

I’animal (Park et al., 2007).
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Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques du lait de cheévre : mélange de laits collectés durant une
année a partir de plusieurs races incluant la Nubienne, la Sannen la Mancha, 1’ Alpine et la
Toggenburg réparties sur 12 fermes (adapté de Guo et al., 2001 cité dans Clark et Mora Garcia,

2017).

Composants N Moyenne + Ecart type Intervalle
Matiere grasse (%) 50 3,61+ 0,47 3,00 - 4,40
Lactose (%) 50 4,47 +0,15 4,13 -4,73
Protéines (%) 50 3,47+0,21 3,19 - 3,86
Caséines (%) 0 2,57+0,15 2,34 -2.86
Azote non protéique (%) 49 5,04 +£0,34 4,40 - 5,65
Extrait sec (%) 50 12,38 £0,71 1,17 - 13,44
Cendres (%) 50 0,82 £ 0,04 0,79 - 0,89
Densité 50 1,0235 +0,0007 1,0224 - 1,0262
Ca (%) 50 0,15+0,01 0,12-0,17
P (mg/Kg) 50 0,13+ 0,02 0,10-0,16
Na (mg/Kg) 49 672 £ 125 380 -977
Mg (mg/Kg) 49 160+ 24 100 - 217
Zn (mg/Kg) 49 4,59 +1,93 1,30 - 9,50

- Le lait de chevre présente un polymorphisme génétique de ses protéines qui interfére avec ses
caractéristiques physico-chimiques (Moualek, 2011), notamment la variabilité du pH qui peut aller
de 6,45 a 6,90 (Remeuf et al., 1989). Quant a I’acidité¢ de ce lait elle est généralement comprise

entre 0,14 a 0,17 % (Veinoglou et al., 1982) avec parfois des valeurs supérieurs (Park et al., 2007).

- La quantité d’eau dans le lait de cheévre peut aller de 87 a 90 % de son poids total, bien qu’en
moyenne la matiere séche est d’environ 136g/Kg de lait. L’eau forme une solution vraie avec les
glucides et les minéraux (substances polaires) ainsi qu’une solution colloidale avec les protéines
hydrophobes, quand a la matiere grasse (hydrophobe) elle se trouve sous forme d’émulsion

(Brugere, 2003).

- Les lipides dans le lait caprin sont essentiellement représentés par les triglycérides, et contiennent

trés peu d’acides gras polyinsaturés, essentiellement a 10 atomes de carbones. Les globules gras
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dans le lait de chévre sont en pourcentage plus ¢levé que dans le lait de vache (Chilliard et
Lamberet, 1984) et de plus petite taille aussi, ce qui rend 1’écrémage de ce lait difficile (Amiot et

al., 2002).

- Les minéraux présents dans le lait de cheévre sont en faible concentration (8 %). On retrouve tous
les minéraux essentiels a la nutrition humaine et a la stabilité des micelles de caséines (Gaucheron,
2005). Le calcium, le phosphore, le magnésium et le potassium y sont en concentration plus élevé

que dans le lait de vache (Guéguen, 1996)

Il existe 5 groupes protéinique dans le lait de chévre : ag;-CN, ag-CN, B-CN, B-LG et a-LA ; le
manque de protéines du groupe as;-CN le rend plus digestible et rapidement coagulable (Mora-
Gutierrez et al., 1991 cité dans Clark et Mora Garcia, 2017). Selon Martin et Addeo (1996) et Clark
et Sherbon (2000), le lait de chévre peut contenir une faible, moyenne ou forte concentration du
groupe ag;-CN di a une régulation génétique, qui serai liée a la race caprine ainsi qu’a 1’état
physiologique des chévres, et influencerait la composition du lait et ses propriétés de coagulation,
plus spécialement le temps de coagulation, le taux de formation du caillé et sa fermeté. Cabo et al
(2010) ont démontré que le polymorphisme génétique du locus ag;-CN (au moins 16 alléles)

affectait aussi la structure et la composition des globules gras du lait de chevre.

1.2.3. Bactéries lactiques dans le lait de chévre

Les bactéries lactiques mésophiles constituent I’'une des flores sous-dominantes du lait de
chevre. La distribution des espéces lactiques dans le lait de cheévre dépend beaucoup de la tenue
d’¢élevage dans les fermes, elle dépend aussi de la zone géographique, de la méthode de traite et du
matériel utilisé ainsi que de la disposition de 1’aire de traite par rapport a I’étable, certaines de ces
caractéristiques des élevages de chevres ont conduit a la dominance des genres Lactococcus et

Enterococcus et surtout Lactococcus lactis dans le lait caprin (Tormo et al., 2011).

La dominance du genre Enterococcus a aussi été signalée de maniere générale dans les
travaux de Cheriguene et al (2007) a 41,82 % de la flore lactique du lait de chevre, suivie du genre
Lactobacillus a 29,40 % (especes Lb. rhamnosus et Lb. delbruckii), le genre Lactococcus a 19,60 %
avec ’espece lactis comme dominante par rapport aux autres espéces présentes dans la flore
lactique, puis le genre Leuconostoc a 4,57 %, Streptococcus thermophilus a 3,26 % et enfin le genre

Pediococcus 1,30 %.

Cette composition differe de celle proposé par Badis et al (2004b) ou le genre Lactobacillus
était le plus présent (50,63 %), cette différence est due au fait que contrairement aux autres travaux,

cette recherche s’est surtout concentré sur la composition de la communauté de bactéries lactiques

20



Synthese Bibliographique Lait de Chevre

en tenant compte des races caprine comme variable, il est d’ailleurs a signaler que la proportion du
genre Lactococcus était trés proche de celle du genre Leuconostoc dans le lait de cheévre de la race

Arabia (Tableau 3).

Tableau 3 : Souches lactiques présentes chez la race Arabia (Badis et al., 2005).

. . Pediococcu
Lactobacillus  Streptococcus Lactococcus Leuconostoc Weissella
L. lactis W var
Lb. helveticus . biovar. Ln. lactis para- P.damnosus
S.thermophilus ~. ) mesenteroides
diacetylactis
L. lactis Ln. pseudo-
Lb. plantarum . P . P.acidilatici
subsp. lactis ~ mesenteroides
. L. lactis Ln.mesenteroides
Lb. casei subsp.
subsp. subsp. P.parvulus
rhamnosus . .
cremoris dextranicum

Lb. delbruckii

subsp.lactis L. plantarum  Ln. amylibiosum

Lb. brevis

Lb. casei
subsp. casei

Lb. acidophilus

Lb. animalis

Lb. amylophilus

Lb : Lactobacillus ; subsp : sous espece ; biovar : biovariant génétique ; Ln . Leuconostoc
L : Lactococcus ; W : Weissella ; P : Pediococcus.

1.2.4. Effet de la saison sur les niveaux de microflores des laits

Les fortes variabilités de la flore lactique dans les laits crus (de maniere générale) au sein
d’une méme exploitation sont expliquées en partie par ’effet des saisons (températures,
photopériode...) sur les stades de lactation. Leur effet direct reste difficile a distinguer des pratiques

d’¢levages liées elles aussi dans une certaine mesure aux saisons.

Ainsi, Kalogridou-Vassiliadou et al (1991) ont observé des augmentations de la population
des Streptocoques dans le lait de chevre durant les mois de mai, juin et juillet. Vyleteloya et al
(2000) ont également montré que la population des bactéries mésophiles atteignait les niveaux les
plus hauts en mars, puis en milieu d’été (juillet et aott), alors qu’elle baissait vers ses plus faibles

niveaux en juin, puis en fin d’automne.
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I1. Fromages traditionnels Algériens

C’est ’augmentation de la production du lait durant certaines saisons et la difficulté¢ de sa
préservation sous sa forme fraiche qui a conduit au développement des technologies de production
de produits laitiers traditionnels. Cela a abouti a la conservation du lait plus longtemps, sous une

forme solide et a température ambiante (Dharam et Narender, 2007).

L’Algérie possede bel et bien un héritage traditionnel de fabrication de produits laitiers, et
spécifiquement de fromages artisanaux a partir de lait de chévre via une fermentation spontanée
(Badis et al., 2004a) méme si ’activité est limitée a la spheére domestique. Les laits fermentés et
fromages fabriqués traditionnellement ont été développés sur une longue période, le plus souvent
par les femmes a la maison (Medouni et al., 2004) et servent a 1’autoconsommation, le surplus

pouvant étre vendu localement (Bencharif, 2001).

I1.1. Bouhezza

Ce fromage affiné a pate épicée est préparé a 1’origine a partir de lait de chevre et parfois de
brebis (zaidi et al., 2000) dans une outre (chekoua) avec du Lben, du sel et du lait cru. De nos jours

le lait de vache est le plus utilisé car il est plus disponible (Aissaoui Zitoun, 2014).

On le retrouve dans la région des Aures, principalement dans les villes d’Oum El Bouaghi,
Batna et Khenchla et jusqu’a Tebessa vers la frontiére tunisienne ou il porte parfois le nom « Mlah

Dh’ouab » ou « Bou Mellal » (Aissaoui et Zidoune, 2006).

La particularité de ce fromage est que toutes les étapes de fabrication se font en méme temps
et continuellement pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois (3 a 4 mois) avec un égouttage
spontané a travers les pores naturels de la chekoua (Aissaoui Zitoun, 2014). Ses caracteres

physicochimiques sont présentés dans le tableau 4.

Le lait cru est d’abord transformé en Lben puis salé (25 g/ de NaCl), il est introduit ainsi
dans la chekwa qui une fois sellée sera suspendu pour permettre un égouttage spontané et continu,
une quantité de Lben salé sera ajoutée tous les 2 jours jusqu’au 42°™ jour, puis du lait cru (frais
Oéme

entier) jusqu’au 707 jour (Aissaoui Zitoun et al., 2012).

Le Bouhazza est ensuite retiré¢ de la chekwa et assaisonné avec une poudre de piment rouge
piquant; le fromage sous forme de pate (Figure 01) sera consommé en tartine ou une fois déshydraté
sera utilisé pour préparer des sauces pour des plats traditionnels, et peut rester plusieurs semaines
voire plusieurs mois avant d’étre consommeé, il a un gott acidulé fort caractéristique de ce fromage

(zaidi et al., 2000).
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Tableau 4 : Caractéristiques physico-chimiques du fromage Bouhezza a dix semaines d’age
(Aissaoui et Zidoune, 2006)

Parametres pH Acidité EST MG/EST MAT/EST NST NaCl

Bouhezza 4 2,08+0,14  35,86+0,8 30,2 0,08 0,38  2,36+0,06

Les valeurs EST, MG, MAT, NST et NaCl sont exprimés en g pour 100 g de produit frais ;
L’acidité : exprimée en pourcentage d’acide lactiques (%) ; MG : Matiére grasse; MAT : matiére
azotée total ; NST : Azote soluble a pH 4,6 ; EST: extrait sec total ;

Figure 01 : Fromage Bouhazza avec son assaisonnement en poudre de piment rouge (Aissaoui
Zitoun et al., 2012).

La microflore lactique du Bouhazza est essentiellement composée des genres Lactobacillus
et Streptococcus (107 ufc/g), qui sont responsables de la diminution du pH et de 1’augmentation de

’acidité, et jouent un rdle majeur dans la dégradation de la matiere azotée (Aissaoui Zitoun et al.,

2012).

I1.2. Klila

Le klila est un fromage fabriqué dans plusieurs régions d’Algérie, surtout rurales. Il
ressemble fortement au Jameed du Moyen-Orient et au Chhana de I’Inde (Boubekri et Ohta, 1996).
On le retrouve dans les hauts plateaux, aussi bien a ’ouest (Naama) qu’a I’est du pays (Guelma,
Souk-Ahras), sa composition physico-chimique (Tableau 5) peut varier d’une région a ’autre et

d’un lait a un autre, il est préparé a partir de lait cru de chévre, brebis, vache ou de chamelle.
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La préparation de ce fromage commence par la coagulation spontanée d’un lait cru a
température ambiante (de 24 a 72h selon la saison), le rayeb obtenu est ensuite écrémé dans une

chekwa.

L’écrémage est réalis¢ comme suit : la chekwa est remplie a moiti¢ de rayeb puis tendue par
gonflement, bien nouée et secouée vigoureusement durant une demi-heure : la formation du beurre

est indiquée par le changement de son qui se produit a ’intérieur de la chekwa.

Pour aider I’agglomération des particules du beurre, 1’eau froid est ajouté : le beurre obtenu

est retiré manuellement en une seule motte appelé zebda bedouia ou beldia ou semnah (Zad, 1998).

Le petit lait/Lben obtenu est ensuite chauffé modérément pendant 10 a 15min (55 a 72 °C)

pour exsuder le lactosérum ; aprés un égouttage spontané, on obtient du Klila sous sa forme fraiche.

Pour le transformer en fromage sec, il suffit juste de mettre le Klila dans un tissu trés fin et
de pressé a 1’aide d’une pierre pour 1’égoutter encore plus, de le découper en morceaux et de le

laisser sécher au soleil jusqu’a ce qu’il durcisse pendant environ 3 jours (Mennane et al., 2007).

Tableau 5 : Quelques paramétres physico-chimiques du Klila (LeKsir and Chemmam, 2015)

Parameétres pH L’acidité (%) Matiere seche (%)  L’humidité (%)

Klila 4,59 + 0,18 36,53 £10,84 91,5+ 0,66 8,5+ 0,66

Le Klila est consommable sous ses deux forme, sec il est incorporé dans la préparation de
plats comme le Couscous ou le Berkoukes, et sous sa forme fraiche il est ajouté a la pate a pain pour

faire le M’laoui ou le Kesra (LeKsir et Chemmam, 2015).

Figure 02: Fromage Klila sous sa forme séche, en différentes tailles et couleurs (LeKsir et
Chemmam, 2015).
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Ce fromage est conservé sous sa forme déshydratée, il peut étre conservé plusieurs années a
température ambiante, dans des jarres en poterie ou en verre ou comme a Oum El Boughi dans des

sacs en peau de cheévre ou de brebis appelé « Mezwed ».

On le retrouve en granules irréguliers de forme et de tailles différentes (allant de quelques
millimetres a plusieurs centimeétres : Figure 02), et sa couleur varie selon la région, la durée de

conservation et la méthode de préparation (LeKsir et Chemmam, 2015).

I1.3. Michouna

Le Michouna est un fromage largement préparé et consommé dans la région de Tébessa,
plus dans des zones rurales que urbaines, il est consommé de fagon régulicre, jusqu’a plusieurs fois

par semaine (localités d’El Kouif, Bir D’hab), mais il reste inconnu du grand public.

Ce fromage frais est préparé traditionnellement a partir de lait de chévre pour une auto-
consommation familiale, on le retrouve surtout au niveau des fermes ou la matiére premicre est la
plus disponible. Le lait de vache est de plus en plus utilisé pour faire le Michouna de nos jours, car

il est plus abondant et facilement acquis par les meres de familles.

Pour sa préparation : une quantit¢ de lait cru est utilisée pour faire du Lben
traditionnellement (Fermentation suivie d’un barattage dans une chekwa). On ajoute a ce Lben son
double en volume d’un lait ayant subi un traitement thermique (jusqu’a ébullition) puis refroidi,
aprés avoir bien mélangé les deux, le tout est salé (Iégerement) puis chauffé pour provoquer une

coagulation et une séparation du lactosérum.

Le caillé sera d’abord mis a égoutter spontanément dans une passoire pendant quelques
minutes puis sera laissé dans un linge (chéche ou mousseline) suspendue durant toute une nuit et
enfin press¢ pour finir ’opération d’égouttage. Le produit fini (Figure 03) peut étre conservé

jusqu’a 6 jours (Derouiche et Zidoune, 2015).

Tableau 6 : Quelques parameétres physicochimiques du Michouna (Derouiche et Zidoune, 2015)

Paramétres pH L’acidité (%) Matiére séche (%)  L’humidité (%)

Michouna 5,85+0,15 0,65+ 0,24 41,0+ 1,0 59,1

Ce fromage est consommé soit avec du pain et de la galette, soit avec du couscous et des
pates alimentaires. On peut lui ajouter plusieurs épices pour améliorer le gout. Le Michouna épicé

est appelé Chnina (Derouiche et Zidoune, 2015).
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Figure 03 : Fromage Michouna aprés 1’égouttage (Derouiche et Zidoune, 2015).

11.4. Kémaria

kémaria /kemariya ou takmmerit (en Berbére) est un fromage traditionnel trés prisé par les
habitants a Ghardaia dans la région du M’zab (Bensaha et al., 2012) et consommé surtout avec du

thé.

I1 est a traditionnellement fait & partir de lait de chévre de brebis et de nos jours a partir de
lait de vache pour sa fabrication industrielle, parfois le lait de chamelle est mélangé aux autres laits

pour sa préparation.

Le lait cru est salé en masse (2g/l de lait) puis chauffé modérément (a 37°C), la présure
animale (caillette de chevreau) est ajoutée a raison de 1g/l de lait. Aprés 30min de coagulation, le
fromage est découpé puis mis a égoutter dans un linge propre (un chéche), I’égouttage spontané
peut aller de 30min a 24h selon le type de lait utilisé, aprés cette étape, le fromage est moulé en
galette. La présure végétale (Extrait d’artichaut ou chardon de Marie) peut étre utilisée a la place de

la caillette si cette derniére fait défaut (Nouani et al., 2009).

I1.5. Laghaunane

Fromage fabriquée en Kabylie a partir du colostrum mis dans un ustensile en terre cuite
enduit d’huile d’olive dans lequel est versée une petite quantité d’eau salée, puis la préparation est

chauffée jusqu’a coagulation. Le caill¢ formé est découpé et consommé tel quel (Hallal, 2001).

I1.6. Takammart
Takammart qui veut dire « fromage » en Tamahaq (langue des Touaregs), est consommé
dans la région du Hoggar, et préparé a base de lait cru de cheévre ou de chamelle, dans lequel est

introduit un morceau de caillette de chevreau.
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Apres coagulation (quelques heures) le caillé formé est déposé, en petits tas, a la louche sur
une natte, puis pétri pour évacuer le lactosérum, puis redéposé¢ sur une autre natte cette fois
fabriquée avec des tiges de fenouil sauvage qui lui donnera son ardme. La natte est ensuite exposée
au soleil durant deux jours puis placée a I’ombre jusqu’a durcissement de la pate. Ce fromage peut

étre laisser a affiner pendant des mois (Gast et al., 1969).

I1.7. Madghissa

Ce fromage est connu dans la région Chaouia, a I’est du pays. Il est préparé avec du klila
frais, on y ajoute du sel et du lait frais puis l'ensemble est porté¢ a ébullition sur feu doux jusqu'a
séparation du caill¢ et du lactosérum. Apres refroidissement du mélange, la marmite est basculée

pour €liminer le lactosérum. On obtient une pate jaune salée et ¢lastique (Aissaoui Zitoun, 2003).

11.8. Aoules

C’est un fromage a pate dure, préparé a partir d’un lait de chévre qui est extrémement aigre.
Aprés une coagulation intense, 1’égouttage est fait dans de la paille, ensuite, il est reformé sous
forme de boules qui sont aplaties et séchées au soleil. Il peut étre consommé en mélange avec les

dattes (Gast et al., 1969).

11.9. Ibkhbakhane

Originaire des Aurés, I’Ibakhbakhane est fait a partie d’une mixture de Frik d’orge
(Marmaz) et de Lben, laissée a fermenter a des températures inférieures a 20 °C par immersion

dans un puits pendant une période allant de 2 a 5 jours (Hallal, 2001).

I1.10. Imadhghass

D’apres Hallal (2001), il est produit exclusivement dans la région des Aurés. L’Imadhghass

est préparé en mélangeant du Klila frais a du lait frais. Le produit est consommé comme un dessert.

I1.11. Adhghass

Celui-ci aussi originaire des Aurés, 1’Adhghass est fabriqué a partir d’'un mélange de

colostrum et d’ceufs qui est ensuite cuit (Hallal, 2001).

I1.12. Aghoughlou

L’ Aghoughlou fabriqué en Kabylie est obtenu a partir de lait frais de vache ou de chevre

coagulé par la séve du figuier (Hallal, 2001).

27



Syntheése Bibliographique Fromages Traditionnels Algériens

I1.13. Jben

Le Jben est un fromage traditionnel frais populaire en Algérie, consommé surtout en milieu
rural, et est retrouvé dans des régions qui vont des montagnes de 1’est (Souk Ahras, Guelma,
Tébessa, Khenchela et Batna) aux steppes de 1’ouest algérien (El Bayadh, Naama), des zones semi-

arides a vocation pastorale (Mechai et al., 2014).

Ce fromage est le produit d’une transformation des laits d’un cheptel diversifi¢ et d’une
fermentation par une flore lactique indigene. Préparé a I’origine a partir de lait cru de cheévre ou de
brebis, et de plus en plus avec du lait de vache, suivant une méthode de fabrication générale
commune a plusieurs zones géographiques, mais qui comporte des différences spécifiques a chaque

région (Nouani et al., 2009).

Le processus de préparation nécessite trois grandes €tapes essentielles : la maturation du lait
cru, sa coagulation et I’égouttage du caillé: Le lait cru est laissé a température ambiante, pour
s’acidifier spontanément pendant un temps variable (généralement 24h). Cela va favoriser la
multiplication d’une flore lactique qui va jouer un role important dans 1’acidification du lait (Nouani
et al., 2009). Le lait acide sera chauffé¢ modérément avant d’y ajouter une présure artisanale, soit un
morceau de caillette d’un jeune ruminant (veau, chevreau, agneau) soit de la fleur séché de Cynara
cardunculus (chardon de Marie), cette derniere méthode est spécifique au Jben Algérien (Mouzali et

al., 2004).

La coagulation peut aussi €tre obtenue par une plante épineuse sauvage (Cynara humilis) ou
par I’artichaut (Cynara scolymus), ou du latex de figuier (Ficus carica) ou des graines de citrouille

(Nouani et al., 2009) ou méme avec le gésier de poulet.

Aprées la coagulation qui peut durer plusieurs heures, 1’égouttage du caillé se fait dans un
linge propre (généralement de la mousseline), le drainage du lactosérum peut durer de quelques
minutes a 3 jours, dans certaines régions du sel est ajouté a la pate (Mechai et al., 2014). Le Jben se
consomme frais, avec du thé, mélangé a un plat, additionné¢ de quelques épices ou de plantes

aromatiques.

