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Résumé

La diversité de la communauté microbienne indigéne est étudiée pendant la production et la
maturation du j’ben Elgafs, la variante la plus appréciée du fromage traditionnel Boussaadien,
produit a partir de lait cru de vaches locales. Afin de decrire la dynamique des cultures
microbiennes, des analyses sont effectuées durant les trois saisons laitiéres (moyenne, basse et
haute) de I’année 2019/2020 et a différents stades de la production (lait, caillé lactique et
affiné). Neufs lots consécutifs sont analysés. Les résultats des analyses physico-chimiques
du j'ben Elgafs ont permis de le classer, selon le Codex Alimentarius, parmi les fromages
affinés a pates molles, mi- grasses, avec une teneur moyenne en eau de 68.48% et un rapport
graisse/matiere seche de 24.03%. L’activité microbienne de la flore totale, des bactéries
lactiques et d'altération et/ ou pathogénes est dénombrée sur des milieux sélectifs. La flore
lactique s’est multipliée considérablement pendant les premiers jours et ne s’est stabilisée que
vers la fin de la maturation. L’absence des germes pathogenes et la faible présence de la flore
d'altération sont le résultat de la modification continue des paramétres physico-chimiques d'un
stade a l'autre et du respect des bonnes pratiques de transformation. Les différentes variations
en cellules viables exprimées en logarithme ufc/g sont induites par les réactions biochimiques
et les interactions microbiennes qui ont lieu et qui