Le fromage frais « Jben » ne présente pas de caractéristiques définies (stables) a cause des
méthodes artisanales utilisées pour sa préparation, reposant essentiellement, sur les connaissances
acquises a partir d’une longue expérience (Salmeron et al., 2002). Les aromes, les propriétés
organoleptiques et les caractéristiques physico-chimiques du fromage dépendent de celles du lait
cru qui a son tour dépend de la race des animaux et leur type d’alimentation (Poznanski et al.,

2004).
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Généralement, Le pH et l'acidité titrable sont les parameétres les moins variables du « Jben »
(Tableau 7). Cependant, les maticres solides totales du Jben sont les facteurs les plus variables car
ces derniers dépendent de la durée d’égouttage. Etant donné que les lipides, le lactose et les
protéines constituent les principaux composants de I’ensemble des maticres solides en « Jben », ils
sont directement influencés par les variations des dites matieres solides (Benkerroum et Tamime,

2004).

Tableau 7 : Quelques parameétres physicochimiques du Jben (*Benyagoub et al., 2016
**Guetouache et al., 2015).

Type de Jben pH Acidité D° Matiere séche (%) Humidité (%)
Jben de chévre* 5,51 £0,21 33+0,76 56,12+£21,28 43,88+21,28
Jben de vache** 4,42 79,4 55,8

La composition microbiologique du fromage dépend de celle du lait de départ, du processus
de fabrication qu’il a subi et de I’age du fromage (Ercolini et a/., 2009). Il n’y a pas eu d’étude sur
la composition en bactéries lactiques du Jben de cheévre en Algérie, seul le Jben fait a partir de lait

de vache a été bien étudié.

D’aprés Guetouache et al (2015), le Jben de lait de vache est essentiellement composé des 3 genres
suivants : Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc distribués comme ceci : Lb. plantarum (13,72
%), Lb. fermentum (9,75 %), Lb. acidophilus (11,91 %), Lb. helveticus (7,94 %) Lb. paracasei
subsp tolerans (6,14 %), Lb. casei subsp casei (8,66 %), L. lactis subsp cremoris (7,22%), L.
lactis biovar. dicetyllactis (11,19 %), L. lactis subsp lactis (10,11 %), L. raffinolactis (8,30%),
Leuconostoc lactis (3,61 %) et Ln. mesenteroides subsp cremoris (1,44 %) (Guetouache et al.,

2015).
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I1I. Bactéries Lactiques

II1.1. Généralités

Les bactéries lactiques sont des microorganismes regroupés dans un groupe hétérogéne qui
rassemble un certain nombre de genres se caractérisant, essentiellement par la production d’acide
lactique, liée a un métabolisme exclusivement fermentaire. La fermentation est dite : homolactique
si I’acide lactique est pratiquement le seul produit formé et hétérolactique si d’autres composés sont

aussi présents, comme 1’acide acétique, 1’éthanol, le CO2 (Leveau et Bouix, 1993).

Elles sont Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négative, oxydase
négative et généralement nitrate réductase négative, elles sont aussi des bactéries anaérobies
facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides,
les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994 ; Hogg,

2008).

Les bactéries lactiques jouent un role significatif dans I’acidification du lait et I’affinage des
fromages grace a leurs aptitudes technologiques. Elles sont aussi impliquées dans la fermentation
spontanée de beaucoup de produits alimentaires (Stiles et Holzapfel, 1997). Cela leur a permis la
reconnaissance de leur statut GRAS "Generally Recognized As Safe" excepté pour le genre
Enterococcus (Klaenhammer et al., 2005), ainsi que leur utilisation en tant que ferments ou

probiotiques.

De forme cocci, coccobacilles ou bacilles, ayant une composition de bases de moins de 50 %
en G+C dans leur ADN. Les bactéries lactiques comportent plusieurs genres comme : Aerococcus,
Alloiococcus,  Atopobium,  Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella,
les genres Bifidobacterium et Gardnerella sont aussi inclus dans ce groupe (Corrieu et Luquet,

2008).

I11.2. Origine et habitat

Elles sont associées aux habitats riches en nutriments, comme les plantes, ainsi que divers
produits alimentaires (lait, viande, boissons et végétaux), mais d’autres sont aussi présents dans la
flore normale de la bouche, de I’intestin et du vagin des mammiferes (Salminen et al., 2004 ; Carina

Audisio et Maria, 2010).
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II1.3. Genres de bactéries lactiques

111.3.1. Lactobacillus

Le genre Lactobacillus constitue le groupe le plus large de la famille Lactobacteriaceae, il
contient plus de 100 espéces se développant dans des conditions microaérophiles a strictement

anaérobies (Coulibaly, 2010).

Décrit des 1901 par Beijerinck ; les lactobacilles sont des bactéries en forme de batonnets ou
coccobacilles, souvent organisées en chaines, préférant relativement des milieux acides (pH 5,5 a
6,5). Le grand nombre d’espéces appartement a ce genre révele des variations phénotypiques et

génotypiques considérables trouvées dans ce groupe (Corrieu et Luquet, 2008).

Les lactobacilles se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire, d’apres la

classification de Kandler et Weiss (1986) on peut distinguer:

Groupe I : il comprend les espéces homofermentaires obligatoires, c¢’est-a-dire produisant
exclusivement de I’acide lactique a partir du glucose. Ce groupe est constitué d’especes pour la
plupart thermophiles (croissance a 45 °C) dont Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus et Lb. helveticus. La

plupart des especes de ce groupe sont présentes dans le lait et les produits laitiers.

Groupe II : ce sont les especes hétérofermentaires facultatives, c’est-a-dire capables d’utiliser la
voie hétérofermentaire dans certaines conditions comme une concentration en glucose limitante.
Parmi les espéces de ce groupe majoritairement mésophiles, on compte Lb. casei, Lb. curvatus, Lb.

sake et Lb. plantarum.

Groupe III : il est constitué des especes hétérofermentaires obligatoires, c’est-a-dire utilisant la
voie des pentoses phosphates pour la fermentation des hexoses et des pentoses. C’est un groupe qui
rassemble des especes relativement hétérogenes, surtout mésophiles, comme Lb. brevis, Lb. kefir et

Lb. sanfransisco.

Outre leur présence dans les produits laitiers et carnés, certaines especes se développent dans
le tube digestif de ’homme, et participent a 1’équilibre de la flore intestinale (Laurent et a/., 1998).
I11.3.2. Leuconostoc

Le genre Leuconostoc est physiologiquement assez similaire aux lactobacilles
hétérofermentaire, producteurs de CO?2 ; la classification et I’identification des especes du genre

Leuconostoc restent difficiles, une approche génotypique et phénotypique est nécessaire.
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Ce genre comprend de nos jours 14 especes, le plus ancien étant Leuconostoc mesenteroides

décrit par Tsenkovskii en 1878 (Corrieu et Luquet, 2008).

Le groupe des Leuconostoc, contient des coques ovoides, pouvant é&tre allongés ou
elliptiques. Elles sont disposées en paire ou en courte chaine, et caractérisées par un métabolisme
hétérofermentaire, convertissant le glucose en D-lactate et éthanol ou en acide acétique par la voie
transcétolase. Elles sont incapables de dégrader 1’arginine ce qui les distingue des lactobacilles

hétérofermentaires (Gonzalez et al., 2008).

On classe habituellement ces bactéries parmi les anaérobies facultatives, mais certains les
considérent comme des anaérobies aérotolérantes. Elles sont exigeantes et présentent souvent une
auxotrophie pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels minéraux et les glucides
(Dellaglio et al., 1994). Ce genre comprend les especes suivantes : Ln. mesenteroides avec ces sous

espece mesenteroides, cremoris et dextranicum et Ln. lactis.

Le genre Leuconostoc est fréquemment retrouvé dans de nombreux habitats naturels, tels les
végétaux frais comme les choux, les concombres et les olives, ainsi que dans le lait, les levains et
les laits fermentés (Sade, 2001), et sont fréquemment impliqués dans la fabrication d’aliment

composés de végétaux fermentés (Tormos, 2010).

111.3.3. Lactococcus

Le genre Lactococcus comprend 5 especes mésophiles homofermentaire : Lactococcus
garvieae, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis et L. lactis lui-méme divisé en 3 sous especes :

cremoris, hordniae et lactis (Corrieu et Luquet, 2008).

Quelques especes produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont

capables de se développer a 3 % de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine (Tamime, 2002).

Les lactocoques sont fréquemment retrouvés dans les laits crus, plus dans celui des chevres
et des brebis que celui des vaches, cette différence peut aller de 10 a 100 ufc/ml (Serna et
Rodriguez, 2006). Ces bactéries sont retrouvées sous forme cocci associées par paires ou en

chainettes de longueurs variables.

Elles sont thermosensibles et ne peuvent pas croitre en présence de 6,5 % de NaCl ou a pH
9,6. Leur température optimale de croissance s’étend de 25 a 35 °C, respectivement pour les
souches de L. cremoris et L. lactis. Les Lactococcus sont capables de croitre a 10 °C mais pas a une

température supérieure a 40 °C (Dellaglio et al., 1994).
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111.3.4. Enterococcus

Ce genre regroupe des bactéries commensales de I’intestin. L’espéce fréquemment
rencontrée dans I’alimentation est essentiellement Enterococcus faecalis. Les entérocoques sont des
coques qui peuvent étre mobile, homofermentaire et généralement différenciés par la fermentation

de I’arabinose et le sorbitol (Ho et al., 2008).

Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes présentes dans 1’intestin de I’homme et des
animaux, dans les eaux usées, dans I’eau douce, dans I’eau de mer, dans le sol et sur les végétaux.
La plupart des especes de ce genre participent a la composition des microflores intestinales

(Deveriese et al., 2002).

On les retrouve aussi dans le lait et les produit laitiers, les produit carnés et de la péche.
Dans les produits laitiers ils atteignent au maximum des niveaux de 10" ufc/g (Foulquié-Moreno et

al., 2006).

Le genre Enterococcus comprend des bactéries ayant une température de croissance
optimale de 35°C. Elles sont capables de résister a des conditions hostiles et a un chauffage de 60°C

durant 30 minutes (Foulquié-Moreno et al., 2006).

H1.3.5. Streptococcus

Les Streptocoques se présentent sous forme cocci (coque arrondie), formant des chaines ou
des paires (Laurent et al., 1998) et exprimant une résistance a haute température, et la capacité de

croitre a 52 °C (Pilet, 2005).

Ce groupe Comprend essentiellement des espeéces d’origine humaine ou animale dont
certaines sont pathogeénes comme S. pyogenes et S. agalactiae d’autres sont impliquées dans la

formation de la plaque dentaire (S. mutans).

L’espece thermophile Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et
produits laitiers), et son caractére non pathogene. Du fait de ses propriétés technologiques, c’est la

seule espece considérée comme un streptocoque lactique (Laurent et al., 1998).

111.3.6. Pediococcus

Ce sont des coques homofermentaires dont la particularité est le regroupement en tétrades.
Ces bactéries sont mésophiles, le plus souvent incapables d’utiliser le lactose, et leur
développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines especes se

distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels tres élevées (Pilet et al., 2005).

33


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cocci

Synthése bibliographique Bactéries Lactiques

Les pédiocoques sont retrouvés dans la nourriture (comme les produits laitiers, la viande

fermentée et la biére) et dans I’intestin de I’homme et d’animaux (Bakhouche, 2006).

H1.3.7. Bifidobacterium

Les bactéries de ce genre se caractérisent par leur forme tres irréguliére, souventen Vou Y,
mais aussi coccoides. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par leur caractére
anaérobie, leur pourcentage en bases nucléiques G + C élevé, et la présence d’une enzyme : la
fructose-6-phosphate phosphocétolase. Celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant
de I’acide acétique et de 1’acide lactique, ainsi qu’en moindre proportion de 1’éthanol et d’autres

acides organiques.

Cette fermentation « lactique » a conduit a les rapprocher du groupe des bactéries lactiques.
Leur température optimale de croissance est comprise entre 37 °C et 41 °C. Elles se développent a

pH supérieur a 5 et sont isolées de I’homme et des animaux (Laurent et al., 1998).

1I1.3.8. Oenococcus

Le genre Oenococcus est composé¢ de deux especes, Oenococcus oeni et Oenococcus
kitaharae. Oenococcus oeni est 'espece type du genre et appartenait autrefois au genre Leuconostoc

sous le nom de Leuconostoc oenos, mais a ensuite été recalcifié par Dicks et al (1995).

Oenococcus oeni est bien connue pour €tre un habitant du vin et joue un rdle clé dans la
fermentation malo-lactique (FML). Son isolement dans des habitats autres que le vin n'a pas été

signalé (Maitre, 2012).

La seconde espece, Oenococcus kitaharae, n'a été décrite que récemment. Elle a été isolée
du compost de résidus de Shochu au Japon et décrite par Endo et Okada (2006). Cette espéce a
¢galement ¢€té isolée des eaux usées d'une usine d'amidon au méme pays. Son habitat préféré est

incertain, mais le compost, les boues et les eaux usées sont des niches possibles (Maitre, 2012).

Les bactéries du genre Oenococcus adoptent une forme ellipsoidale a cocci, mesurant 0,2-
0,4 x 0,5-0,8 um, généralement en paires ou en chainettes, et leur morphologie peut étre influencée

par les conditions de croissance et 1'dge de la culture.

Les Oenococcus ssp. sont des bactéries acidophiles. A croissance lente, elles produisent tres
peu de biomasse, ce qui nécessite des milieux de culture riches et complexes en acides aminés et en
vitamines. Elles sont mésophiles et leur température de croissance est entre 20 a 30 °C, elles sont

aussi anaérobies facultatives (Dimopoulou, 2013).
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Pour ce qui est du métabolisme glucidique, Oenococcus spp. sont obligatoirement
hétérofermentaires et métabolisent le glucose en utilisant la voie pentose-phosphokétolase, ce qui
donne 1 mole d'acide lactique, d'éthanol et de CO, par mole de glucose consommé. La séparation
des deux espéces par le caractére fermentatif du maltose et I’incapacité d’Oenococcus kitaharae a

fermenter les pentoses sont confirmés par la génomique comparative des deux especes

(Dimopoulou, 2013).

111.3.9. Weissella

Les bactéries du genre Weissella sont sous forme de courtes tiges avec des extrémités
effilées, arrondies ou sous forme ovoide. Elles se présentent par paires ou en chaines courtes et
certaines espéces ont tendance au pléomorphisme cellulaire. Ce sont des bactéries
hétérofermentaires, les hydrates de carbone sont fermentés par les voies de I'hexose-monophosphate

et de la phosphokétolase (Corrieu et Luquet, 2008).

Ces bactéries requierent généralement des acides aminés, des peptides, des hydrates de
carbone fermentescibles, des acides gras, des acides nucléiques et des vitamines pour la croissance.
La biotine, I'acide nicotinique, la thiamine et l'acide pantothénique ou ses dérivés sont nécessaires.
L'arginine n'est pas hydrolysée par toutes les especes et la croissance se produit a 15 °C (sauf pour

certaines especes dont la température de croissance peut aller jusqu’a 45 °C).

L’habitat du genre Weissella est variable et implique le plus souvent des aliments fermentés;

mais les sources d'isolement suggerent une origine environnementale (sol, végétation...).

Les especes W. viridescens, W. halotolerans et W. hellenica ont été associés a la viande et
aux produits a base de viande. Des membres des especes W. cibaria, W. confusa et W. koreensis ont

¢té détectés dans des aliments fermentés d'origine végétale (Corrieu et Luquet, 2008).

I11.4. Physiologie et voies métaboliques

Les différentes voies métaboliques des bactéries lactiques comportent trois étapes :
- L’entrée du substrat dans la cellule a travers la membrane bactérienne ;
- Le catabolisme du substrat par des enzymes spécifiques ;

- La production de métabolites excrétés ou dirigés vers d’autres voies métaboliques.

111.4.1. Métabolisme des sucres

Selon Salminen et al (1998), les bactéries lactiques tirent leur énergie de la fermentation

d’un nombre réduit de substrats carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les
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bactéries lactiques peuvent étre des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des
pentoses (xylose, ribose, arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des
disaccarides (lactose, saccharose, cellobiose, tréhalose).

- La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes :

I11.4.1.1. Transport du sucre a travers la membrane cellulaire

Il est préférentiellement effectué par des systémes appelé Phospho Transferase Systems
(PTS) qui permettent le transport des sucres par des enzymes de paroi, sans consommation d’ATP,

en méme temps qu’une phosphorylation du glucide qui se fait au dépends du Phospho-énolpyruvate.

Il se fait aussi grace a des perméases qui sont énergie-dépendantes et font pénétrer des

glucides sous forme libre.

Les systéemes PTS sont sucre-spécifique, leurs activités ont une affinité a un ou plusieurs
sucres, ce qui veut dire que pour une seule bactérie on retrouvera plusieurs types de PTS tel que
PTS Glucose /Mannose chez Lactococcus lactis. Bien qu’ayant des domaines communs, les PTS

différent d’un genre bactérien a un autre voire d’une espece bactérienne a une autre.

Lorsqu’il y a présence simultanée de plusieurs sucres dans le milieu, un mécanisme de
régulation de I’entrée des sucres va s’activer afin de hiérarchiser leurs consommations en affectant
les enzymes de transports. Cela permet d’un co6té une adaptation rapide au milieu, de 1’autre une
adaptation lente du potentiel enzymatique de la bactérie. Ce mécanisme de hiérarchisation
s’effectue aussi par répression catabolique sur des enzymes clés ainsi que par des mécanismes de

régulation de I’expression génétique (Raynaud, 2006).

111.4.1.2. Catabolisme intracellulaire du sucre

La capacité a fermenter un sucre par une souche lactique peut étre liée soit au chromosome
bactérien, soit a un plasmide comme c’est le cas de la fermentiscibilité du lactose par Lactococcus

lactis. Le catabolisme des hexoses (Figure 04) chez les bactéries lactiques se fait par:

a- La voie de la glycolyse ou voie d’Embden Meyerhof Parnas (EMP) pour les bactéries qui
sont homofermentaires (Atlan et al., 2000). Cette voie conduit dans les conditions optimales de
croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule de
glucose consommée (Thompson et Gentry-Week, 1994). Ce groupe comprend les genres

Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus et quelques Lactobacillus (Rattanachaikunsopon et

Phumkhachorn, 2010).
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Figure 04 : Voies homofermentaire, hétérofermentaire et bifide de la dégradation du glucose
(Drider et Prevost, 2009).

b- La voie des pentoses-phosphates lorsque les bactéries sont hétérofermentaires strictes
(Atlan et al., 2000) ; lorsqu’il y a production en plus de 1’acide lactique, de I’acétate, de 1’éthanol et
du CO; (Thompson et Gentry-Week, 1994). Ce groupe comprend les genres Weissella, Leuconostoc
et quelques Lactobacillus (Rattanachaikunsopon et Phumkhachorn, 2010).

Cependant, quelques espéces sont considérées comme hétérofermentaires facultatives ; elles
sont homofermentaires pour la fermentation des hexoses, mais dans certaines conditions suivent la

fermentation hétérolactique (Axelsson, 2004).
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c- La voie bifide ou FPC (Fructose 6-phospho-cétolase) empruntée par les bactéries du
genre Bifidobacterium permet d’avoir 1,5 molécule d'acétate et 2,5 molécules d'ATP a partir d’une

molécule d’hexose consommée (Drider et Prevost, 2009).

111.4.1.3. Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux

Les bactéries lactiques vont produire et excréter une variété de produits du métabolisme
fermentaire qui affecteront a leur tour le milieu et sont a 1’origine de divers produits fermentés et de
leurs ardmes. Les acides organiques vont directement affecter le milieu par I’abaissement du pH, ce
qui va permettre une transformation de la mati¢re premiére (coagulation des protéines du lait et de
la viande) mais aussi la conservation des aliments par 1’inhibition des bactéries d’altération ou
pathogeénes par différents mécanismes, sans oublier la qualité et la diversité organoleptique des
aliments par I’effet de métabolites comme 1’acétoine (Rattanachaikunsopon et Phumkhachorn,

2010).

111.4.2. Métabolisme du citrate

Dans la fermentation laitiere, 1’acide citrique est considéré comme le principal précurseur de la
formation des composés aromatiques comme le diacétyle, 1’acétoine et 1’acide acétique qui sont
particuliérement recherchés et appréciés dans certains produits laitiers tels que les laits fermentés, le
beurre, la créme fraiche et les fromages frais. Le citrate est aussi un précurseur dans la synthese de
composés cellulaires, il est impliqué indirectement dans la formation d’énergie, il permet aussi la

production de CO; et la formation d’ouvertures dans les fromages (Bourel et a/., 2001).

Le transport du citrate a travers la membrane cellulaire est assuré par une enzyme citrate
permeéase. Une fois dans la cellule, le citrate est clivé en acétate (Figure 05) et oxaloacétate par le
citrate lyase. L’oxaloacétate est décarboxylé en pyruvate qui est transformé en diacétyle par le biais

d’une série de réactions intermédiaires (Grattepanche, 2005).

Le mécanisme et la régulation du métabolisme du citrate difféerent d’une espece lactique a
une autre. Il peut étre métabolisé des le début de la fermentation au cours de 1’acidification comme
pour I’espece Leuconostoc mesenteroides pour qui le catabolisme du citrate est directement associé
a une stimulation de la croissance de la bactérie, ou plus tard au cours de 1’affinage, ce qui est le cas

pour Lactobacillus plantarum (Bourel et al., 2001).
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Figure 05 : Métabolisme du citrate conduisant a la formation du diacétyle (Grattepanche, 2005).

111.4.3. Métabolisme des protéines

Les bactéries lactiques sont auxotrophes a certains acides aminés qu’elles ne peuvent
synthétiser a partir d’une source d’azote simple, ce besoin varie d’un genre lactique a un autre voire
d’une espéece a une autre. Cela est causé par des mutations sur les génes codants pour la biosynthese

des acides aminés.

Parmi les bactéries lactiques, I’espece Streptococcus thermophilus est la moins exigeante,
car elle n’est auxotrophe que pour la leucine et la valine, alors que le genre Lactobacillus est le plus
exigeant, certaines especes de ce genre peuvent avoir une auxotrophie allant jusqu’a 17 acides
aminés, 1’espéce la moins exigeante est Lb. plantarum qui a une auxotrophie a 7 acides aminés

(Corrieu et Luquet, 2008).

Bolotin et al (2001) ont démontré que Lactococcus lactis possédait les génes impliqués dans
la biosyntheése des 20 acides aminés. Certains de ces génes mutés ne s’expriment pas lorsque des
souches de cette espeéce lactique se trouvent dans le lait alors que d’autres souches issues des plantes

sont prototrophes pour les acides aminés.
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Pour couvrir leurs besoins en matiére azotée, les bactéries lactiques disposent d’un systéme
protéolytique qui permet d’hydrolyser les caséines du lait ainsi que le lactosérum. Ce systéme est
compos¢ de protéases de paroi, d’un systéme de transport des acides aminés et d’oligopeptides ainsi
que des peptidases intracellulaires qui permettent de dégrader les peptides internalisés (Monnet,
2006) mais qui peuvent aussi étre libérées dans le milieu grace a I’autolyse de la bactérie qui se

produit sous certaines conditions (Roudj et al., 2009).

I11.4.3.1. Protéases de paroi

Ces enzymes encrées dans la paroi bactérienne par leurs extrémités C-terminale hydrolysent
les protéines et libérent des acides aminés et des oligopeptides, et peuvent intervenir a plusieurs
reprises sur une méme protéine (Corrieu et Luquet, 2008). Cependant, certaines souches de
bactéries lactiques n’en posseédent pas, cela freine leurs croissances et les oblige a établir des
interactions de type protocoopération (symbiose) avec des souches protéolytiques, afin de ce

développer dans le lait (Savijokie et al., 2006).

A partir d’études menées sur les lactocoques (Figure 06), il a été établi que les protéases de
paroi (PrtPs) sont synthétisées dans le cytoplasme bactérien (Atlan et al., 2000) sous forme de pré-
proprotéines inactives de grandes tailles (environ 2000 résidus), constituées de 8 domaines a

fonctions bien distinctes.
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Figure 06 : Représentation schématique du systéme protéolytique de Lactococcus lactis (Atlan et
al., 2000).
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Cette organisation est retrouvée chez les PrtPs a la surface des souches de Lactococcus lactis

et Lactobacillus paracasei. Néanmoins chez les autres especes lactiques, les PrtPs subissent des

modifications de leurs structures, liées a leur maturation et leur spécificité d’hydrolyse a un substrat.

Ces grandes variabilités de structures ont donné 5 modeles de PrtPs (Roudj, 2010 ; Galia, 2011).

Selon la spécificité catalytique des protéases, on distingue 2 classes principales de

protéases :

- PI: Des PrtPs hydrolysant principalement la caséine B, et trés faiblement les caséines asl etk

- PIII : Des PrtPs hydrolysant les 3 types de caséines.

I1 existe des souches de lactocoques ayant une activité protéasique intermédiaire entre PI et

PIII (Corrieu et Luquet, 2008).

I11.4.3.1. Transport des acides aminés et des peptides

a. Transport des acides aminés

Il y a au moins 12 systémes spécifiques de transport des acides aminés (tableau 8) chez les

bactéries lactiques qui sont couteux en énergie (Tableau 8) et ’activité de chaque systéme présente

une forte affinité un nombre réduit d’acides aminés. Leur role est de permettre un apport en un

acide aminé particulier lorsque la bactérie en a besoin.

Tableau 8 : Systeémes de transports des acides aminés chez bactéries lactiques, classés selon la
force énergétique dépensée (Corrieu et Luquet, 2008).

Transporteur (moteur énergétique)

Acides aminés transportés

Perméase (force proton-motrice)

Alanine, Glycine
Thréonine, Sérine
Isoleucine, Leucine, Valine
Tyrosine, Phénylalanine
Méthionine

Histidine

Lysine

ABC-transporteur (hydrolyse d’ATP)

Glutamine, Glutamate
Asparagine

Proline, Glycine-bétaine

Antiport (gradient de concentration)

Arginine/Ornithine

Glutamate/y-aminobutyrate
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Ces transporteurs peuvent aussi €vacuer vers le milieu extérieur les acides aminés se
trouvant en exceés dans le cytoplasme bactérien avant que leurs concentrations ne deviennent

toxiques (Raynaud, 2006).

b. Transport des oligopeptides

Chez une méme bactérie il y a plusieurs systémes de transport des peptides et qui différent
les uns des autres par leur spécificité au substrat, leur dépendance énergétique, leur structure et les
genes codants pour leur synthése. De plus, un systéme de transport peut étre présent en plusieurs

copies chez une méme bactérie (Corrieu et Luquet, 2008).
Ces transporteurs peuvent étre classés en 2 familles :

- Peptide Transporter (transporteurs de peptides) : ce type de transporteurs (DtpT), généralement
composé d’une protéine de 12 fragments transmembranaires, dont les deux extrémités N- et C-
terminales sont situés dans le cytoplasme, est notamment retrouvé chez Lactococcus lactis,
Lactobacillus helveticus et Streptococcus thermophilus (Hagting et al., 1994 ; Nakajima et al.,
1997 ; Bolotin et al., 2004). Ces transporteurs ont une forte affinité surtout aux peptides

hydrophobes et dipeptides, mais aussi et a moindre degré les tripeptides.

- Transporteurs type ABC : ce sont des systeémes de transport pour des peptides comprenant de 4 a
38 résidus. ATP- dépendants, ces transporteurs sont composés de différentes unités et codés par des
genes organisés en opérons. Parmi ces systéme : le systeme Dpp qui transporte sans discrimination
les dipeptides et les tripeptides hydrophobes (Kunji et al., 1993), le systeme Opp retrouvé chez
Lactococcus lactis qui transporte exclusivement des oligopeptides quant au transporteur Ami de
Streptococcus thermophilus, il transporte les 3 catégories de peptides (di- tri et oligopeptides)

(Garault et al., 2002).

c. Peptidases

Les peptidases qui se trouvent dans le cytoplasme sont en charge du clivage des peptides
transportés a I’intérieur de la bactérie pour libérer les acides aminés, et sont classés selon la position
de la liaison peptidique qu’elles hydrolysent en : endopeptidases dont la liaison a hydrolyser se
trouve a ’intérieur du peptide, et en exopeptidases qui hydrolysent les liaisons soit a partir de
I’extrémité C-terminale du peptide et sont dits carboxypeptidase, ou a partir de 1’extrémité N-
terminale et sont dits aminopeptidases (Galia, 2011). Les peptidases (tous groupe confondu)

peuvent étre classées selon le substrat qu’elles clivent.
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Il y a des peptidases communes a plusieurs especes de bactéries lactiques, et qui sont
essentiellement des aminopeptidases générales a large spécificité de substrat, ou au contraire a
spécificité restreinte comme les peptidases spécialisées dans les peptides a liaison impliquant la

proline, ainsi que deux endopeptidases : PepO et PepF.

On trouve aussi des peptidases spécifiques a une espeéce, comme celles trouvées chez
certaines especes de Lactobacilles (PepL, PepG et Pepl) qu’on ne retrouve pas chez les lactocoques

(Roudj, 2010).
Parmi les peptidases contribuant aux besoins azotés des bactéries lactiques :
- Aminopeptidases

- PepA : Glutamyl amino peptidase, qui libére les résidus Aspartate et Glutamate N-terminaux a

partir de peptides contenant jusqu’a 10 acides aminés (Corrieu et Luquet, 2008) ;

- PepC : c’est une Cystéine aminopeptidase qui n’hydrolyse pas les peptides contenant la Proline

(Chapot-Chartier et al., 1993 ; Keller et al., 2017) ;
- Pepl : Proline iminopeptidase qui libére la Proline ;

- PepN : a large spécificité de substrat, elle hydrolyse les di, tri et oligopeptides avec une préférence

pour 1’ Arginine, la Lysine ou la Leucine comme résidu N-terminale;

- PepP : retrouvée chez Lactococcus lactis, elle a une spécificité pour les petits peptides de 5 résidus

contenants la Proline (Keller et al., 2017);

PepS : retrouvée chez Streptococcus thermophilus, elle a une spécificité a I’ Arginine et aux acides

aminés aromatiques ;
PepT : c’est une tripeptidase dont la spécificité au substrat est large ;
PepV : elle fait partie des aminopeptidases a large spécificité ;

PepX : X prolyl dipeptidyl aminopeptidase, elle a une spécificité pour les peptides riches en Proline
obtenus a partir des caséines . Elle libeére des dipeptides (Keller et al., 2017) ;

- PCP : Pyrrolidone carboxyl peptidase, le résidu N-terminale libéré par cette enzyme est I’acide

pyroglutamique (Exterkate, 1977).
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- Autre peptidase

- PepO : c’est une endopeptidase qui hydrolyse des peptides trés différents contenant de 5 a 35

résidus ;

- PepF : c’est une endopeptidase qui cible les oligopeptides et qui est commune a plusieurs especes

de bactéries lactiques (Corrieu et Luquet, 2008).

I11.4.4. Métabolisme des lipides

Comparées a d’autres microorganismes, les bactéries lactiques ne sont pas trés lipolytiques,
surtout dans le lait ou elles n’hydrolysent pas ou peu la matiére grasse composée a 96 % de
triglycérides, par contre elles peuvent 1’hydrolyser aprés qu’elle ait été pré-hydrolysée par des

lipases ou estérases autres que les leurs (Holland et al., 2005).

Cette activité lipolytique différe d’intensité d’un genre lactique a un autre ; pour exemple
elle est plus forte chez Streptococcus thermophiles et les lactobacilles que chez le genre

Lactococcus (Crow et al., 1994) qui ne possede qu’une seule enzyme codée par un seul gene.

La baisse ou la perte de cette activité n’influe pas sur la croissance des bactéries lactiques, ni

dans un milieu synthétique, ni dans un lait écrémé ou entier.

Les lipases des bactéries lactiques qui sont en nombre limité, sont de type estérases qui
hydrolysent des esters de moins de 8 carbones. Leur site actif contient de la Sérine et elles sont
localisées en majorité a I’intérieur de la bactérie, bien que selon Gobbeti et al (1997) une estérase a

été localisée a la surface d’une souche de Lactobacillus plantarum.

Les estérases des bactéries lactiques ont une préférence pour les monoglycérides ensuite les
diglycérides et enfin une tres faible activité d’hydrolyse pour les triglycérides. Ces estérases

préferent aussi les dérivés p-nitrophenyl ou B-naphtyl d’acides gras ayant des chaines C4 a C6.

L’activité estérasique est fortement réduite en présence de 5 % d NaCl et a pH 5.5, d’ailleurs
la lipolyse se produit en début de fabrication fromagere et non vers la fin. La faible activité des

estérases est surtout due au manque de substrats pour lesquels ces enzymes ont une affinité.

Les estérases ont a la fois une activité d’hydrolyse et une activité de synthese des esters.

Cette synthése se fait de deux fagons (Figure 07) :

- Soit une estérification a partir d’alcool et d’acide gras, cette voie est d’ailleurs la réaction reverse

de I’hydrolyse, elle est ralentie par la quantité d’eau présente dans le milieu et aboutie surtout a la
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formation de butanoate d’éthyle, du pentanoate d’éthyle et de I’hexanoate d’éthyle, selon la

spécificité de I’enzyme présente (Corrieu et Luquet, 2008).

- Soit une synthése d’esters par transestérification, qui est une réaction de transfert d’acyle. Cette
voie permet a beaucoup de souches de bactéries lactiques la synthése d’une quantité élevée de

butanoate d’éthyle a partir de tributyrine et d’éthanol en milieu aqueux (Liu et a/, 2003).
1) R1-COOH +R2-OH —— > R1-COO-R2 + H,0
2) R-COO-R2 +R3-OH ——» RI1-COO-R3 + R2-OH

Figure 07: Réactions de synthése des esters par les estérases des bactéries lactiques ; 1)
estérification ; 2) transestérification.

IIL5. Autolyse des bactéries lactiques :

Sous certaines conditions, les bactéries lactiques se désagrégent spontanément et cela sous
I’effet d’enzymes spécifiques localisées sur la paroi bactérienne : les autolysines. Ces dernicres
s’attaquent exclusivement a la couche de peptidoglycane de la paroi (Lotral, 1995 ; Vucotik et al.,

2015).

Les autolysines sont a 1’origine des hydrolases synthétisées naturellement par la bactérie car
elles sont impliquées dans différentes fonctions cellulaires nécessitant le remaniement et le
remodelage de la paroi lors de la croissance telles que 1’expansion de la paroi, le recyclage du

peptidoglycane ou la séparation de bactéries filles lors de la division cellulaire

Il y a lyse bactérienne lorsqu’il y a ’hydrolyse d’un nombre suffisant de liaisons au sein du
peptidoglycane (Figure 08) accompagnée de 1’arrét de la synthese de cette couche de la paroi. Cela

conduit au déversement du contenu cellulaire dans le milieu.

Les facteurs déclenchant 1’autolyse sont essentiellement des facteurs environnementaux, qui

sont défavorables a la physiologie de la bactérie et qui provoquent I’arrét de la synthese de la paroi :
- Lorsque le milieu est épuisé en source de carbone, cela provoque massivement ce phénomene.
- A I’occasion d’un choc brutal (thermique ou osmotique).

- Apres addition de NaCl ou d’éthanol dans le milieu, méme en faible concentration, cela conduit a

I’autolyse de certaines souches de Streptococcus thermophilus (Corrieu et Luquet, 2008).
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Figure 08 : Représentation des sites d’action de différentes classes d’autolysines sur la structure du
peptidoglycane de Lactococcus lactis (Lotral et Chapot-Chartier, 2005).

I1.6. Distribution des bactéries lactiques dans les différents laits

Il y a une grande diversité dans la microflore du lait et notamment dans la composition en
bactéries lactiques qui varie dans les différents laits (Tableau 9) selon la localisation géographique

et les saisons (Bouton et al., 2005).

Des travaux ont montré qu’une quarantaine de genres et 150 especes différentes étaient
présents dans les laits de bovins normands (Maillet et a/., 2010), alors qu’en Italie, une quinzaine
d’especes microbiennes présent pour 6 genres seulement ont été détectées (Tableau 10) dans des

laits de vaches (Ercolini et al., 2009 ; Giannino et al., 2009a, 2009b).

Selon Callon et al (2007), preés de 40 espeéces microbiennes sont présentes dans les laits de
cheévre de Rhone Alpes. Une étude portant sur le lait cru de brebis, Salmeron et al (2002) ont montré
I’existence de variations saisonnie€res dans dix groupes de microorganismes, avec des niveaux

globalement plus ¢élevés au printemps.

D’apres Bouton et al (2005), dans une étude sur les laits utilisés pour la fabrication du

Comté les niveaux de bactéries lactiques sont deux fois plus élevés en été qu’en hiver.
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Au sein du groupe des bactéries lactiques, 22 especes ont été détectées dans les laits de

manicre récurrente (Tableau 9).

Tableau 9: Biodiversité spécifique des bactéries lactiques dans des laits crus de vache, chévre et
brebis d’apres (1) : Bouton et al (2006), Dalmasso et al (2008), Rasolofo et al (2010) et (2) : Badis
et al (2004b) et Callon et al (2007), et (3) : Caridi et al (2003) et Feutry et al (2010).

Espéces Lait de L‘ait de Lai? de
vache (1) chévre (2) brebis (3)

Lactococcus lactis ssp lactis + + +
L. garviae + +
Enterococcus faecalis + + +
E. durans + +
E. faecium + +
E. hirae +
E. saccharominimus +
Lactobacillus plantarum + + +
Lb. paraplantarum + + +
Lb. ramnosus +
Lb. helveticus + +
Lb. delbrueckii ssp lactis +
Lb. delbrueckii ssp bulgaricus +
Lb. brevis + +
Lb. casei +
Lb. paracasei ssp paracasei +
Lb. animalis +
Lb. curvatus +
Leuconoctoc mesenteroides + + +
Ln. pseudomesenteroides + +
Ln. lactis +
Ln. citreum +

+ : présence de I’espece dans le lait.
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Tableau 10: Inventaire de la diversité des genres de bactéries lactiques dans des laits crus de vache
et de chévre d’apres(1) : Ercolini et al (2009), Giannino et al (2009a,b), Mallet et al (2010),
Saubusse et al (2007) et (2) : Callon et al (2007) et Cheriguene et al (2007).

Lait de vache !  Lait de chévre >

Aerococcus Enterococcus
Enterococcus Lactobacillus
Lactobacillus Lactococcus
Lactococcus Leuconostoc
Leuconostoc Streptococcus
Streptococcus Pediococcus

I1L.7. Intérét et aptitudes technologiques des bactéries lactiques

Grace a leurs activités métaboliques, les bactéries lactiques présentent un intérét certain dans
I’industrie agroalimentaire pour la fabrication des aliments fermentés mais aussi dans 1’agriculture

dans I’alimentation animale (I’ensilage), le domaine de la santé et bien d’autres.

Le développement de I’industrie de transformation, en particulier de I’industrie laiticre, a
conduit a la production de ferments industriels capables d’assurer a la fois la qualité et la constance
du produit (Pfeiler et Klaenhammer, 2007). Le tableau 11 rassemble les bactéries lactiques utilisées

dans la fermentation des aliments

Dans la fabrication fromaggre, elles jouent un réle primordial dans les premicres étapes de la
transformation du lait, mais elles interviennent aussi, directement et indirectement, dans la phase
d’affinage et dans la qualité sanitaire des produits finis. Leur action est liée principalement a deux
aspects de leur métabolisme : la production d’acides lactiques et D’activité protéolytique

(Desmazeaud, 1998).

Elles peuvent aussi développer et déterminer les qualités organoleptiques des produits
fermentés (Yaoa et al., 2009) et sont également utilisées dans la fabrication des salaisons, du vin et

des ensilages (Drouault et Corthier, 2001).

Les principales aptitudes recherchées sont I’aptitude texturante qui repose sur I’acidification,
la production d’exopolysaccharides et la protéolyse, ainsi que 1’aptitude aromatisante qui se base

sur la production de métabolites grace au métabolisme carboné, a la protéolyse et a la lipolyse.
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Tableau 11: Aliments fermentés et les bactéries lactiques qui leurs sont associées
(Rattanachaikunsopon et Phumkhachorn, 2010).

Produits fermentés : Bactéries Lactiques :

Produits laitiers :
Fromage a pate pressée L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris

Fromage avec ouvertures L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var.

Fromage Suisse et Italien

Beurre

Yoghourt

Lait fermenté

Kefir

diacetylactis, L. lactis subsp. cremoris,
Ln. menesteroides subsp. cremoris

Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb.
casei, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,
S. thermophilus

L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis, L. lactis subsp. cremoris,
Ln. menesteroides subsp. cremoris

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, S.thermophilus Lb.

casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus,
Lb. johnsonii, B. lactis, B. bifidum, B. breve

Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis

Viande fermentée :
Saucisson (Europe)
Saucisson (USA)

Lb. sakei, Lb. Curvatus
P. acidilactici, P. pentosaceus

Légumes fermentés :

Choucroutes

Cornichons

Olives fermentés

Autres légumes fermentés.

Ln. mesenteroides, Lb. plantarum, P. acidilactici

Ln. mesenteroides, P. cerevisiae, Lb. brevis,
Lb. plantarum, Ln. mesenteroides, Lb. pentosus, Lb.
plantarum

P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. plantarum, Lb.
Fermentum

Céréales fermentés : Levain

Lb. sanfransiscensis, Lb. farciminis,

Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb.
amylovorus, Lb. reuteri, Lb. pontis,

Lb. panis, Lb. alimentarius, W. cibaria

Poissons fermentés :

Lb. alimentarius, C. piscicola

B: Bifidobacteriu ; C: Carnobacterium ; L: Lactococcus ; Lb: Lactobacillus ; Ln: Leuconostoc ;
0:0Oenococcus ; P: Pediococcus ; S: Streptococcus ; T: Tetragenococcus ; W: Weissella
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II1.7.1. Pouvoir acidifiant

Cette activité se manifeste par la production de 1’acide lactique issu de la fermentation des
hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne. Cette propriété a pour conséquence
I’abaissement du pH qui conduit a la fois a la coagulation des protéines -casé€ines- du lait ainsi qu’a

I’inhibition de la croissance des bactéries pathogenes et de la flore d’altération (Tabak et al., 2012).

Du point de vue technologique, 1’acidification participe aux propriétés rhéologiques (texture
et saveur) du produit final, et elle joue un role important dans la conservation des aliments.
L’activité acidifiante est trés variable chez les bactéries lactiques, elle varie au sein d’une méme

espece (Raynaud, 20006).

111.7.2. Métabolisme carboné

Cette activité est en partie responsable des aptitudes aromatisante (Figure 09) et texturante

des bactéries lactiques (Roncal et al., 2016).

Certaines souches lactiques qualifiées d’aromatiques, sont capables de produire un certain
nombre de composés, en particulier le diacétyle qui donne un gout typique a certains produits

laitiers, mais aussi I’acétoine, 1’acétaldéhyde, des polyols et de I’éthanol (Cogan et al., 1981).

La production des exopolysaccharides par certaines souches lactiques permet d’améliorer les
qualités rhéologiques et gustatives des produits laitiers, cette activité¢ influence directement la
viscosité du produit fermenté. Le meilleur exemple reste celui du yoghourt dont la texture est liée a
la quantité¢ et au type d’exopolysaccharides produits par les souches lactiques utilisées pour la
fermentation, et surtout le yoghourt brassé qui soumis a des contraintes mécaniques doit contenir de
bonnes souches productrices d’exopolysacharides pour maintenir une texture homogéne et stable du

gel (Desmazeaud et Cogan, 1996).

I a été aussi rapporté que des souches de Streptococcus thermophilus ayant une production
¢levée d’exopolysaccharides utilisées pour le fromage type Mozzarelle (a faible concentration en
matiere grasse) permettait d’avoir une bonne rétention d’eau par le gel et d’améliorer par

conséquence la texture du produit et le rendre de meilleure qualité (Corrieu et Luquet, 2008).
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Figure 09 : Voies de production des composés aromatiques par le métabolisme carboné (Roncal et

al., 2016)

II1.7.3. Activité protéolytique

Le catabolisme azoté chez bactéries lactiques est une voie majeure de la formation des
ardbmes dans les produits laitiers et joue un role important lors de 1’opération d’affinage des
différents types de fromages. Elle est a ’origine du gott typique, de la flaveur désirée et de la

texture caractéristique du produit fini (Ngassam Tchamba, 2007).

Cette activité est responsable de la libération de peptides et d’acides aminés dont une partie
est dirigée vers la formation de composés aromatiques notamment par transamination. Cela conduit
a la production d’aldéhydes, d’acétoaldéhydes, d’alcools, d’acides (comme 1’acide acétique ou
I’acide propionique) mais aussi d’acétoine et de diacétyle (Corrieu et Luquet, 2008) et elle est a

I’origine des saveurs de fruits, d’amertume et de noisettes dans les fromages (Forquin, 2010).

II1.7.4. Activité lipolytique

L’activité lipolytique des bactéries lactiques, contribue généralement a développer les
qualités organoleptiques des fromages des le début de leur fabrication. Ceci est di a la présence de

lipases qui génerent des acides gras libres et des esters, qui sont des composés volatiles fortement
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aromatiques avec des notes fruitées, florales ou soufrées assez agréables responsables des flaveurs

de certains fromages (Dellali, 2012).

Bien que cette activité puisse étre responsable de la détérioration du gout si elle n’était pas
employée de maniére controlée dans la fabrication de certains fromages comme le Brie et le Saint
Paulin (Chilliard, 1982), elle est généralement modérée lors de la production des produits laitiers
car les estérases n’ont pas acces aux substrats adéquats dans le lait, et I’activité protéolytiques reste

assez faible chez les bactéries lactiques (Corrieu et Luquet, 2008).

IIL.7.5. Activité autolytique

Du point de vue technologique cette caractéristique est intéressante chez les bactéries
lactiques, car elle conduit a la libération des enzymes intracellulaires dans la matrice. Cela accélere
I’affinage des fromages et contribue au développement des saveurs (Collins et al., 2003). 11 a été
rapporté que 1’activité protéolytique est fortement augmentée chez Lactococcus lactis grace a son

activité autolytique (Corrieu et Luquet, 2008).

II1.7.6. Pouvoir inhibiteur

Le pouvoir inhibiteur des bactéries lactiques par rapport a d’autres microorganismes est dii a
la production de plusieurs métabolites tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene
(H,0,), le dioxyde de carbone (CO,), le diacétyle et les bactériocines (Labioui et al., 2005). Cette
propriété permettrait d’inhiber le développement des microorganismes indésirables et/ou

pathogenes sans pour autant modifier les propriétés organoleptiques du produit.

L’utilisation de souches lactiques inhibitrices comme cultures starters pour la bio
préservation des aliments a fait I’objet de nombreuses études : en effet certaines souches de
lactobacillus ssp ou encore de Leuconostoc mesenteroides sont capables d’inhiber la croissance de
Listeria monocytogenes (Ratti et al., 2010 ; Retureau et al., 2010 ; Pérez Ibarreche et al., 2014) et il
a été démontré aussi que les croissances de Escherichia coli et Salmonella enterica sont inhibée
grace a la production de bactériocines par une culture mixte de bactéries lactiques (Calix-Lara et al.,

2014).

IIL.7.7. Activité probiotique

Les effets bénéfiques des bactéries lactiques sur la santé ont été¢ discutés des 1907 par
Metchnikoff et ses études sur le yoghourt. De nos jours les recherches visent a exploiter les
propriétés probiotiques des bactéries lactiques par rapport a leur potentiel dans le traitement des

diarrhées ou encore la réduction de la formation de tumeurs (Drouault et Corthier, 2001).
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Sans oublier la réduction du cholestérol sérique (Shah, 2007), la stimulation du systéme
immunitaire et la réduction d’allergies chez des sujets a risques (Savilahti et al., 2008 ; Gourbeyre
et al., 2011), ainsi que I’amélioration de la digestion du lactose au niveau de la paroi intestinale par

les lactases de souches de Lactococcus lactis et Streptococcus thermophilus.
I11.8. Ferments lactiques

1I1.8.1. Définition

Un ferment lactique est une préparation comprenant un grand nombre de microorganismes
(une ou plusieurs especes de bactéries lactiques) qui est ajoutée au lait (ou autre produit) pour
produire un aliment fermenté en accélérant et en orientant son processus de fermentation (Yildiz,

2010 ; Leroy et De Vuyst, 2004).

Le role principal des ferments est d’initier et conduire le procédé de fermentation selon les
propriétés souhaitées dans le produit fini pour palier a I’insuffisance et 1I’imprévisibilité de la flore
originale ainsi que de contribuer aux caractéristiques organoleptiques, nutritionnelles et sensorielles
des produits et a leur sureté (Yildiz, 2010). L’impact sur la qualité¢ du produit fermenté est fortement

dépendant des souches utilisées et varie selon leurs activités et voies métaboliques.

I11.8.2. Types de ferments lactiques

Les ferments lactiques peuvent étre classés en se basant sur leur fonction, leur température

de croissance, ou leurs compositions (Carminati et al., 2010).

e Selon la composition : selon la Fédération Internationale de Laiterie (1997), les ferments

lactiques peuvent étre classés en 3 catégories:

- Les ferments purs : constitués d’une souche d’une espéce bien caractérisée.

- Les ferments mixtes : ils sont formés d’un mélange de souches en nombres et en proportions

indéfinis. Ils ont en général, une bonne activité acidifiante.

- Les ferments mixtes sélectionnés : contiennent plusieurs souches bien définies selon le cahier des

charges de I’utilisateur.

e Selon le type de croissance : les ferments lactiques sont, selon les productions industrielles

réaliser, des ferments mésophiles et des ferments thermophiles (Wouters et al., 2002).
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I11.8.2.1. Ferments thermophiles

Ils comprennent certains Lactobacilles, les Bifidobacterium et 1’espece Streptococcus
thermophilus. Leur température optimale de croissance se situe entre 40 °C et 50 °C. Les ferments
thermophiles sont souvent utilisés pour la fabrication des yaourts, certains laits fermentés et
quelques fromages a pate cuite tel que ’Emmental et le Gruyere (Mayra-Makinen et Bigret, 2004 ;

Carminati et al., 2010).

I11.8.2.2. Ferments mésophiles

Ils sont constitués essentiellement des espéces acidifiantes (Lactococcus lactis subsp. lactis,
L. lactis subsp. cremoris) et des espéces aromatisantes (L. lactis subsp lactis biovar. diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris). Les bactéries lactiques qui constituent ces ferments
ont une température optimale de croissance qui varie selon les souches entre 25 °C et 30 °C et
peuvent atteindre une température maximale de fermentation de 38 °C a 40 °C. Les ferments
mésophiles sont habituellement utilisés dans la fabrication de plusieurs variétés de fromages, en

particulier les fromages frais, de certains laits fermentés et du beurre (Carminati et a/., 2010).
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IV. Interactions entre bactéries lactiques

Dans les produits laitiers, on retrouve des communautés microbiennes complexes qui
expriment les différentes fonctions métaboliques des microorganismes présents dans ce microbiote.
La dynamique créé¢ par ce mélange et sous des conditions précises conduit a la formation de
produits fermentés (Imran et al., 2013). Le développement des microorganismes dans cet
¢cosystéeme implique des interactions microbiennes qui déterminerons les caractéristiques

organoleptiques du produit final (Bonaiti et al., 2005).

I1V.1. Définition

Selon Fredrickson (1977) les interactions sont un ensemble complexe de phénomeénes
biologiques hétérogeénes dont les effets ont été observés bien avant de trouver une explication a
leurs mécanismes. Lorsqu’il y a interaction entre deux ou plusieurs souches bactériennes, leur

cinétique de croissance et leur métabolisme s’en retrouvent modifiés.

IV.2. Types d’interactions

Les interactions sont classées soit selon 1’aspect phénoménologique en interactions positives
(si leur effets sont favorables ou stimulants aux microorganismes impliqués) et en interactions
négatives (si leurs effets sont défavorables ou inhibiteurs), soit selon I’aspect mécanistique, en
interactions directes (besoin d’un contact physique entre les microorganismes) et indirectes
(lorsqu’elles nécessitent seulement I’implication d’une substance intermédiaire produite ou
consommeé par ’'un des microorganismes). Chez les bactéries lactiques, les interactions observées
sont principalement : indirectes, positives ou négatives (Corrieu et Luquet, 2008) et peuvent étre

définies comme suit :

IV.2.1. Interactions positives
a. Commensalisme

Cette interaction indirecte présente un bénéfice non réciproque, ou ’une des bactéries n’a
aucun effet sur I’autre mais profite de sa présence (Guennoc, 2017) tandis que ’autre ne retire n’y
avantage ni véritable inconvénient de cette association. Ce qui veut dire que la bactérie non affectée
par I’interaction dégrade une substance inhibitrice pour 1’autre ou produit une substance nécessaire

a sa croissance (Van de Meer, 1993).
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b. Mutualisme

Dans ce type d’interaction positive, chaque bactérie est stimulée par la présence de 1’autre.
On parle alors d’une relation a bénéfice réciproque, simultané ou successif. Ce cas d’association
indispensable voire obligatoire entre deux populations (la symbiose) est différent de la

protocoopération qui est facultative (Guennoc, 2017).

IV.2.2. Interactions négatives
a. Antagonisme

Interaction indirecte qui se traduit par une lutte réciproque de deux populations de
microorganismes, cela implique la production de molécules inhibitrices spécifiques, dans le cas des

bactéries lactiques : les bactériocines (Al Atya, 2016).

b. Amensalisme

Cette interaction implique que 1'une des populations bactériennes produit des substances
inhibitrices non spécifiques contre la croissance de 1’autre sans étre affectée elle-méme par les

bactéries inhibées (Corrieu et Luquet, 2008).

c. Compétition

C’est une interaction au cours de laquelle les populations bactériennes ont une influence
négative réciproque, concerne I’utilisation commune d’une ressource limitée dans le milieu et qui
peut mener a I’élimination de I’espece la moins compétitive pour cette ressource. Bien que l'espece
la plus compétitive se maintienne dans le milieu, ses performances s’en trouveront également

diminuées (Flacher, 2016).

1V.2.3. Neutralisme

Dans ce cas précis, les especes cohabitent dans le méme milieu sans interagir entre elles.
Cependant, ce genre d’interaction n’est possible que si aucun des substrats n’est limitant ou si les

especes ont des besoins nutritionnels totalement différents.

I1 est important de noter que toutes ces les interactions ne sont ni exclusives, ni statiques,
elles peuvent varier selon les conditions du milieu ou 1’état physiologique des populations

impliquées (Guennoc, 2017).

56



Synthese Bibliographique Bactéries Lactiques

IV.3. Phénoménes d’interaction des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques interagissent entre elles mais aussi avec les bactéries propioniques
ainsi qu’avec les levures et les moisissures, dans les produits laitiers, les vins, les Iégumes fermentés

et la pate a pain.

IV.3.1. Dans le yaourt

C’est I’exemple le plus connu et le plus étudié. Il y a protocoopération entre les deux
souches thermophiles (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus)
qui permet (Tableau 12) d’augmenter : les vitesses de croissances des deux souches ainsi que leurs
vitesses d’acidification sans oublier I’activité protéolytiques et la production d’exopolysaccharides,
par rapport a celles des cultures pures ; d’avoir un pH final en culture mixte plus bas que celui des
cultures pures, de stimuler la production de composés aromatiques et d’améliorer la stabilité
physique du produit (Corrieu et Luquet, 2008). Une interaction négative de type amensalisme qui se
produit dans les deux sens est observée en méme temps que la protocoopération (Benthin et

Villadsen, 1995)

Tableau 12 : Effets des interactions entre Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus et S. thermophilus en
culture mixte (Corrieu et Luquet, 2008)

Lb. delbrueckii | Lb. delbrueckii Lb. delbrueckii
S thermophilus | S thermophilus S thermophilus
o _ Production de
Mécanisme et Svnthése de Production de CO; par Acide |Acide Pyruvique
facteur _ >ynihese peptides et activité formique | et acide folique
d’interaction | ’acide lactique | 4°acides aminés uréase
Réle d Inhibition de Activation de Syn,thé‘se de | Synthese
ole de 2 croi la croi I’acide des bases NC
Pinteraction a croissance a croissance ) .
aspartique puriques

NC : non caractérisée.

IV.3.2. Dans les fromages

Les interactions des bactéries lactiques sont difficiles a étudier car les écosystémes
fromagers sont complexes, et la matrice est hétérogene de composition tres diversifiée. Néanmoins

certains effets ont été bien étudiés, surtout en ce qui concerne les bactéries mésophiles :

Des interactions de type commensalisme et compétition ont été identifiées dans les

¢cosystemes fromagers ou il y a présence simultanée de souches fortement protéolytiques et
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acidifiantes et d’autres présentant une faible protéolyse et une acidification lente, il y aura donc
stimulation de la croissance des souches faiblement protéolytiques car elles vont profiter des autres
souches compétentes qui se retrouveront en compétition avec elles pour le substrat azoté, et apres
¢puisement des peptides et acides aminés du lait la croissance des souches protéolytique va ralentir
a ce moment car elles vont subvenir a leurs propres besoins mais aussi a ceux des souches

faiblement protéolytiques (Flambart et al., 1997).

Des interactions positives de coopération entre des souches de bactéries lactiques
mésophiles dans les fromages permettent la stimulation de la formation d’ar6mes, sans affecter la
croissance des souches. Cette coopération est possible entre souches de la méme espéce comme
c’est le cas entre une souche Lactococcus lactis trés protéolytique avec une autre souche faiblement
protéolytique mais qui posséde une forte activité décarboxylase, la premiére souche va synthétiser
de grandes quantités d’acides aminés ramifiés que la seconde va transformer en aldéhyde et donner
un ardbme malté fort (Ayad et al., 2001) ; mais aussi entre des souches d’espeéces ou de genres
différents, comme observé dans une culture mixte contenant une souche d’un lactobacille mésophile
qui posséde une activité glutamate déshydrogénase et qui va donner de I’a-cétoacide par
transamination des acides aminés, avec une souche de Lactococcus lactis qui ne possede pas les
enzymes pour effectuer les étapes précédentes et qui va utiliser I’a-cétoacide et le convertir en

composés aromatiques (Kieronczyk et al., 2003).
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MATERIEL ET METHODES

Cette these a été réalisée au sein du laboratoire de recherche de Sciences et Techniques de

Production Animale (LSTPA) de I'universit¢ Abdel hamid Ben Badis de Mostaganem.

1. Zone de prélévement

Pour préparer Le Jben traditionnel, 6 échantillons de lait cru de chevre ont été collectés dans
la wilaya de Naama (Figure 10), a partir de plusieurs localités : Nadma, Ain Sefra, Mecheria, Assla,

Tiout et EIBiodh.

Figure 10: Localisation des points de collecte des laits crus a travers la wilaya de Naama.
El biodh » Mecheria » Nadma * Ain sefra ¢ Tiout * Assla
- Elevages
Les chevres choisies pour cette étude sont €levées en ¢€levage extensif, basé sur la libre
circulation et le parcage des animaux dans les patures durant la journée, de 6h du matin a 17h le

SOir.

L’alimentation de ces chévres en milieu pastoral est basée sur la végétation des paturages
(plantes pérennes : alfa et armoise), complétée par de la paille de céréales et du concentré (mélange

d’orge et de mais) au niveau de la chevrerie.
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2. Prélévements

Les prélevements des échantillons ont été effectués de Mai 2015 a Mai 2016 ; il s’agit de
mélanges de laits crus de plusieurs cheévres (de 5 a 20 chévres) de la race Arabia. Pour chaque
¢chantillon un volume de 1,5 a 2 L de lait a été prélevé en fin de traite apres brassage du lait dans le

bidon/tank (seau) de traite et conservés dans des bouteilles stériles.

Les laits ont ét¢ conservés a 4°C, une partie du lait prélevé destinée aux analyses
physicochimiques a été ramenée au laboratoire par glacieére a 4 °C. La partie restante étant destinée

a la préparation du Jben.

3. Etude physico-chimique des laits

Les paramétres mesurés des laits sont le pH I’acidité titrable, le taux protéique et le taux de

maticre grasse.

a. Acidité titrable

Mesurée par la neutralisation de 1’acide lactique présent dans un volume de 10ml de lait par
une base (NaOH N/9) en présence d’un indicateur coloré qui est une solution de Phénolphtaléine a

1%. L’arrét de la titration se fait lorsque la coloration rose persiste plus de 10 secondes.
L’acidité titrable : A (°D) = 10* V (1ml de soude correspond a 10°D)

V : étant le volume de soude (NaOH N/9) nécessaire a la neutralisation de I’acide lactique (Taylor,

2010).

b. Taux protéique et matiere grasse, pH

Ils sont mesurés a I’aide d’un appareil : « LACTOSCAN » (Lactoscan” UltrasonicPortable
Milk Analyser, MILKOTRONIC LTD ; Bulgaria) calibré et étalonné pour le lait cru de chaque

femelle laitiere dont le lait de chévre cru.

4. Préparation des Jbens

A partit des différents laits crus, des Jbens ont été préparés artisanalement a la laiterie
GRINIK de Ain Sefra (wilaya de Naama) en suivant méticuleusement la méthode traditionnelle

locale :

lére étape : Maturation / fermentation des laits
Les laits ont maturé dans des récipients fermés a température ambiante (moyenne des

températures pendant la période de prélévements : 18,57 °C + 6,33) pendant 16 a 24 h. Le but étant
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d’augmenter la charge microbienne originelle du lait cru de cheévre et plus particulicrement les

bactéries lactiques qui nous intéressent.

2¢me étape : Chauffage
Les laits fermentés mais pas encore coagulés ont ét¢ chauffés avec une légere agitation. La

préparation étant artisanale, la température de chauffage varie de 40 a 50 °C.

3¢me étape : Emprésurage
Une fois la température voulu atteinte, une petite quantité de chardon de Marie séché
«HAKKA» enroulée dans une gaze stérile a été ajoutée aux laits maturés (la quantité peut varier

selon le degré de maturation des laits : + 4 g); le chauffage et I’agitation ont encore duré 15 min.

4*™ &tape : Coagulation
Apres retrait de la présure, les laits étaient laissés a température ambiante afin de coaguler.
Le temps de coagulation change d’un lait a un autre et dépend de la nature du lait lui-méme. Cela

peut varier de 20~30 min a 14~16 h.

5™ étape : Egouttage
Apres D'obtention d’un coagulum ferme et 1’exsudation d’une quantité importante de
lactosérum, on a procédé a 1’étape de 1’égouttage en versant le tout a travers une passoire surmonté

d’un tissu propre (gaze, cheche ou tissu tres fin).

Apres un égouttage passif et rapide (5-10 minutes), le coagulum enroulé dans le tissu était
pressé pendant 20 min. Les Jbens une fois préparés ont directement été conservés a 4 °C puis

transportés au laboratoire pour étre analysés.

5. Etude physico-chimique des Jbens
a. pH

C’est la mesure de Dactivité H', sa valeur est mesurée grace a un pH-métre Princeton
Instruments” avec une sonde solide FC200 (Sonde pour fromage) qui est plongée directement au
cceur du fromage (Ardo et Polychroniadou, 1999).

b. Acidité titrable

Selon la méthode de référencé : AOAC (2005, standard 920.123) pour la mesure de I’acidité

dornic du fromage :

- 10 g de chaque Jben a été homogénéisé avec 90 ml d’cau distillée par Stomacher® 80 Biomaster pendant

10 min a vitesse maximale -300 rpm- (Owusu-Kwarteng et al., 2012).
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Apres filtration de la solution homogénéisée, 10 ml du filtrat obtenu pour chaque Jben a été

utilisée pour mesurer 1’acidité titrable comme cité dans le paragraphe 3.a.
L’acidité titrable : A (°D) = 10* V*9 (I’acidité a été diluée 1/10).
c. Taux protéique

Les taux des protéines a été mesuré selon la norme AOAC 991.20-23 (2005) pour fromage
frais par la méthode Kjeldahl (Subramanian et Rodriguez Saona, 2010) qui permet de mesurer
I’azote totale présent dans 1’échantillon, la valeur obtenue est multipliée par 6,38 (facteur propre

aux produits laitiers) pour avoir la valeur du taux protéique du fromage:

- Minéralisation/Digestion (durée 2~2,5 h): C’est la digestion de [’azote li¢ aux composés

organiques et sa transformation en sulfate d’ammonium (compos¢ inorganique) :

1. Mélanger avec précaution 3 g de Jben (= 0,1mg) avec 20 ml d’acide sulfurique (a 98 %), 1 ml
d’une solution de sulfate de cuivre (a 5 %, role de catalyseur) et 12 g de sulfate de potassium (avec
un taux d’azote bas).

2. Préchauffer le bloc thermique pendant 10 min a 200 °C.

3. Chauffer le mélange a 200 °C pendant environ 30 min.

4. Continuer a 420 °C pendant environ 90 min.

Retirer les échantillons du bloc thermique des que la digestion est finie, et les laisser

refroidir a température ambiante pendant 25 min.

- Distillation : Cela se passe dans un dispositif spécial qui permet d’obtenir des sels de borates

d’ammonium :

1. L’addition de 70 ml d’une solution de NaOH concentré en exces (a 30 %)
2. La distillation avec débit vapeur a 90 %
3. L’adjonction de 50 ml d’une solution d’acide borique (40 g/l) mélangée a 3 ml d’une solution

d’indicateur (solution de rouge de méthyl + solution de vert de bromocrésol 1:5 v/v).

- Titrage : la solution obtenue précédemment est titrée directement avec du HCI 0,1M (ou du

H,S0,) jusqu’a apparition d’une coloration rose.

_1,4007+(Ve—Vb)=Cs
Me

Le taux protéique est exprimé ainsi : P% * 6,38
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P % : taux /pourcentage des protéines dans I’échantillon
V. : volume de HCI obtenu pour le Jben

V4 : volume de HCI obtenu pour un essai blanc

Cs : Molarité de I’HC1

M : Masse exacte de 1’échantillon.

d. Taux de matiére grasse

Pour effectuer ce dosage au laboratoire de la Laiterie-Fromagerie Sidi Saada (wilaya de
Relizane), la méthode Van Gulik a été appliquée, cette technique est une variante de la méthode

Gerber et elle a été exécutée comme suit :

- Introduire 3 g de Jben dans un bécher de butyrométre a fromage.

- Ajouter de I’acide sulfurique (70 %, densité: 1525) jusqu’a ce qu’il recouvre le Jben dans le
butyrometre.

- Mettre le butyrométre dans un bain Marie a 80 °C jusqu’a ce que le Jben soit dissout.

- Ajouter Iml d’alcool isoamylique et 1ml d’acide sulfurique.

- Mélanger en inversant le butyromeétre fermé deux ou trois fois.

- Chauffer a 65 °C pendant Smin au bain Marie.

- Centrifuger a 1200 rpm pendant 5 min.

- Les graduations présentes sur le butyrometre permettent une lecture directe du taux de matiere

grasse, qui est exprimé en g/100 g (% w/w) de fromage (Ardo et Polychroniadou, 1999).

6. Milieux de cultures

- Les bactéries ont été isolées sur deux milieux gélosés : M17 a 1 % de lactose (pH 6,8 ~ 6,9) et
MRS acidifié (pH 5,5).

- Les purifications ont été effectuées sur milieu solide PCA additionné de 0,1 % de poudre de lait
écrémé.

- Pour les conservations et cultures fraiches, les bouillons M17 et MRS ont été utilisés.

- Le bouillon nitraté a été utilisé lors de la pré-identification des bactéries isolées.

- Le milieu PCA-lait gélosé a différents pourcentages de lait écrémé, a été utilisé pour effectuer
I’¢tude de la protéolyse ;

- le milieu triglycérides et MRS additionné de beurre ont été utilisés pour tester la lipolyse de
quelques souches bactériennes identifiées.

- Le milieu Clarck et Lubs et lait écrémé a été utilisé pour la recherche de la formation d’acétoine.

- Le lait écrémé a été€ aussi utilisé pour la recherche d’acétoine et le test d’acidification.
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7. Conservation des souches

Tous les isolats suspects des bactéries lactiques (gram positif et catalase négatif) sont

conserves :

7.1. Conservation de courte durée

Cette méthode est utilisée pour une conservation des souches a courte durée. Les souches
pures sont ensemencées sur bouillons MRS / M17 a pH 6.8, aprés une incubation de 16~18h ces
cultures pures sont conservées a 4°C, et le renouvellement des souches se fait toutes les 04 semaines

(Champagne et al., 2000).

7.2. Conservation de longue durée

Elle est employée pour une conservation des souches de 1 a 6 mois a -20°C et -86°C. Elle
s’effectue en congelant des cultures jeunes, ensemencées massivement sur milieux MRS / M17 a
pH 6.8 ou dans du lait écrémé. L’ajout de 30% d’un cryoprotecteur est nécessaire (le glycérol) pour

une bonne conservation (Champagne et al., 2000).

8. Isolements des bactéries lactiques

8.1. Homogénéisation des échantillons de Jben

A partir de chaque échantillon de Jben, 25 g ont été pesés et homogénéisés avec 225 ml
d’une solution d’hydrogenphosphate dipotassique (solution de K,HPO4 a 2 %) dans un Stomacher®

80 Biomaster pendant 10 min a vitesse maximale.

8.2. Isolement sur milieux sélectifs

Apres des dilutions décimales de la solution homogénéisée de chaque Jben avec une solution
de Ringer %, I’isolement microbien a été effectué¢ sur milieu Man Rogosa & Sharpe (MRS) gélosé
(De Man et al.,1960) a pH= 5,5 et incubé en anaérobiose a 37°C pendant 48 h, ainsi que sur un
milieu M17 gélosé (Terzaghi et Sandine, 1975) a pH= 7 et incubé a 25 °C et 42 °C pendant 24 h
(Tsakalidou et al., 1998).

8.3. Purification et conservation des isolats

La purification des souches a ¢été effectuée par des repiquages successifs (ensemencement
par épuisement) sur une gélose PCA additionnée de 0,1 % de poudre de lait écrémé de maticre
grasse et incubations a 30 °C pendant 24h jusqu’a obtention de colonies de méme forme, taille et

couleur.
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9. Identification des isolats de Jben de chévre
9.1. Pré-identification des isolats

La pré-identification s’est basée sur les caractéristiques générales (physiologiques et
biochimiques) des bactéries lactiques qui sont I’examen microscopique a 1’état frais, la coloration

de Gram, la recherche de la catalase, de I’oxydase et de la nitrate réductase (Dellaglio et al., 1994).
- Examen microscopique

Observation a 1’état frais d’un frottis bactérien étalé entre une lame et une lamelle dans une
goutte d’eau distillée stérile au grossissement x40. Cela nous permet d’apprécier la mobilité ou

I’immobilité des isolats.

- Recherche de la catalase

La catalase enzyme est capable de décomposer I’eau oxygénée selon la réaction :
2H,0p —» 2H,0+0,

Une colonie est mise en suspension avec une goutte de solution de peroxyde d'hydrogene
(10 volumes) sur une lame. La réaction positive se traduit par un dégagement immédiat de bulles de

gaz (O,) (Marchal et al., 1991).
- Coloration de Gram

Les isolats ont ét¢ soumis a la coloration de Gram. Ce test permet de différencier les
bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif ainsi que le mode de regroupement des bactéries

et leur forme (Singleton, 1999).
- Recherche de I’oxydase

Les oxydases, sont des enzymes qui interviennent a la fin des étapes de déshydrogénation
des chaines de cytochromes. Il en existe plusieurs types. Elles sont mises en évidence par leur

propriété a catalyser la réaction d’oxydation d’un substrat organique par I’oxygene de 1’air.

Un disque « OX » (contenant du tetramethyl-p-phenylenediamine) est placé sur une lame et imbibé
d’une goutte d’eau distillée puis une colonie est déposée a la surface. Une coloration rose se

manifeste en quelques minutes en cas de réaction positive.
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- Recherche de nitrate réductase

L’enzyme nitrate réductase, transforme les nitrates en nitrites, elle est mise en évidence en
deux étapes, d’abord par la recherche du produit, puis par la confirmation de la disparition du
substrat, car un résultat négatif a la premicre étape peut aussi signifier qu’il y a bien eu réduction du

nitrate, et que les nitrites ont été transformés par dénitrification en Diazote.

- Pour cela on ajoute a une culture fraiche (ensemencée a 1%) de la bactérie sur bouillon nitraté (a
30 °C pendant 24 a 48 h) 3 goutes des réactifs de Griess NR1 et NR2 (I’acide sulfanilique et du

naphtylamine) et aprés 15 min a ’air libre on observe le 1er résultat.

Le résultat est positif s’il y a la présence de nitrite dans le milieu et qui se traduit par
I’apparition d’une coloration rouge/rose. Si le résultat est négatif (pas de changement de couleur) on

procede comme suit :
- On ajoute de poudre de Zinc et ’observation se fait aprés 5 a 10 min a ’air libre.

Le résultat est positif s’il n’y a plus de nitrates dans le milieu, et donc pas de changement de
la couleur du bouillon (qui reste jaune). Le résultat est négatif s’il y a apparition d’une coloration

rouge au niveau du milieu (due a la présence de nitrate non réduit en nitrite).

Les bactéries Cat-, Ox-, Nit- et G+ sont retenues pour la suite des tests car elles sont

présumées Etres des bactéries lactiques.

9.2. Identification des isolats
9.2.1. Préparation des isolats

A partir des cultures pures de chaque isolat & identifier, une colonie est repiquée par stries
sur un milieu gélosé¢ PCA-lait et incubé a 30 °C pendant 72 h, puis conservés moins d’une semaine
a 4 °C. Les boites de Petri contenant ces isolats purifiés sont ensuite transportées a 4 °C au Centre

de Recherche « CRAPC » de Bou-Ismail (wilaya de Tipaza) pour I’identification au MALDI TOF.

9.2.2. Identification au MALDI TOF

Cette méthode se base sur la comparaison de I’empreinte du protéome de chaque isolat a
celles se trouvant dans une banque de données, par un logiciel spécifique. L’empreinte est générée
aprés une ionisation des colonies (des protéines) par un bombardement laser discontinu, les
protéines vont rester séparées grace a une matrice HCCA et vont étre dissociées par leurs poids et

détectées grace a leurs temps de vol.
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Pour cela quelques colonies, de chaque isolat, ont été récupérées avec le bout d’un cure-dent

stérile, puis ont été étalées en fine couche sur un spot d’une plaque cible. Chaque film bactérien a

été¢ mélangé a 1 ul d’acide formique 70 %.

Puis 1pl d’une solution de matrice HCCA (HCCA Matrix, BrukerDaltonics) a été ajouté a
chaque spot. La plaque (la cible) a été laissée a température ambiante afin que les mélanges se

cristallisent.

Le premier spot de la plaque ne contenait que la matrice HCCA seule (le blanc) et dans le
second spot, une souche Escherichia coli DH5a a été utilisée comme standard pour le calibrage de

I’appareil.

Une fois la cible séchée, elle a été introduite dans 1’appareil, 1’analyse commence apres
récupération du vide dans la chambre de la cible (Figure 11). L’analyse a été faite selon les
instructions d’utilisation de Bruker Microflex MALDI-TOF MS instrument (Bruker Daltonics,
Germany), opérant en mode linéaire d’ion positif, dans un intervalle de masse compris entre 2000-

20000 Da (Nacef et al., 2016).
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Figure 11 : Représentation du principe de I’identification par MALDI TOF

9.2.3. Lecture des résultats

Les spectres de masse enregistrés lors de la manipulation ont été analysés par le logiciel
MALDI Biotyper 4.0 software database (Bruker Daltonics, Germany) et comparés avec les profils
fournis par sa base de données. Les similarités ont été exprimées par une valeur score (log score) ; il
n’y a que les scores au-dessus de 1,7 qui ont été pris en compte comme étant des identifications, les

scores en dessous de 1,7 ont été refusés.

Le logiciel a classé les scores obtenus comme suit :
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- Les scores entre 1,7 et 2,0 impliquent une probable identification au niveau du genre.

- Entre 2,0 et 2,3 ces scores représentent une identification probable au niveau de I’espéce avec un
genre sécurisé.
- Au-dela de 2,3 les identifications ont une haute probabilité d’identification de 1’espece.

- Le score 3,0 est considéré comme un score parfait d’identification (Nacef et al., 2016)

10. Etudes des interactions
10.1. Interactions entre les souches isolées

Les inhibitions des souches entre elles ont été étudiées par la méthode de culture
séquentielle décrite par Fleming et al (1975). Parmi les souches isolées et identifiées au MALDI
TOF MS, 12 souches appartenant aux genres Lactococcus et Leuconostoc ont été testées en

supposant que chaque souche peut étre inhibitrice ou indicatrice :

- A partir de cultures fraiches, 11 souches (parmi les 12 a tester), sont ensemencées chacune en spot
sur un milieu M17 solide (lactose a 1 %, pH 6,8) puis incubées a 30 °C pendant 24 h. Ces souches

sont considérées comme « inhibitrices ».

- A partir d’une culture overnight sur bouillon M17 de la souche considérée comme « indicatrice »
(la 12°™ souche), 0,5 ml est ensemencé dans 7 ml de gélose molle de M17 (lactose & 1 %, pH 6,8)

maintenue a 1’état liquide a 35 °C.

- Apres avoir observé une croissance pour toutes les souches, la gélose molle est coulé a la surface

de la boite directement sur les spots puis incubée de 24 4 48 h a 30 °C.

L’inhibition apparait sous forme de zone claire autour de la souche « inhibitrice », le

diameétre de cette zone est mesuré en millimeétre.

Les résultats de cette étude vont permettre de choisir des souches pour former une

communauté microbienne.

10.2. Interactions au sein de la communauté

Suivant la méthode décrite dans la partie 10.1, les inhibitions au sein de la communauté ont
été étudiées, considérant a chaque fois une des 6 souches sélectionnées comme indicatrice et les

autres souches en communauté de 5 comme inhibitrices.

11. Choix de 1a communauté

Le choix de la communauté s’est fait selon les résultats des interactions entre les 12 souches

de bactéries lactiques (partie 10.1) et des scores d’identification au MALDI TOF/MS, les souches
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sélectionnées n’exprime aucune inhibition les unes envers les autres. De plus le score de

I’identification doit étre au-dessus de 1,9.

Pour chaque teste mené sur la communauté un volume égal d’une culture pure fraiche de

chacune des souches a été prélevé (1:1:1:1:1:1).

12. Choix des ferments

Plusieurs ferments ont été sélectionnés a partir des souches de la communauté et des
résultats de certaines aptitudes testées. Chaque ferment est composé d’une souche Lactococcus

lactis et une autre de Leuconostoc mesenteroides.

Pour les tests d’aptitudes technologiques ; les inocula ont été ensemencés a partir de cultures
pures avec un rapport de 2:1 v/v pour respectivement 1 souche L. lactis et 1 souche Ln.

mesenteroides.

13. Aptitudes technologiques

Une partie des souches isolées, la communauté constituée ainsi que les différents ferments
sélectionnés ont subi des tests pour déterminer leurs aptitudes technologiques, les concentrations a
partir desquelles les souches ont été ensemencées a partir de cultures overnights dans un bouillon

M17, et la concentration des inocula étaient de 1’ordre de 10° ufc/ml.

13.1. Production d’acétoine :

La capacité a produire de ’acétoine a été recherchée de la maniére suivante :

- Inoculation a 1 % dans 10 ml de lait écrémé (reconstitu¢ a 10 %) stérile ;

- Inoculation a 2 % dans 4 ml de bouillon Clark & Lubs ;

- Incubation des tubes a 30 °C pendant 24 h ;

- Ajout de 4 gouttes de VPI (a-naphtol) et VPII (Hydroxyde de potassium/sodium) ;
- Agitation des tubes de bouillons Clark & Lubs ;

- Observation du résultat apres quelques minutes a ’air libre.

La réaction positive se traduit par I’apparition d’un anneau rose a la surface des milieux.

13.2. Lipolyse

La lipolyse a été mise en évidence sur gélose aux triglycérides pour les isolats et sur Milieu
MRS gélosé, additionné de d’un substrat lipidique qui est le Tween 80 a raison de 10 ml/L (adapté

de Helist et Korpela., 1998) pour la communauté, les ferments et quelques souches.
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Pour cela 5ul de chaque inoculum ont été¢ déposés a la surface de disques stériles disposés

sur le milieu de culture. L’observation se fait apres une incubation a 30 °C pendant 24 a 48 h.

La lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement autour des disques accompagné d’un
dépot (Guiraud, 2003), il s’agit de cristaux de sels de calcium (Plou et al., 1998); la précipitation

des cristaux de savon calcique est visible a 1’ceil nu.

13.3. Protéolyse

L’activité protéolytique a ét¢ mise en évidence sur des milieux PCA-Lait a différentes
concentrations de lait écrémé : 1% - 2% - 4% - 5% - 8% - 10% (ce dernier pour les ferments). La

méthode suivi est la méme décrite dans le paragraphe 13.2.

Le résultat positif se traduit par une zone de lyse (claire) de plus de 0.5mm autour de la

biomasse qui sera mesurée (en mm)

13.4. Pouvoir acidifiant

La mesure de ’activité¢ d’acidification consiste a suivre d’une part 1’évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément 1’acide lactique par

la soude Dornic.

Les souches, la communauté et les ferments ont été ensemencée a 1% dans du lait écrémé

stérile chacun a partir de cultures overnights puis incubés a 30 °C (Macijewski et al., 1998).

Les mesures du pH (méthode décrite dans le paragraphe 3.b.) et de D’acidité titrable

(paragraphe 3.a.) ont été prises toutes les 2 h a partir de I’heure 0 jusqu’a 20 h d’incubation.

14. Fabrication de fromage frais

Les ferments sélectionnés ont servi a préparer des fromages frais qui ont par la suite été

soumis a I’appréciation d’un jury pour réaliser une évaluation sensorielle pour chacun d’eux.

14.1. Essais de fabrication

Les ferments sélectionnés ont été préparé de la maniere suivante :

a. Préparation du levain

- Une culture overnight dans un bouillon M17 incubé a 30 °C est réalisée pour chaque souche.
- Dans 100 ml de lait écrémé stérile (pour chaque souche) la souche est ensemencée a 3 % avec une
concentration de 10® ufc/ml.

- Les laits inoculés sont incubés a 28 °C pendant 24 h.
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b. Préparation du lait

- Du lait entier enrichi en protéines est reconstitué puis chaufté a 95 °C pendant 20 secs.
- Le lait stérile est laissé a « maturer » quelques heures avant son utilisation afin de permettre une

meilleure dissolution des grains de poudre et une meilleure homogénéisation avec I’eau ajoutée.

c. Préparation du fromage

- Le lait est chauffé au bain Marie a 30 °C, avec une légere agitation.
- Le levain est incorporé¢ dans le lait a raison de 5 % (80 % de souches Lactococcus lactis et 20 %

de Leuconostoc mesenteroides) en deux étapes :

=  D’abord la souche Lactococcus lactis est ajoutée au lait qui est ensuite incubé a 25 °C

pendant 5 h ;

= Puis la souche Leuconostoc mesenteroides est ajoutée avec une légere agitation ;
= Le lait est incubé ainsi a 25 °C pendant 9 h (soit en tout 14 h d’incubation).

- Apres la coagulation, le caillé lactique formé est chauffé a 42 °C pour faire remonter le lactosérum
- L étape d’égouttage est réalisée de manicre spontanée a 1’aide de passoire et ne dure que quelques
minutes afin de garder une haute teneur en humidité dans le fromage frais.

- Les fromages sont mis dans des moules puis conservés a 4 °C.

14.2. Evaluation sensorielle des fromages préparés

Le test d’évaluation sensoriel des fromages fabriqués a été organisé avec un panel naif au

laboratoire de recherche LSTPA, afin de définir les impressions générales du jury.

La dégustation des fromages frais préparés s’est déroulée en 2 fois, dans des conditions
normalisées visant surtout a réaliser un test hédonique et voire 1’acceptation ou le rejet des fromages

par les participants qui sont des étudiants non entrainées mais aussi des enseignants universitaires.

Les échantillons de fromages a tester ont été présentés aux dégustateurs, anonymement, dans
des assiettes en plastique blanches (Figure 12) avec des couverts blancs, du pain pour effacer le

gout de chaque échantillon apres sa dégustation et de I’eau pour réchauffer leurs palais (Norme ISO

13302).

Les fromages ont été dégustés par groupe de 4 afin de ne pas créer une confusion chez les

dégustateurs. Les fiches de dégustation sont produites en annexe.
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Figure 12: Composition de chaque poste de dégustation.

Un fromage frais industriel « type petit-suisse » a été utilisé lors d’une séance afin de

permettre au panel de le comparer aux fromages frais préparés.

I1 a ét¢ demandé au panel de classer les fromages du plus aimé au moins apprécié (de 1 a 4)
et donner leur impression générale au choix (Guyot-Declerck et al., 2001) qui sera noté comme

suit :

J’aime beaucoup ce produit : 4

J’aime bien ce produit : 3

Je n’ai pas d’impression sur ce produit (indifférent): 2
Je n’aime pas ce produit : 1

Je déteste ce produit : 0

- Ainsi que de justifier si possible cette impression et ce classement.

A TDissue de la dégustation des 4 fromages en leur état (nature) aprés fabrication, deux
fromages ont été sélectionnés pour subir un lissage et une 1égére aromatisation (sel et ail) puis

reproposé au panel afin de les rejuger sous cet aspect plus proche de celui du témoin.

15. Analyse statistique

Les statistiques descriptives (Moyenne + écart type) pour chaque paramétre ont été fournies.
Le mode¢le linéaire généralisé (GLM) a été appliqué pour mettre en évidence I’effet de la souche, de

la concentration et leur interaction.

Le test de Duncan de comparaison multiple a été appliqué pour séparer les moyennes. Les

analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel SPSS (version 20).
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1. Etude physico-chimique des laits

Les moyennes des mesures des parametres physico-chimiques sont présentées dans le
tableau 13. Les laits E1, 3, 4, 5 et 6 ont un pH et une acidité dans la norme sauf le lait E2 qui a un
pH plus bas, leur transport vers le laboratoire a été fait dans de bonne conditions, quant au lait n°2,

il est devenu plus acide sans doute a cause de mauvaises conditions de conservation et de transport.

Les 6 lait présentent des taux protéiques plus bas que la norme, sauf le E1 qui a un taux
acceptable, le cas est le méme pour le taux de matiere grasse (taux bas), sauf pour I’échantillon n°1
qui pourrai étre di a une erreur de manipulation, la composition des lait et ses parameétres physico-
chimiques dépendent fortement de plusieurs facteurs pouvant les influencer, la zone géographique
et I’environnement ainsi que les différences entre les élevages ont ici une trés grande importance
qui pourrai expliquer ces taux bas. les caractéristiques physicochimiques des laits crus dépendent
aussi de la race des animaux et de leur alimentation (Poznanski et al., 2004). L hypothése du

mouillage du lait lors de la collecte est aussi a prendre en considération.

Tableau 13 : Résultats de 1’étude physico-chimiques des laits de cheévres prélevés dans la wilaya de

Naama.
Acidité Taux Taux de
Echantillon Origine pH titrable protéique matiére
% % grasse %
Valeurs * 0,14 — sk -
standards - 6,45 — 6,90 017" 3.47 3,61
E1 Ain Sefra 6,47+0,005 0,17+0,1 3,5 5,06
E2 Mecheria 6,17+0,05 0,23+0,1 2,68 1,8
E3 El Biodh 6,52 0,14+0,01 1,89+£0.006 0,97
E4 Naama 6,39+0,01 0,16+0,02 2,18 2,05+0,03
ES Tiout 6,56 0,14 2,93 2,63
E6 Assla 6,48+0,011 0,16+0,01 3,24 3,38

(* Remeufet al., 1989 ; **Veinglou et al., 1982 ; *** Guo et al., 2001)

2. Etude des Jbens préparés artisanalement

Les Jbens (Figure 13) ont été préparés a partir des laits précédents, et les résultats des

analyses physicochimiques sont présentés dans le tableau 14.
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Il n’y a pas beaucoup d’études ayant porté sur 1’étude du Jben de chévre, il est donc difficile
de comparer nos résultats a d’autres. Le pH et I’acidité titrable sont les deux parameétres les moins
variables du Jben de maniére général (Benkerroum et Tamime., 2004) et on remarque que les
valeurs du pH des Jben se rapprochent les unes des autres mais sont inférieures a celle trouvée par
Benyagoub et al (2016), quant a 1’acidité titrable qui est la quantité d’acide lactique produite, elle

varie beauoup et 5 des 6 Jbens sont plus acides que les valeurs proposé par le méme auteur.

Les moyennes de D’acidité titrable sont exprimées en degré Dornic, quant aux taux de

protéines et de matiere grasse, ils sont présentés en g/100g de fromage.

Tableau 14 : Résultats de 1’étude physico-chimiques des Jben de chévres de la wilaya de Nadma.

Lait Acidité Taux Taux de matiére
. . . re /100

Echantillon , - gine Origine pH titrable (D°) ?gr/(itoe(l)ge grasse (g/100g)
Valeurs - - 551+0,1° 254 +40,6" ] 56,12 + 12,28"
standards

Jbenl El Ain 4,98+0,04 22 18,62+0,39 13

Sefra

Jben2 E2 Mecheria  4,94+0,17 44 17,81+0,18 10,25

Jben3 E3 ElBiodh  4,76+0,017  67.5+6.36 13,25+0,25 8,5

Jben4 E4 Naama 4,87 54 18,63+0,115 11,5

Jben5 E5 Tiout 4,81+0.006 44 17,38+0,06 11,25

Jben6 E6 Assla 5,02+0.07 31.5+4.5 18,97+0.24 12,5

(" Benyagoub et al., 2016)

La teneur en maticre grasse et en protéines sont les principaux parametres de la matiere
solide du fromage qui varient (Ouadghiri et al., 2005). Le taux de matiére grasse varie entre
8,5g/100g de fromage a 13g/100g, ce qui est une grande marge, avec des valeurs plutot basses par
rapport a celle de Benyagoub et al (2016), de méme pour le taux protéique qui va de 13,25g/100g de

fromage a 18,97g/100g. Ces variations peuvent étre dues a la durée de 1’égouttage du Jben.

Les variations trouvées dans les parametres physicochimiques de cette étude reflétent bien le
fait que le Jben reste un fromage frais traditionnel aux caractéristiques indéfinies et inconstantes,
cela est dii aux méthodes artisanales utilisées pour sa préparation (Salmeron et al., 2002), les
caractéristiques physicochimiques des fromages dépendent de celles du lait cru qui dépendent a

leurs tour de I’espéce et la race des animaux et de alimentation (Poznanski et al., 2004).
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Figure 13 : Aspect d’un Jben de Nadma préparé par méthode artisanale.

3. Isolement des bactéries lactiques

A T’issu des isolements & partir des 6 échantillons de Jbens de chévre, 120 isolats ont été
purifiés et testés afin de définir la flore lactique du Jben. L’isolement sur gélose MRS acidifié et en
condition d’anaérobiose a été plus difficile que sur gélose M17 (Figure 14), trés peu de colonies

exploitables ont été isolées sur MRS et certaines boites de Petri ne contenaient aucun isolat.

Figures 14: Aspect des colonies a I’isolement sur gélose M17 (a gauche) et MRS (a droite)

4. Identifications des isolats

4.1. Pré-identification des isolats

L’examen macroscopique des 120 isolats purifiés a permis de sélectionner ceux présentant
des colonies blanchatres, lisses, a contour régulier et de méme taille avec un diametre de 0,1 a

0,5mm (Figure 15).

A I’issue des observations macroscopiques et microscopique (I’observation & 1’état frais et la
coloration de Gram) des 120 isolats testés ainsi que des résultats des différents tests effectués, 65

isolats ce sont révélés immobiles, Gram positif (Figure 16), catalase, oxydase et nitrate réductase
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(Figure 17) négatives, ils ont donc été retenus pour la suite des travaux et présumés étre des souches

lactiques.

Figure 15 : Aspect macroscopique de deux isolats purifié sur Milieu solide PCA-Lait
Par ailleurs I’observation microscopique lors de la coloration de Gram des isolats a révélé

une dominance de la forme cocci en paire ou en agrégats.

Figure 17 : Résultat négatif du test de recherche de la Nitrate réductase pour certains isolats.
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Ces premiers résultats montrent que les bactéries lactiques sont dominantes dans la
microflore des Jbens de chévre de la wilaya de Nadma et qu’ils représentent 57,17% des

microorganismes isolés des Jbens.

4.2. Identification au MALDI TOF /MS

Une partie des 65 isolats présumés lactiques ont été identifiés au MALDI TOF / MS, les
résultats (Tableau 15) ont confirmé leur appartenance aux bactéries lactiques et nous ont permis de
connaitre la distribution des genres pour les souches identifiées. L’analyse des spectres de masse au
MALDI TOF nous a permis d’identifier 36 isolats sur les 46 testées, et nous a montré la présence de

3 genres : Leuconostoc, Lactococcus et Enterococcus.

La dominance du genre Enterococcus a été observée (24 souches) avec un pourcentage de
66.66% partagé sur 4 especes : E. durans (20 souches), E. faecalis (2 souches), E. faecium (1
souche) et E. hirae (1 souche). Il y a une absence totale des genres Lactobacillus, Streptococcus et
Pediococcus parmi les isolats identifiés. On note aussi une présence presque équivalente des genres

Lactococcus et Leuconostoc (6 souches pour chaque genre).

Les genres Lactococcus et Leuconostoc sont représentés uniquement par une espéce chacun
avec des proportions équivalentes : L. lactis (6 souches) et Ln. mesenteroides (6 souches) avec un

pourcentage de 16.67% chacun.

Ln.mesenteroides
6
Ent. hirae l
1
Ent. faecium L. fae
1 2

Figure 18: Distribution des especes de bactéries lactiques identifiées par MALDI TOF MS.

Cette composition (Figure 18) n’est pas évoquée dans la bibliographie car il n’existe pas
réellement une étude détaillée sur la composition de la population en bactéries lactiques du Jben de
chévre Algérien, et bien que I’identification n’ait pas concerné tous les isolats obtenus lors des
isolements, nous pouvons grace aux souches identifiées avoir une idée sur la composition de la

microflore lactique de ce fromage.
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La diversité microbienne de la microflore d’un fromage traditionnel est fortement liée a la
composition du lait cru utilis€ pour la préparation (Tormo et al., 2011) ainsi que la méthode
artisanal suivie et la nature des les outils utilisés (Nacef et al., 2016). Dans notre cas, le lait de
chévre Algérien est dominé par le genre Enterococcus (Cheriguene et al., 2007) retrouvé en
majorité dans nos Jbens, et les proportions des genres Lactococcus et Leuconostoc ont aussi été
notés dans les travaux de Badis et al (2004a) sur le lait de cheévre de la race Arabia. D’autre part les
especes identifiées dans notre étude ont toutes été retrouvées dans la composition de la microflore

lactique du lait de chévre (Callon et al., 2007).

Quant aux étapes suivies lors de la préparation traditionnelle du fromage, elles ont contribué
a enrichir le Jben et lui donner sa flaveur et ses caractéristiques organoleptiques (Montel et al.,
2014). La nature du caillé¢ lui-méme, les outils utilisés, le chauffage du lait, la présure végétale
utilisé, ’absence de sel, I’humidité tout au long du processus de fabrication, ont tous contribué a

favorisé la proliférations des espéces retrouvées (Callons et al., 2011).

Les autres facteurs pouvant influencer cette composition sont 1’alimentation des chévres,
I’hygiéne lors de la traite, et de la préparation du fromage. Les mauvaises conditions d’hygiéne
aurait pu favoriser le genre Enterococcus au détriment du genre Lactobacillus (Montel et al., 2014),
sans oublier la fermentation spontanée a 16°C du lait de chévre qui a I’origine est riche en especes
de bactéries lactiques mésophiles qui a pu favoriser ces dernieres et inhiber la croissance des genres

et especes thermophiles.

La nature du fromage (frais donc pas d’affinage) a elle-méme rendu impossible le
développement d’une flore d’affinages riches en différentes especes heterofermentaires (Tormo et

al., 2011).
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Tableau 15 : Identification des souches isolées par MALDI-TOF/MS avec le score de chaque souche.

Nouveaux

Nouveaux

N° |Codes [Identification au MALDI TOF codes Scores | N° | Codes |Identification au MALDI TOF codes Scores
1 G2 |Enterococcus faecalis EflJC1 | 2.246 |19 | NH’4 |E. durans EdJC6 | 2.189
2 | G’3 |Leuconostoc mesenteroides LmJC1 | 2.014 |20 |[NH’10 |E. durans EdJC7 | 2.144
3 | G’1 |E. durans Ed JC1 2.115 | 21 RF5 |E. durans Ed JC8 1.911
4 | G”3 |E. durans EdJC2 | 2.051 |22 | RF9 |E. durans EdJC9 | 2.000
5 H2 |Ln. mesenteroides LmJC2 | 1.785 |23 | RF10 |E. durans EdJCI0 | 2.195
6 | H5 [|E. durans EdJC3 1.909 |24 RI1 |E. durans EdJCI1 | 2.204
7 | H’1 |E. durans EdJC4 1.963 | 25 RI2 |E. durans EdJC12 | 2.197
§ | Npy | L mesenteroides subsp- |y g3 | 2099 |26 | RIB|E. durans EdJCI3 | 2232
9 | ND3 |E. faecium EfJC1 2.308 |27 RI4 |E. durans EdJC14 | 2.189

10 | NDg | Lactococeus lactic subsp-— 1y 501 | 2089 (28 | RIS |E. durans EdJCI5 | 2.084

11 | ND7 |Ln. mesenteroides LmJC4 | 1912 |29 RI9 |E. durans EdJCl6 | 2.235

12 | Npg | L mesenteroides subsp. 1y 1 yes | 2200 (30 | WOAS |L. lactis subsp. lactis LLJCS | 2.042

13 | ND9 |L. lactis L1JC2 1.986 | 31 | WUI7 |L. lactis subsp. lactis L1JC6 1.965

14 | NDI10 |L. lactis L1JC3 1.813 |32 | YOL |E. durans EdJC17 | 1.835

15 | NE [|E. hirae EhJCI 2210 |33 | YOL2 [E. faecalis EflJIC2 | 2.150

16 | NF1 | Ln-mesenteroidessubsp. 1y 1 ye6 | 1834 (34 |YOLIO |E. durans EdCI8 | 1.836

17 | NF3 |L. lactis subsp. lactis L1JC4 | 2207 |35 | YOL’ [E. durans EdC19 | 1.996
18 | NH’3 |E. durans EdJC5 2.065 |36 |YOL*1 |[E. durans Ed C20 1.981
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Résultats & Discussion

5. Etude des interactions

5.1. Formation de la communauté

Pour la formation de la communauté bactrienne, seules les 6 souches du genre Lactococcus

et les 6 souches du genre Leuconostoc ont été sélectionnées pour le test de Fleming.

Les résultats du test d’interactions entre les 12 souches testées (Figure 19) présentés dans le
tableau 16, montrent qu’il y a bien inhibition entre certaines souches méme faisant partie de la
méme espece. Seules deux souches LIJC1 (Lactococcus lactis JC1) et LmJC3 (Leuconostoc
mesenteroides JC3) n’inhibent aucune souche ni ne sont inhibées par les autres souches testées.
D’un autre coté nous avons deux autres souches (LIJC3 et LIJC5) qui inhibent presque toutes les
autres souches (sauf LIJC1 et LmJC3). Ces deux souches ne sont pas qualifiées pour faire partie

d’une communauté bactérienne ni pour faire partie d’un ferment lactique.

Certaines souches s’inhibent réciproquement qu’elles soient de la méme espece
(LUC3/LIIC4 ; LIC3/LIIC4 et LIJCA/LICS) ou d’espéces différentes (LmJC4/LIJCS). Les

Lactocoques semblent étre les plus inhibiteurs.

Figure 19 : Quelques résultats des interactions des 12 souches identifiées : Lactococcus lactis et
Leuconostoc mesenteroides.

80



Reésultats & Discussion

Tableau 16 : Résultats des interactions entre les 12 souches testées.

Les souches inhibitrices
souches

indicatrices | [ yrC1 | LmJC2 | LmJC3 | LIJC1 | LmJC4 | LmJC5 | LJC2 | LC3 | LmIC6

.: Inhibition; -: Résultats variable (dans la limite seuil);.: (NT) Interaction non testée.

Le choix des souches pour former une communauté microbienne s’est basé sur deux
criteres : d’abords un score d’identification au MALDI TOF / MS élevé (plus de 2.0), ensuite ne
présentant aucune inhibition par rapport aux autres souches sélectionnées. La communauté choisie
comporte donc 3 différentes souches de Lactococcus lactis (LIJIC1, LIJC2 et LIJC4) et 3 autres

souches différentes de Leuconostoc mesenteroides : (LmJC1, LmJC3 et LmJCS).

5.2.Etude des inhibitions dans la communauté

Les inhibitions au sein de la communauté ont été testées par la méthode Fleming. Comme on
peut I’observer dans la figure 20, il n’y a aucune zone d’inhibition, la croissance de chaque souche
testée comme indicatrice n’est pas inhibée par le reste de la communauté en culture mixte. Les

résultats obtenus montrent qu’il n’y a pas d’inhibition entre les souches au sein de la communauté.
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Résultats & Discussion

Figure 20 : Quelques résultats des interactions communauté¢ - souche.

6. Choix des ferments

Le choix des ferments s’est fait selon le méme principe que le choix des souches pour la
communauté, a savoir des souches avec un score d’identification élevés et ne présentant pas des
inhibitions de croissance entre elles. Elles ont d’ailleurs été choisies parmi les souches qui
composent la communauté. Ajouté a cela, les recommandations des professionnels de la fromagerie
et des regle d’usages dans ce domaine : chaque ferment pour fromage frais est constitué de deux

souches mésophiles : & 80 % par un Lactococcus et 20 % par un Leuconostoc.

Le seul point proposé par nous a été d’associer une souche productrice d’acétoine a une

autre non productrice, ce qui nous a donné 5 ferments qui sont les suivants :

Tableau 17 : Liste des ferments et leurs compositions en souches lactiques.

F1 LmJC1 + LIIC4
F2 LmJC1 + LIJC2
F3 LmJCI1 + LUCI
F4 LmJC3 + LIIC4
F5 LmJCS + LIIC4

7. Aptitudes technologiques

Les aptitudes technologiques des 65 souches ont été tests, ainsi que ceux de la communauté
et des cinq ferments proposés. Les résultats des souches composants la communauté sont présentés

dans les mémes tableaux que cette derniere afin de comparer les données.
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Reésultats & Discussion

7.1. Production d’acétoine

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques a
partir de différents substrats qui participent aux qualités organoleptiques des produits fermentés

(Cholet, 2006), dont 1’acétoine responsable du gout du beurre.

Pour le test de production d’acétoine on a noté 3 observations (Tableau 18) : la présence de
souches productrice d’acétoine, la présence de souche négative a cette production et de des souches

ayant des résultats variables.

Parmi les 65 isolats et souches testés (Figure 21), seulement 23 sont producteurs d’acétoine
(et donc 42 souches ou isolats négatif a ce test). Pour les souches identifiées et positives a la
production d’acétoine, on note : 12 Enterococcus durans; 1 E. hirae; 1 E. faecium; 3 Lactococcus

lactis et 1 Leuconostoc mesenteroides.

Il y a 3 souches présentant des résultats d’abord positifs a la formation de ce composé

aromatique, ensuite négatifs lors du test avec la communauté et les ferments.

Les résultats positifs a ce test sont assez attendus, car 1’espéce Lactococcus lactis ainsi que
beaucoup de souches Leuconostoc mesenteroides sont naturellement productrices d’acétoine et cela

des le début de I’acidification (Corrieu et Luquet, 2008).

Quant aux résultats négatifs, ils sont en accord avec ceux de Badis et al (2005) et Hansal
(2015), en effet méme si I’espece Leuconostoc mesenteroides est capable de métaboliser le citrate
ainsi que d’autres sucres fermentescibles, beaucoup de souches ne sont pas productrices d’acétoine

pour autant (Hegazi et Abo-Elnaga, 1980; cités dans Hansal, 2015).

Pour les souches Lactococcus lactis ainsi qu’aux isolats lactiques présentant des résultats
négatifs, plusieurs explications sont possible: - par rapport a la voie de biosynthese de 1’acétoine par
décarboxylation non oxydative de 1’a-acétolactate, il est possible d’avoir des souches naturellement
déficientes en a-acétolactate décarboxylase (Monnet et al., 1994) qui d’une part a une faible affinité
au substrat (I’a-acétolactate) et d’une autre part est codée par un gene faisant partie de 1’Opéron
responsable de la biosynthese des acides aminés branchés (Leucine, Isoleucine et Valine) (Goupil-
Feuillerat et al.,, 1997), cela est di a I’adaptation des lactocoques au lait qui aurai engendré

I’extinction de I’expression des génes responsable de cette biosynthése (Godon et al., 1993).
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Reésultats & Discussion

Tableau 18 : Résultats du test de production d’acétoine des isolats et des souches identifiées.

N° slszl:lllt:; acétoine  N° Slszl::es:i acétoine  N° SI(::I:;::: acétoine
1 EflIC1 - 23 L1JC4 + 45 Ed JCI15 +
2 Lm JCI + 24 NH’1 - 46 EdJC16 +
3 Ed JCI + 25 NH2 - 47 RI10

4 EdJC2 - 26 Ed JC5 - 48 RM1 -
5 LmJC2 - 27 Ed JC6 + 49 RM2 -
6 EdJC3 - 28 NH’8 - 50 RM4 +
7 H’1 + 29 NH’9 - 51 RM6 -
8 Ed JC4 + 30 Ed JC7 + 52 RM7 -
9 H’3 - 31 RF1 - 53 L1JC5 +
10 H7 - 32 RF2 - 54 WOA6 -
11 LmJC3 v 33 RF3 - 55 WOA7 -
12 EfIC1 - 34 RF4 - 56 WUIS -
13 ND4 - 35 EdJCS + 57 LIJC6 -
14 ND5 - 36 RF8 - 58 EdIC17 -
15 LIC1 v 37 EdJC9 + 59 Yol -
16 LmJC4 - 38 EdJC10 + 60 EfIC2 +
17 LmJCS5 - 39 EdICI11 + 61 Yol3 -
18 L1IJC2 v 40 EdJC12 - 62 Yol9 -
19 LIJC3 + 41 EdJC13 + 63 EdJIC18 -
20 EhJC1 + 42 EdIC14 - 64 EdIC19 +
21 LmJC6 + 43 RI5 + 65 EdJC20 -
22 NF2 - 44 RI6 -

+ : Production d’acétoine; - : pas de production d’acétoine.

- Quant a la voie de synthese de 1’acétoine a partir du diacétyl, I’activit¢ de 1’enzyme
diacétyl/acétoine déshydrogénase est fortement inhibée par I’activité lactate déshydrogénase (LDH),
cette dernicére est en compétition avec la NADH oxydase (NOX) et vis-a-vis du NADH, et pour
certaines souches a haute concentration d’activit¢ LDH, il y a une baisse voire un arrét de la

production de I’acétoine car il y aura baisse de 1’activité¢ NOX (Roncal et al., 2016).

Les souches ayant un résultat changeant ont peut-étre tout simplement perdu cette activité et

sont devenues non productrices d’acétoine.
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Figure 21 : Observation de quelques résultats du test de production d’acétoine sur lait 0% pour les
isolats et souches identifiées.

On observe que la communauté ainsi que les ferments (Tableau 19) sont tous négatifs a la
production d’acétoine, ce qui prouve que la coopération attendue entre une souche productrice
d’arome et une autre déficiente pour cette activité (Kieronczyk et al., 2003) n’a pas eu lieu, il y a
méme eu inhibition de ce pouvoir. Donc les interactions dans ce cas précis ont été négatives au sein

de la communauté et méme au niveau des ferments.

Tableau 19 : Résultat du test de production d’acétoine de la communauté, des ferments et des
souches qui les composent

N° Souches testées Acétoine N° Souches testées Acétoine
1 LmJC1 + 7 COM -
2 LmJC3 A% 8 F1:LmJC1 + LIJC4 -
3 L1JCl1 \% 9 F2 : LmJC1 + L1JC2 -
4 Lm JCS5 - 10 F3: LmJC1 + LIICI -
5 L1JC2 A% 11 F4 : LmJC3 + L1JC4 -
6 L1JC4 + 12 F5: LmJCS5 + L1IJC4 -

COM : communauté des 6 souches de bactéries lactiques.
7.2.Activité lipolytique

En ce qui concerne le test de lipolyse sur milieu aux triglycérides, les isolats testés sont tous
négatifs (Figure 22), il n’y a ni zone claire ni dépdt autour des biomasses méme apres 72 h
d’incubation a 30 °C. Ce résultat était attendu vu la faible affinité des lipases estérases des bactéries

lactiques envers les triglycérides (Holland et a/., 2005).
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Figure 22 : Résultat de I’activité protéolytique pour les isolats sur milieu aux triglycérides.

En ce qui concerne le test des 6 souches, la communauté et les ferments testés sur milieu

MRS-Tween 80, les résultats sont différents (Tableau 20)

Bien que I’on n’ait pas réussi a homogénéiser le milieu, il y a eu un résultat positif pour la
souche LIJC2, ainsi que 4 ferments pour 1’activité lipolytique, observé par une zone claire trés
étroite et un dépot des blancs autour des biomasses. Quant a la communauté, un résultat négatif a

été observe (Figure 23).

a b C

Figure 23 : Observation de I’activité lipolytique; a : les souches; b : les ferments; c : la
communauté.

Les bactéries lactiques sont tres peu lipolytiques di au fait que leurs estérases ont une forte
affinité et parfois une spécificité a un substrat donné (Corrieu et Luquet, 2008), cela pourrai
expliquer le résultat positif de la souche LIJC2 qui a pu manifester son activité dans ce milieu

précis.

On remarque qu’il y a eu une coopération mutuelle entre les souches dans les ferments 1, 4

et 5 car leurs interactions ont permis d’exprimer une lipolyse du milieu, on peut noter aussi que ces
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3 ferments contiennent la souche LIJC4 qui pourrait avoir un réle important dans cette coopération.
Le seul ferment a ne pas avoir exprimé cette activité lipolytique (F3) ne contenait pas cette souche.
Pour le ferment F2 qui contenait une souche lipolytique, il n’y a pas eu inhibition de cette activité,

la souche LIJC2 a pu manifester sa lipolyse sur ce milieu.

En ce qui concerne la communauté il y a eu une inhibition de la lipolyse de la souche L1JC2,
les interactions négatives entre les 6 souches ont bloqué cette activité pourtant trés visibles pour les

ferments.

Tableau 20 : Résultats du test de lipolyse pour les ferments, la communauté et les souches qui les
composent

Dépot+

Souches testées .
zone claire

Z
o

LmJCl1 -
Lm JC3 -
L1JC1 -
LmJCS5 -
L1JC2 +
L1JC4 -
COM -

F1:LmJCI + LIJC4 +

o 0 9 S N AW N -

F2 : LmJC1 + LIJC2 +
10 F3:LmJC1 + LICI -
11 F4 : LmJC3 + LIJC4 *
12 F5: LmJCS + LIJC4 +

7.3. Activité protéolytique

La protéolyse se traduit par I’apparition d’un halo claire di a la dégradation de la caséine du
lait autour des souches ensemencées sur le milieu apreés 24 h d’incubation. On remarque aussi un
anneau blanc autour des colonies, ce qui représente la précipitation des caséines du lait a I’1ssu de la

baisse du pH.

7.3.1. Activité protéolytique des isolats

Les résultats de 1’activité protéolytique a 2 % de lait de toutes les souches ainsi que les

1solats non identifiés sont résumés dans le tableau 21.
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Les résultats observés (Figure 24) et représentés dans la figure 25, sont en accord avec ceux
de Addi (2017) qui permettent de classer nos isolats et souches en 4 groupes : isolats non
protéolytiques (avec un résultat négatif), peu protéolytique (moins de 5 mm de diamétre),

moyennement protéolytique (entre 5 et 15mm) et hautement protéolytiques (plus de 15 mm).

Figure 24 : Observations des diametres de zones de lyse de certains isolats sur milieu PCA-lait a
2%

Selon vuillemard (1986), la souche est dite protéolytique (Bonne protéolyse en fromagerie)
si elle présente une zone de lyse de diametre comprise entre 5 et 15 mm, au-dela il y aurait un

risque pour la qualité du produit fini.

M diameétre (mm)
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20 20 20
20 - 18 17
16 I1 15
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88
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Figure 25 : Représentation des diamétres de lyse des souches lactiques apres 24 heures
d’incubation a 2 % de poudre de lait rajouté.
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Tableau 21 : Résultats de diamétres des zones de lyse de tous les isolats et les souches testés sur
milieu PCA lait a 2% (diamétre des zones de lyse en mm).

N°  Isolats/ (ll):?;nfsfli N° Isolats/ c]l)g?;n;(:;ee N° Isolats/ cll)ei?:l:(:;i
souches de lyse souches de lyse souches de lyse
1 EflIC1 20 23 L1JC4 11 45 EdJCI5 15
2 LmJCI1 16 24 NH’1 - 46 EdJCI16 12
3 EdJC1 14 25 NH’2 10 47 RII0 13
4 EdJC2 10 26 Ed JCS 10 48 RM1 -
5 Lm JC2 12 27 Ed JC6 14 49 RM2 8
6 EdJC3 10 28 NH’8 - 50 RM4 14
7 H’1 14 29 NH’9 12 51 RM6 11
8 Ed JC4 20 30 Ed JC7 14 52 RM7 -
9 H’3 8 31 RFI1 - 53 LIJCS 9
10 H”7 8 32 RF2 - 54 WOA®6 6
11 LmJC3 14 33 RF3 - 55 WOA7 -
12 EfIC1 6 34 RF4 - 56 WUIS 11
13 ND4 4 35 EdJC8 11 57 LIJC6 13
14 ND5 - 36 RF8 12 58 EdIC17 11
15 LIJC1 14 37 EdJC9 12 59 Yol 12
16 LmJC4 - 38 EdICIO 14 60 EfIC2 12
17 LmJCS 6 39 EdICI1 12 61 Yol3 10
18 L1JC2 14 40 EdICI2 10 62 Yol9 12
19 LIJC3 20 41 EdICI3 17 63 EdICIS8 12
20 EhJC1 14 42 EdICl14 - 64 EJJCI19 14
21 LmJC6 18 43 RIS -
22 NF2 14 44 RI6 - 65 BdiC20 10

- : résultat négatif, pas de protéolyse.

7.3.2. Activité protéolytique de la communauté et de ses souches

L’activité protéolytique des souches étudiées et de la communauté s’est manifestée par
I’apparition de zones claires de protéolyse autour des disques, comme il est possible de I’observer

dans la figure 26.

Les résultats de I’activité protéolytique des souches et de la communauté apres 24 heures

d’incubation sont résumés dans le tableau 22 et représentés graphiquement dans la figure 27.
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Il en ressort que toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une activité
protéolytique se situant en moyenne entre 11,18 mm et 15,15 mm de diamétre aprés 24 heures

d’incubation a différents pourcentage de poudre de lait rajouté.

Le diametre des zones de lyse augmente avec le temps et diminue avec le pourcentage de lait

rajouté pour chaque souche ainsi que pour la communauté.

Toutes les souches ainsi que la communauté ont une activité protéolytique, appréciable et
utile en industrie fromagére se situant dans un intervalle acceptable (Dahou, 2017). La souche la
plus performante est: LIJC2 (du genre Lactococcus) et celle ayant les diamétres de zone de lyse les
plus bas est LmJCS5 (du genre Leuconostoc). La communauté arrive presque toujours avant dernicre
dans le classement des diameétres mais présentant des résultats dans la moyenne.

Tableau 22 : Moyennes des moindres carrées des diamétres de lyse chez les souches étudiées
isolément et en communauté aprés 24 heures.

Souches Pourcentages de poudre de lait rajoutée
1% 2% 4% 5% 8% Moyenne
LmJC1 16.82% 14.26°* 13.530AB 12,7348 11,85 13,834B¢
(0,94) (0,11) (1,21) (1,79) (0,28) (1,96)
LmdC3 16,42** 15,034 14,90** 14,05 12,33 14,5248
(5,71) (6,88) (2,32) (5,11) (2,3) (4,34)
LIICL 15,43* 14,244 | 12,64™8 11,838 11,38 13,10%¢
(2,20) (1,11) (1,66) (2,38) (1,77) (2,28)
LmIC5 13,55 12,104 10,10 9,398 8,48 11,18°
(1,77) (1,99) (1,58) (2,10) (1,95) (2,48)
LIIC2 16,89 16,304 15,40% | 13,658 13,00°* 15,15%
(2,07) (1,86) (0,95) (1,05) (1,54) (2,05)
LIIC4 17,64 15,5224 12,80°8 12,2248 11,85b" 14,00%5¢
(0,22) (1,28) (3,88) (1,54) (0,79) (2,85)
COM 15,95 12,65 12,16™48 11,2048 11,029 12,59P
(0,46) (0,32) (0,12) (1,14) (0,35) (1,91)

a, b,c,d : les lettres différentes sur la méme ligne indiquent des différences significatives au seuil de
5% ; A,B,C,D : les lettres différentes sur la méme colonne indiquent des différences significatives
au seuil de 5%, les valeurs entre parentheses sont les écart-types ; n=3.

Selon Flambart et al (1997) dans ce type de situation (mélange de plusieurs souches dans un
fromage), il y a deux types d’interactions, d’abord la compétition pour les acides aminés libres entre
les différentes souches jusqu’a leur épuisement, puis s’installe des interactions de commensalisme,
ou les souches moins protéolytiques profitent de 1’activité des souches performantes pour subvenir a
leur besoin en substrat azoté. Cela conduit a faire travailler les souches fortement protéolytiques de
manicre plus intense (toujours a cause du phénomene de compétition), néanmoins dans notre cas, on
observe aussi le fait que les diametres de zones de lyses de la communauté tirent vers de basses

valeurs et n’atteignent jamais les diametres des souches performantes, cela indique qu’il y a eu un
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mécanisme de régulation qui lui a été défavorable, probablement une autre interaction négative

(inconnu a ce stade) qui a diminué 1’activité protéolytique.

Figure 26: Observations des diamétres de zones de lyse des souches (a gauche) et de la
communauté (a droite) sur milieu PCA-lait a 2%.
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Figure 27 : Variation de I’activité protéolytique (révélé par le diamétre de lyse) des souches
lactiques et de la communauté apres 24 heures d’incubation et en fonction du pourcentage de
poudre de lait rajoutée.

7.3.3. Activité protéolytique des ferments

Les diametres de zones de lyse de 1’activité protéolytique des ferments (Figure 28) apres une
incubation de 24 h, sont présentés dans le tableau 23 et représentés graphiquement dans la figure 29,

(les diametres a 4% de poudre de lait ajoutée n’ont pas été mesurés).
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Les diametres des zones de lyses provoquées par les ferments sont plus grands que ceux
produits par la communauté et au-dessus des moyennes entre les 2 souches qui forment chaque

ferment.

Figure 28: Observations des diamétres de zones de lyse des ferments sur milieu PCA-lait a 5% et
10%.

Il ne semble pas y avoir d’interactions négatives au sein des 5 ferments comme cela a été le
cas pour la communauté. Les 5 ferments présentent une bonne activité protéolytique, compatible
avec celle requise en fromagerie, ils sont donc (en se basant uniquement sur la protéolyse)

utilisables pour la production de plusieurs types de fromages, car cette activité est visible méme a
10%.

Tableau 23 : Diamétres (mm) des zones de lyse des ferments aprés 24 h d’incubation

Pourcentages de poudre de lait rajoutée M
F t oyenne
crments 1% | 2% | 5% | 8% | 10%

. 14,43
F1:LmJC1+LUC4 | 1874 | 1542 | 11,60 |12,75 | 13,64 (2.78)
16,65

F2:LmJC1+LUC2 | 1990 | 19,35 | 1537 | 14,33 | 14,30 (2.76)
14,79

F3:LmJC1+LUCL | 1600 | 14,65 | 14,73 | 12,69 | 1589 (1,33)
14,26

F4:LmJC3+LUC4 | 1619 | 1426 | 13,99 | 1096 | 1590 (2,08)
14,82

F5:LmJCS+LUC4 | 1575 | 1543 | 1548 | 11,51 | 1591 (1,86)

Les valeurs entre parenthéses sont les €cart-types.
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Les ferments F1, 2, 3 et 4 sont une combinaison de deux souches trés protéolytiques, quant
au ferment F5 il est composé d’une souche trés protéolytique et de la souche la moins performante
pour cette activité. Ces deux combinaisons n’ont pas présentés une baisse de 1 activité
protéolytique, bien au contraire elle s’en retrouve stimulée surtout pour les ferments F1, 2 et 3,
probablement a cause de I’absence de commensalisme (il n’y a pas un déséquilibre entre les

activités protéolytiques des deux souches des ferments).

Les ferments F4 et 5 ont une activité protéolytique un peu plus faible : F4 pourtant composé
de 2 souches trés protéolytiques et F5 d’une souche performante et d’une autre un peu moins
performante, probablement di a la compétition qui est quand méme présente pour les souches de

tous les ferments.
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Figure 29 : Variation des diamétres de lyses des ferments en fonction du pourcentage de poudre de
lait ajoutée, apres 24 heures d’incubation.

7.4. Le pouvoir acidifiant

L’un des critéres technologiques les plus importants chez les bactéries lactiques, est leur
cinétique de production d’acide lactique, car cet acide organique permet de concentrer et de
conserver la maticre seche du lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien. On comprend
donc que l’activité acidifiante soit le critere déterminant de sélection des bactéries lactiques
(Hassaine, 2013).

7.4.1. Pouvoir acidifiant de certaines souches
L’activité acidifiante des 6 souches lactiques (3 Lactococcus et 3 Leuconostoc) qui ne

compose ni la communauté ni les ferments, est suivie par la mesure de 1’évolution du pH et de
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I’acidité Dornic en fonction du temps. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 24 et

représentés graphiquement dans les figures 30 et 31.

Cing souches parmi celles testées (LmJC2, LmJC4, LIJC3, LmJC6 et LIJC6) sont lentes par
rapport a leur activité d’acidification car elle n’ont pas atteint le pH 5 aprés 6 heures d’incubation a
30°C (Huggins et Sandine, 1984; Hassaine et al., 2007) et leurs vitesse maximales d’acidification
(ApH) aprés 24 heures se situent entre 1,38 et 1,71 unités pH. Quant a leur production d’acide
lactique, elle est assez basse (de 36 a 57 degrés Dornic). Pour les souches Leuconostoc
mesenteroides LmJC4 et LmJC6, on peut les considérer comme moyennement acidifiantes, car leur
vitesses d’acidification (ApH) sont respectivement de 1.65 et 1.71 unité pH (Hassaine et al., 2007)
et ont atteint un pH de 4.93 et 4.9 aprés 24 heures d’incubation a 30°C.

Tableau 24 : Variations des mesures de pH et d’acidité titrable des souches au cours du temps.

LmJC2 Lm JC4 LIJC3 LmJCé6 LIJC5 LIJC6 T neg
pH D° pH |D° pH |D° pH |D° pH D° pH D° pH D°
6,65 6,58 6,61 6,61 6,67 6,66 6,74

0h | (0,015) | 16 |(0,006) |21 | (0.01) |20 [(0,006) |19 |(0,015) | 16 | (0,01) |17,75 | (0,006) | 16

6,49 6,5 6,44 6,4 6,48 6,58 6,72

2h 1 oon | 22| 001 [21 [ 0.006) 1727 | 0,02) |24 | 0.015) |21 | 0.015) | 22 | 0.006) | 1
4h (06,62046) 2 (06,62236) ) (82(2)‘1‘) e (0,66(1)6) =L ((5):341‘) 2 (82(3)?) i ((6):3}) 17
6h (gkl)T) 26,5 (06,60056) 26 (82(1)3) 26 ((5)2?)%) 36,5 (05,61056) 46 | o5 | 2 ((6):3}) 17
24h ((5)%) e (04,’09036) 57 (Sf(l)?) 52 469 5y 4’%5 2 (8:(1)?) & (gﬁ) =

T neg : témoin négatif ; les valeurs entre parenthéses sont les écart-types. D° : degrés Dornic.

La souche LIJC5 a une bonne activité d’acidification, elle est la seule a atteindre un pH 5.15
apres 6 heures d’incubations a 30°C et avoir une vitesse (ApH 24h) de 2,62 unités pH; et sa densité
Dornic atteint 124 degrés Dornic aprés 24 h d’incubation. Avec de bons résultats au test
d’interactions elle est une bonne candidate pour faire partie d’un ferment (basé sur son activité
acidifiante). Elle aurait pu étre choisie pour faire partie du microcosme choisi (la communauté

¢tudiée) si son score d’identification au MALDI TOF /MS était plus élevé.
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Figure 30 : Evolution du pH des 6 souches testées au cours du temps.

Il faut prendre en considération le fait qu’il y a plusieurs parameétres qui influencent la
vitesse d’acidification d’une souche : surtout la croissance de la souche et les phénomenes
complexes qu’elle engendre, ses capacités glycolytiques intrinséques ainsi que le pouvoir tampon
du milieu. La vitesse de production du lactate n’influe que faiblement sur le pouvoir acidifiant car
un méme flux glycolytique peut conduire a des valeurs d’acidification variables (Raynaud, 2006), la
production d’acides organiques par la souche contribue aussi a I’abaissement du pH (Corsetti et al.,

2001).
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Figure 31 : Evolution de I’acidité titrable des 6 souches testées au cours du temps.
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7.4.2. Pouvoir acidifiant de la communauté et de ses souches

L’évolution du pH ainsi que 1’acidité Dornic de la communauté et des souches lactiques qui

la composent, durant 20 heures d’incubation a 30°C, sont présentés dans les tableaux 25 et 26, et

sont représentées graphiquement dans les figures 32 et 33.

Parmi souches testées, 5 présentent une activit¢ d’acidification lente (LmJC1, LmJC3,

LIJC1, LIJC2 et L1JC4), car aucune n’a atteint le pH 5 durant les 6 premiéres heures d’incubation, et

leurs vitesses d’acidification aprés 20 heures se situe dans un intervalle de 1,16 a 1,29 unités pH ce

qui est assez bas (Hassaine et al., 2007) ; les valeurs de 1’acidité titrable sont aussi insuffisantes

pour une bonne acidification du milieu car elle ne dépasse pas 59,33 degrés Dornic aprés 20 h

d’incubation.

Tableau 25 : Variations des mesures du pH de la communauté et des 6 souches qui la composent

au cours du temps.

Temps | LmJC1 LmJC3 L1IJC1 LmJC5 LIJC2 L1JC4 COM T neg
6,63 6,68 6,69 6,64 6,70 6,75

0H 6,65 (0,02) (0.02) (0,01) | (0,01) |(0,006) | 663 (0,01)
6,46 6.46 6,57 6,58 6,57 6,64 6,73

2H 0,07) | (0,06) (0,02) 0,01) | (0,02) | (0,01) | 661 (0,01)
6,31 6,42 6,34 6,36 6,29 6,47 6,71

4H 0,02) | (0,06) (0,02) (0,01) | (0,02) | (0,01) | 64 (0,02)
6,23 6,27 6,16 6,19 6,10 6,28 6,68

6H 0,03) | (0,07) | (0,015) | (0,015) |(0,015) |(0,015) 6,2 (0,03)
6,02 5,96 5,83 5,88 5,80 6,01 6,65

8H 0,08) | (0,06) | (0,015) 0,02) | (0,03) |(0,006) | .87 (0,05)
5,93 5,87 5,73 5,69 5,68 5,92 5,75 6,62

10H | (0,07) | (0,06) (0,01) |(0,015) | (0,06) | (0,015) | (0,01) | (0,01)
5,86 5,77 5,64 5,56 5,59 5,83 5,64 6,58

I2H | (0,05) | (0,06) | (0,017) |(0,004) | (0,06) |(0,006) | (0,02) | (0,01)
5,77 5,67 5,55 5,47 5,51 5,74 5,60 6,55

4H | (0,05) | (0,06) (0.03) | (0,005) | (0,06) |(0,006) | (0,03) | (0,01)
5,68 5,59 5,47 5,44 5,46 5,64 5,52 6,52

16H | (0,04) | (0,06) (0,03) (0,02) |(0,017) | (0,01) | (0,04) | (0,03)
5,59 5,59 5,43 5,24 5,44 5,63 5,46 6,24

18H (0,04) (0,06) (0,03) (0,02) | (0,006) | (0,006) (0,05) (0,01)
5,49 5,47 5,39 5,16 5,40 5,53 5,38 6,02

20H (0,02) (0,06) | (0,026) (0,02) | (0.015) | (0,006) (0,04) (0,01)

T neg : témoin négatif ; les valeurs entre parenthéses sont les écart-types.
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La souche LmJC5 a une acidification moyenne, car elle atteint un pH de 5,16 aprés 20
heures d’incubation, bien que cela ne soit pas ce qu’on attend du Leuconostoc mesenteroides. De
plus sa vitesse d’acidification pendant les 6 premicres heures est assez basse (pH 6,19 aprés 6
heures d’incubation). Du co6té de 1’acidité titrable, on remarque que cette souche n’est pas

performante car elle n’atteint que 68 degrés Dornic aprés 20heures d’incubation.

7" —— LmJCI
—8— LmJC3
—a— LIC1
- —F— L mJC5
—— LIIC2
—o— L1JC4
—+— COM

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h
Temps (heure)

Figure 32 : Evolution du pH des souches et de la communauté au cours du temps.

80 -
70
—&— LmJC1l
50 - —l— LmJC3
Acidité —&— LIJC1
titrable )
(degrés —F— LmJC5
Dornic —+— LlJC2
e —o— LlC4
B =t COM
T neg
10 -
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h
Temps (heure)

Figure 33 : Evolution de I’acidité titrable des 6 souches et de la communauté au cours du temps.
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Tableau 26 : Evolution de I’acidité Dornic des souches lactiques testées et de la communauté en
fonction du temps d’incubation.

Culture bactérienne
Temps | LmJC1 |LmJC3 | LIJC1 LmJC5 | LIJC2 L1JC4 COM T neg
16,33 16,33 16.33 14,83 15,33 16,67 14,33
OH (0,58) (0,58) (0,58) (0,29) 17 (1,15) (0,58) (0,58)
17,33 17.33 16,33 17,67 16,33 16,67 15,33
2H (0,58) 18 (0,58) (0,58) (0,58) (0,58) (0,58) (0,58)
19,33 20,33 19.33 18,33 21,33 18,67 20 15,67
4H (0,58) (0,58) (0,58) (0,58) (0,58) (0,58) (1,00) (0,58)
22,67 23.33 25,33 25,33 30 22,67 31,33 15,67
6H (1,15) (1,15) (0,58) (1,15) (2,00) (1,15) (0,58) (0,58)
33,67 34 35 37,33 28,33 38,67 16,33
8H (3,21) 30 (1,00) (1,00) (0,58) (0,58) (0,58) (0,58)
34 35,67 36,33 4433 43 31,33 49,33
10H | (1 73) (1,15) (1,15) (1,15) | (1,00 (0,58) (0,58) 17
35,67 38,67 40 47 48 37 52,33 17,67
12H (1,15) (1,53) (2,00) (1,00) (1,00) (1,00) (0,58) (0,58)
39 46,67 50,67 38,67 54,67 18,67
14H | (1,00) (1,53) 48 52 (1,15) (1,15) (1,15) (0,58)
41,67 49,67 58,67 52 41,67 57,33 19,67
16H (0,58) (0,58) 52 (1,15) (1,00) (0,58) (1,15) (0,58)
41,67 55 56,67 55,67 45,33 61 24,33
18H (1,53) (1,73) (1,15) 64 (0,58) (1,15) (1,00) (0,58)
45,67 59,33 59,33 68 59,33 49 66
20H 0,58) (2,08) (2,08) (2,65) 0,58) | (1,00) (1,00) 32

T neg : témoin négatif ; les valeurs entre parentheses sont les écart-types.

La communauté exprime elle aussi une activit¢ acidifiante basse. Elle est composée de
souches a acidification lente, cela n’a pas permis a des interactions positives et stimulantes pour
cette activité d’avoir lieu. Sa vitesse d’acidification est la moyenne des vitesses d’acidifications des
souches qui la compose (que ce soit a 6 h ou 20 h) et I’acidité Dornic qu’elle exprime est au-dessus
de la moyenne exprimée par les autres souches mais reste insuffisante pour un bon pouvoir

acidifiant.

7.4.3. Pouvoir acidifiant des ferments

L’¢évolution du pH ainsi que 1’acidité Dornic des ferments durant 20 h d’incubation a 30 °C,
sont présentés dans le tableau 27 et sont représentées graphiquement dans les figures 34 et 35. Les
ferments F1, F4 et F5 semblent avoir le méme comportement, leurs vitesses d’acidification ainsi
que leur acidité titrable sont plus basses que les moyennes des deux souches qui les composent a 6
heures d’incubation.
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Puis elles augmentent et les atteignent (F5) ou les dépassent (F1 et F4) aprés 20 h. Le

ferment F3 est celui dont I’activité acidifiante reste en dessous de la moyenne des deux souches qui

le compose.

Le ferment F2 est le seul qui dépasse la moyenne des deux souches qui le composent et

méme plus ¢élevé que leurs vitesses d’acidification individuelle et cela dés le début de la

fermentation et jusqu’a 20 h d’incubation, il y a bien eu une interaction positive entre les deux

souches qui a permis de stimuler ce pouvoir et rendre F2 le seule ferment exprimant une vitesse

acidification moyenne.

Tableau 27 : Variations des mesures de pH et d’acidité titrable des ferments au cours du temps

Fl:LmJCI+ | F2:LmICl+ | F3:LmJCl+ | F4:LmJC3+ | F5:LmJCS+ .
ne
LIC4 LIC2 LICI LIC4 LIIC4 g
pH D° pH D° pH D° pH D° pH D° pH D°
o | 670 | 15 | 664 | | 668 | 1667 670 |1567| 670 | 15 | 675 | 1433
(0,006) | (1,00) | (0.01) 0.02) | (0.6) |(0,006) | (0.6) | (0,006) |(1,00) | (0.01) |(0,58)
| 668 | | 633 | 1967 | 657 | 1667 668 | 1733 | 668 | 1733 673 | 1533
(0,015) (0,02) | (0,6) | (0,02) | (0,6) |(0,015) | (0,6) | (0,015) | (0,6) | (0,01) | (0,58)
| 638 | o | 626 | ) | 642 | 1833 654 [1833| 647 | 1833 | 671 | 1567
(0,01) (0,01) (0,015) | (0,6) |(0,015) | (0,6) | (0,006) | (0,6) | (0,02) |(0,58)
o |65 | o | 599 | 27 | 632 [2367] 0 |2067| 637 | 22 | 668 | 1567
(0,01) (0,01) |(1,00) | (0,02) | (0,6) ’ (0,6) | (0,01) |(1,00) | (0,03) | (0,58)
an | 615 |2533| 564 3833 ] 603 | o | 611 |2633| 606 |27.67| 665 | 1633
(0,015) | (0,6) | (0,01) | (0,6) |(0,015) (0,015) | (0,6) | (0,01) | (0,6) | (0,05) | (0,58)
on | 603 [ 3067 552 |4567| 584 |3567| 602 [3267| 591 |, .| 662 |
0,015) | (1,15) | 0,006) | (1,15) [(0,015) | (0.6) | (0.05) | (0.6) | ©01) |**33 | o1)
5,83 5433 | 5,69 | 40,67 560 | 45 | 658 | 17,67
2h b o006y | 3% | 231 | 06) [0006) | (1,15)| 298 | *2 | (1.00) |(1,00) | 0.01) | (0,58)
522 4533 4667 | 560 |47.67| 655 | 18,67
h 569 B Fgon | 2 |30 T@rs | 2T 115 ] 0006) | 0.6) | 0.01) | 0,58
516 | 5533 542 50,67 | 6,52 | 19,67
16h 13,55 1 46 1 9006) | (0.6) | 221 | Y7 w006 | * | >* |15 ] 0.03) | 0,58)
L | 352 | 4867 | Sa3 | | 544 4767 | oo | o | 545 | 5233| 624 | 2433
(0,01) | (1,5) | (0,01) (0,01) | (0,6) ’ (0,01) | (0,6) | (0,01) | (0,58)
543 | 54,67 58,67 4967 | 531 | 58 5833 | 6,02
200 1 0,015) [ (115) | > (153 | >* | 06 [©006) [(100 | ¢ | ©06) | ©01) | *?
T neg : témoin négatif ; les valeurs entre parenthéses sont les écart-types. D° : degrés Dornic.
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A la lumiére de ces résultats il est évident que ces 5 ferments ne peuvent étre utilisables en
fromagerie en 1’état, si on se base uniquement sur 1’aspect acidification, car c’est le premier critere
sur lequel on se base pour sélectionner des souches en industrie laitiére. Ils sont plus adaptés pour
une utilisation au sein de ferment plus complexe et a des buts aromatiques et texturants pendant la

période d’affinage d’un fromage a pate molle ou pate pressée.

8 -
. -
6
B, .
1 -
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h
Temps (heure)
Figure 34 : Evolution du pH des ferments au cours du temps.
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0 - T T T T T T T T T T ]
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Figure 35 : Evolution de I’acidité titrable des ferments au cours du temps.
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8. Essais de fabrication de fromages frais

Les caractéristiques physicochimiques du lait enrichi en protéines, obtenues apres analyses

au Lactoscan®™, sont présentées dans le tableau 28.

Le temps d’incubation de 14 h a 28 °C n’a pas suffi pour une bonne coagulation, il a fallu
aller jusqu’a 24 h pour avoir un caill¢ satisfaisant pour les fromages. La masse moyenne des

fromages obtenus est de 120,87 g.
- Les fromages fabriqués ont ét¢ nommés selon le ferment utilisé : F1 - F2 - F3 - F4 - F5.

Tableau 28 : Parametres physicochimique du lait utilisé pour la préparation du fromage.

I Acidité . Lactose Extrait sec Cendres
p Dornic (D°) MG (%) | TP (%) | Densité (%) (%) (g/)
6,8 18 3,13 3,10 1,03275 4,62 9,13 4,84

D¢ : degrés Dornic.

Les pH des différents caillés avant ¢gouttage et des fromages finis ont ét¢ mesurés ainsi que

le volume de lactosérum expulsé lors de 1’égouttage; ces résultats sont exposés dans le tableau 29.

I1 est évident que le pH avant égouttage et méme apres, est trop €levé en comparaison avec
le pH d’un fromage frais industriel qui peut aller jusqu’a 4,8 avant égouttage (Corrieu et Luquet,
2008), cela montre la faible capacité¢ d’acidification des 5 ferments utilisés qui ont pourtant
fermenté le lait jusqu’a 24heures. Le fromage fait avec le ferment F4 est le seul a avoir atteint un
pH acceptable apres égouttage (pH 5,08).

Tableau 29 : Mesures des pH des 5 caillés avant égouttages et des produits finis, et volumes de
lactosérum pour chaque fromage.

F1 F2 F3 F4 F5
pH caillé 5,98 5,63 5,93 5,01 5,64
pH fromage 6,04 5,87 6,12 5,08 5,82
Volume
i 800ml 670ml 660ml 790ml 750ml
lactosérum

Les différents aspects obtenus des fromages a 1’égouttage, en produit fini et apres lissages

sont présentés dans les figures 36, 37 et 38. Les différents aspects observés chez les fromages

peuvent étre dus au temps de maturation du lait avant son ensemencement avec le levain, plus le

temps est long et moins le fromage semble sableux.
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Cette différence peut aussi bien étre due a faible pouvoir acidifiant des différents ferments,

qui a donné des caillés peu fermes et présentant des défauts visibles (friabilité, granules, effet grains

de sable).

o

Figure 37 : Aspects de deux fromages finis (F3 a gauche et F1 a droite)
- Le fromage F3 a déja un aspect ferme alors que le fromage F1 semble friable.

Figure 38 : Aspect du fromage F5 aprés lissage.
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- Evaluation sensorielle des fromages

Le but essentiel de la séance de dégustation était de connaitre 1’impression générale des
testeurs envers ces produits, pour voir s’ils étaient acceptés ou rejetés par les consommateurs.
Toutefois, les caractéristiques organoleptiques décrites ne reflétent pas 1’exacte réalité¢ des produits,
pour avoir une description plus précise. Il aurait fallu un panel entrainé a la dégustation de fromages
frais, et la présentation de standards en solutions normalisé pour certaines saveurs et ardmes sur le
plateau de dégustation (salé, sucré, doux, ocre, piquant), ce qui n’a pas été¢ possible dans notre cas.
Néanmoins, les résultats obtenus nous indiquent ou se place chaque fromage par rapport au témoin
industriel utilisé (type : petit suisse) qui lui n’était pas a 1’état nature mais a subi un lissage et un

léger traitement aromatique.

Tous les fromages a I’état nature présentent une surface jugée granuleuse a 1’issu de
I’examen visuel, et ont une sensation finale en bouche jugée courte au cours de I’examen gustatif.
L’examen olfactif a confirmé un arome lactique pour les 5 fromages, bien que la définition exacte

de cet arome ait différé par la suite.

- Le fromage F1 est blanc-créme (Figure 40) d’aspect friable a surface granuleuse, présentant un
arome de petit lait assez fade, et ayant une sensation en bouche de douceur plutéot courte. Le panel le

trouve désagréable surtout a cause de son gout et I’odeur qu’il dégage.

- Le fromage F2 (Figure 41) a obtenu une description trés proche de celle du fromage F1, sauf pour

’aspect qui est sableux et un ardme de lait frais fade, avec un gout doux.

- Le fromage F3 (Figure 42) differe du fromage F2 dans 1’aspect ferme qu’il présente. Les critiques

de ce fromage concernent surtout son manque d’intensité mais il est agréable dans I’ensemble.

- Le fromage F4 (Figure 43) un aspect qui divise les dégustateurs, il est jugé friable et sableux, avec
une saveur acide et une sensation finale en bouche piquante. Le panel n’a pas apprécié I’association

de I’acidité et de 1’aspect friable /sableux.

- Le fromage F5 (Figure 44) est différent des autres fromages, par sa couleur et une sensation acre
en bouche malgré un gout doux. L’ardme décrit par la majorité du panel est celui de beurre. Il est
plus apprécié par les dégustateurs de plus de 35 ans, les plus jeunes n’ont pas aimé son gout et sa

texture.
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Intensité de I'arome forte -_ 41,66%
Arome lactique (petit lait/lait -_ 100%
frais) B
I 41,67%
Sensation crémeuse -_ 29%
Acide -_ 42%
Aspect ferme/onctueux -_ 37,50%
Couleur blanche -_ 91,67%
Surface brillante -_ 62%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Figure 39 : Résultats de 1’évaluation sensorielle du témoin «petit suisse».

Arome d'intensité fade __ 57,14%
Arome lactique (petit lait) -_ 78,57%
Sensation plutét courte -_ 57,14%
Sensation de douceur -_ 50%
Saveur fade -_ 57%
Aspect friable __ 64,28%
Blanc créme G 57147
Surface Granuleuse -_ 100%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Figure 40 : Résultats de 1’évaluation sensorielle du fromage F1 nature.

Intensité fade __ 66,66%
Arome lactique (lait frais) -_ 78,57%
Sensation plutét courte -_ 79,17%
Sensation de douceur -_ 46%
Doux I 4%
Aspect Sableux _— 29,17%
Blanc creme MM 66,66
Surface Granuleuse NI 577

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figure 41 : Résultats de I’évaluation sensorielle du fromage F2 nature.
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Arome fade I 55,33%
Arome lactique (lait frais) __ 58,33%
Sensation plutot courte __ 54,17%
Sensation de douceur __ 33%
Doux I 33
Aspect ferme __ 33,33%
Blanc créme I 66
Surface Granuleuse NI 67

0% 10%  20%  30%  40% 50%  60%  70%

Figure 42 : Résultats de I’évaluation sensorielle du fromage F3 nature.

Arome fade G 5147
Lactique (petit lait) -_ 71,42%
Sensation plutét courte -_ 42,86%
Sensation piquant -_ 29%
Saveur acide -_ 43%
Aspect friable/sableux -_ 42,86%
Blanc I 7% 57%
Surface Granuleuse G 9

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 43 : Résultats de 1’évaluation sensorielle du fromage F4 nature.

Arome fade -_ 66,66%
Arome lactique (beurre) -_ 71,42%
Sensation plutot courte -_ 50,00%

sensation acre -_ 29%
Doux I 35%

Aspect sableux/friable -_ 37,50%

Jaune pale -_ 70,83%

Surface Granuleuse G 100"

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Figure 44 : Résultats de 1’évaluation sensorielle du fromage F5 nature.
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- Le fromage 3 apres un lissage et un léger salage (Figure 45), s’est amélioré, il était a la base ferme
et est devenu onctueux, il a été jugé de couleur blanche a surface lisse, présentant une sensation
crémeuse et agréable, avec un ardme de beurre avec une forte intensité. Il a été trés apprécié par les

dégustateurs.

- Le fromage F5, lissé et aromatisé (Figure 46) a été le plus apprécié car il se rapproche le plus de ce
qui se trouve dans le commerce. Avec une couleur ivoire un aspect ferme et une surface lisse,
I’aspect visuel désagréable a été oublié par les dégustateurs. Il a acquis un arome végétal fort, et

malgré un gout jugé salé par la moitié du panel et une sensation piquante, il a été jugé agréable.

Arome fort __ 35,71%
Arome lactique (beurre) -_85,71%
Sensation agréable -_ 64,29%
Sensation crémeuse -_ 36%
Doux G 50"
Aspect onctueux -_ 57,14%
Blanc __ 50,00%
Surface lisse -_ 50%

0%  10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%

Figure 45 : Résultats de 1’évaluation sensorielle du fromage F3 amélioré.

Arome fort I 6,257
Arome végétal (herbe) __ 57,14%
Sensation agréable __ 35,71%
Sensation piquant __ 66%
Sale I 50%,
Aspect ferme __ 42.86%
Blanc créme /ivoire __ 35,71%
Surface lisse G 50%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Figure 46 : Résultats de 1’évaluation sensorielle du fromage F5 amélioré.
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Grace au classement et aux impressions sur les 5 fromages natures, le témoin ainsi que les
deux fromages améliorés qui sont exposées dans la figure 47, il a été possible de leurs attribuer des

points présentés dans le tableau 30.

Le témoin a été préféré aux fromages nature, mais dés que deux fromages ont subi un
traitement similaire a ce fromage frais industriel, ils ont été classé premier et deuxiéme (les scores
étant trés proches). Cela montre une possibilité d’exploitation des ferments utilisés, malgré leurs
points faibles, il suffit d’un lissage et un Leger salage pour qu’ils soient appréciés par les

dégustateurs.

Le fromage frais F3 est classé premier parmi les fromages nature (4™ au classement général
des échantillons), il a été préféré notamment a cause de sa douceur et sa fermeté. Le fromage F2
bien que doux a été déprécié a cause de son aspect sableux. Le Fromage F4 qui est en 3°™ position
des fromages frais nature fabriqués (6°™ des échantillons), présentait un gout acide et une sensation
piquante qui a déplu au panel de dégustateurs, quant aux deux derniers : le F5 n’a pas convaincu les
testeurs avec son gout ocre et son aspect sableux, et le fromage F1 a été le plus fade parmi les 5

fromages nature, le F5 lui a été préféré avec son gout acre et son arome de beurre.

Tableau 30 : Classement des fromages d’apres les résultats du test de dégustation

Classement Fromage Points

I F5 amélioré 46
péme F3 amélioré 45
3eme Témoin 44
4eme F3 34
geme F2 24
6me F4 20
7eme F5 15
geme Fl 12
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Témoin

Je
deteste

Je deteste
4.17%

F3
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Je
deteste

Témoin

F3 amélioreé

F5 amélioreé

Figure 47 : Représentations des impressions générales des dégustateurs a propos des fromages.
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CONCLUSION

Afin de préserver I’identité du Jben de chévre de la wilaya de Naama, nous avons étudié
certaine de ses paramétres physicochimiques. A travers les résultats obtenus il en ressort que ce
produit & un pH assez bas avec des valeurs proches pour les différents échantillons, mais 1’acidité
titrable est basse et variable, cela est relatif a une faible production de lactate par les bactéries
lactiques présentes dans le fromage. Ce point a été confirmé par la suite avec I’étude de leur pouvoir
acidifiant. Les taux de matiére grasse et de protéines sont aussi, bas et différents pour les
¢chantillons testés. Cette composition est liée a celle du lait cru utilisé¢ ainsi que la méthode de
fabrication de ce produit. Il ressort aussi que le Jben méme fabriqué dans un seul endroit avec des
laits issus aussi de la méme région, peut différer d’un élevage a un autre et d’une période a une
autre. La variabilité des valeurs obtenues a confirmé que ce fromage traditionnel était inconstant

dans sa composition physicochimique.

La flore lactique du Jben étudié est composée en majorité par bactéries lactiques avec un
pourcentage de 54,17% parmi les microorganismes isolés. L’identification moléculaire d’une partie
de ces bactéries a indiqué une forte dominance du genre Enterococcus (66,66 % des bactéries
lactiques identifiées) partagé en 4 especes : E. durans (83,33% des Enterococcus), E. faecium
(8,33%), E. faecalis et E. hirae (chacun a 4,17%), ainsi que la présence de Lactococcus lactis et
Leuconostoc mesenteroides au méme taux (16.67 %). Cette composition est probablement due a
celle du lait chévre de race Arabia, ainsi que les conditions de fabrication artisanale qui ont

également conduit a I’absence des genres Pediococcus, Streptococcus et Lactobacillus.

L’¢évaluation de certaines aptitudes technologiques des souches et isolats (encore non
caractérisés) obtenus a partir des Jbens de chevre étudiés, a permis de déceler un potentiel
d’utilisation dans I’industrie des produits laitiers, notamment grace a leur pouvoir aromatisant et
protéolytique : 23 isolats sur 65 sont capable de produire de 1’acétoine et 51 présente une forte

protéolyse des caséines du lait.

Une communauté¢ de 6 souches différentes a été formée dont 3 de ’espece Lactococcus
lactis et 3 de Leuconostoc mesenteroides ; 1’étude des interactions inter bactérienne au sein de cette
communauté nous a permis de constater qu’il n’y avait aucune inhibition de croissance entre les 6
souches individuellement ni en groupe (dans la communauté). D’autres interactions sont apparues
lors de différents tests, en affectant certaines voies du métabolisme des 6 souches de la

communauté. Les interactions négatives ont concernées I’inhibition de la production d’acétoine par
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les souches LmJC1 et LIJC4, ainsi que la lipolyse chez la souche LIJC2. Pour [D’activité
protéolytique, une compétition pour le substrat (acides aminés libres et petites peptides) s’est
installée entre les 6 souches de la communauté ainsi qu’une régulation de cette activité ne lui
permettant pas d’atteindre les diametres de zones de lyse provoqués par les souches seules,
néanmoins il y a eu une stimulation qui a permis a la communauté d’exprimer une protéolyse plus
¢levée que la moyenne des souches. Les interactions positives ce sont surtout manifestées par le
commensalisme qui a concerné les souches les moins performantes pour cette activité et qui ont
profité des autres souches. Il n’y a pas eu de stimulation pour 1’abaissement du pH, car celui de la
communauté était presque égal a la moyenne des pH des souches seules, mais il y a eu une
stimulation modéré de la production d’acide lactique par rapport a la production individuelle, ce qui
va avec I’inhibition de la production d’acétoine (le faible taux d’acétoine va avec une augmentation

de I’acide lactique).

Pour les essais de fabrication de fromages frais en utilisant les souches identifiées (celles de
la communauté) comme ferments, 5 combinaisons de deux souches chacune ont été testées. Les 5
ferments obtenus ont été testés avant leur utilisation, on a observé des interactions positives qui ont
concerné une stimulation de la lipolyse (méme entre souches non lipolytiques), les ferments
contenant L1JC4 sont tous lipolytiques. Il y a eu une stimulation de la protéolyse qui est plus ¢levée
chez les ferments par rapports aux souches seules, le commensalisme a été observé ici par
I’association d’une souche fortement lipolytique et une moins performante sans observer des effets

négatifs. D’un autre c6té, il y a eu inhibition de la production d’acétoine.

En ce qui concerne I’activité d’acidification, les 6 souches, la communauté et les 5 ferments

ce sont révelés peu acidifiants.

Les fromages préparés avec les 5 ferments ont tous un caillé peu satisfaisant di a
I’acidification lente et insuffisante, le gout des fromages a ¢été qualifi¢ de doux lors d’une séance de
dégustation avec un arome lactique. Ces fromages ont été moyennement apprécié€s sous leur forme
nature. Les ferments conviendraient plus a la fabrication d’un fromage nécessitant un affinage et
cela incorporé dans un ferment mésophile plus adapté. Il serait aussi intéressant d’essayer d’autres

combinaisons de souches pour les effets qui en ressortiraient.

En perspectives, I’identification des isolats restants est une étape importante a compléter,
ainsi qu’une étude au niveau moléculaire du volatilome produit par les souches identifi¢es et la

communauté afin d’identifier les aromes produits, ainsi qu’une étude plus approfondie des aptitudes
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technologiques testées lors de ce travail. Une étude par qPCR permettrait aussi de préciser les
interactions au sein du microcosme formé. Il serait aussi intéressant de tenter différents
combinaisons de ferments ou d’inclure les souches dans des ferments employé¢ dans la préparation
de divers types de fromage affinés tout en prenant en considération leurs aptitudes technologiques

¢tudiées ainsi que les résultats de 1’é¢tude du volatilome des différentes souches, afin d’utiliser

pleinement leur potentiel aromatisant et texturant.
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Annexes

Annexel : Etapes de préparation d’un Jben traditionnel de Nadma.

Chauffage de lait ; b) Haka végétale ; c) Ajout de la haka dans le lait ; d) Coagulation du lait ;

e) Egouttage ; Jben fini.
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Annexe 2 : Analyse des parameétres physicochimique des laits de chévre par lactoscan
(Lactoscan® UltrasonicPortable Milk Analyser, MILKOTRONIC LTD et certificat de ’appareil).
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Annexe 3: Profils des spectres de MALDI-TOF/MS (A, B, C, D, E et F) et les identifications
des bactéries, obtenus de souches différentes (G, H, I, J, K et L).
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Les scores d’identifications sont : 2.24 pour Enterococcus faecalis (A et G), 2.30 pour E. faecium
(B et H), 2.21 pour E. hirae (C et 1), 2.24 pour E. durans (D et J), 2.20 pour Lactococcus lactis (E et

K) et 2.22 pour Leuconostoc mesenteroides (F et L).
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Annexe 4 : Compositions des milieux de culture :

Milieu MRS : (pH 6,5). Eau distillée gsp 1000ml
Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose
Tween 80
Phosphate dipotassique
Acétate de sodium
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium, 7 H20
Sulfate de manganése, 4 H20

0,2¢g
0,5¢g

Pour obtenir un milieu solide on ajoute I’agar-agar Agar 18g

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 15 min (De Man et al., 1960)

Milieu M17 : (pH 7,1). Eau distillée gsp 1000ml

Extrait de levure

Extrait de viande

Tryptone

Peptone papainique de soja
Peptone pepsique de viande
Acide ascorbique

Lactose

Glycérophosphate de sodium
Mg SO4

2,5¢
Sg
Sg
2,5¢
Sg
0,5g
Sg
19g
0,25g

Pour obtenir un milieu solide on ajoute ’agar-agar Agar 18g

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 15 min (Terzaghi and Sandine, 1975).
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Milieu PCA —Lait : (pH 7,2). Eau distillé¢ gsp 1000ml

Tryptone S5¢g
Extrait de levure 2,5¢
Glucose lg

Poudre de lait écrémé (0%) lg
Agar-agar 15¢g

Stérilisation par autoclavage a 115°C pendant 20 min (Gemelas et al.,2013).

Bouillon Nitraté : (pH7). Eau distillé gsp 1000ml

Peptone Sg
Extrait de viande 3g
Nitrate de potassium lg

Bouillon Clark & Lubs : (pH7,5). Eau distillé gsp 1000ml

Peptone Sg
Glucose 5g
KzHPO4 Sg

Gélose aux triglycérides : (pH 6,5). Eau distillé gsp 1000ml

Peptone 15¢
Extrait de levure 13g
Triglycérides 10ml
Agar 15¢

Stérilisation a 110°c pendant Smin.
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Annexe 4 : Fiche d’analyse sensorielle comparative du fromage

Nom : Date :
Age: Occupation :
I[Examen : IEchantillon 1 |Echantillon 2 |Echantillon 3 |Echantillon 4 [Points a examiner :
\Visuel :
. Couleur : |Aspect :
Sgrface : IBlanche Blanc [Ferme
Lisse N .
. Créme Ivoire Sableux
Brillante . . A
Jaune pale Friable - Platreux
Granuleuse

Onctueux - Coulant

Olfactif :

Arémes : (suite
Page2)
Lactique
Végétal

Fruité, floral

Torréfié
/Animal, épicé
Autres

Intensité :

IForte

IPénétrante, intense
Fade

Typée

IPiquante

Gustatif :

Description de la saveur :

(+/++)
Sucrée
Acide
Salée
Amére

Douceur - Piquant
/Acre - Briilant Fondant
- Crémeux Onctueux -
Corsé

Descriptions des sensations :

bouche :
|Agréable Tres
typique

Riche en arome
Intense en golt

courte

Mon échantillon préféré :
Mon classement (du meilleur au moins bon) :

Description de la finale en

Persistante Plutot




Précisez sur la fiche les aromes percus en utilisant le vocabulaire suivant :

Lactique : 'Végétal : Fruité/floral :

Lait frais Herbe Noisette Fruits

Beurre Petit Ortie Foin secs Agrumes

lait Yogourt Copeaux Fleurs

Créme Champignons Miel
Animal/épicé :

Torréﬁé : Poivre Autres :

Fumé Vanille

ATnandes grillées Muscade Cave Humide

Oignon grillé Etable

Caramel Caprine

Echantillons : Impression d’ensemble : Préférences personnelles

Echl

Ech2

Ech3

Ech4

Choisissez parmi ces impressions ce qui vous semble convenir a chaque échantillon :

Je n’aime pas du tout / déteste cet aliment car...
Je n’aime pas cet aliment car...
Pas d’impression particulicre car...

J’aime bien cet aliment.car...
J’aime beaucoup cet aliment car...
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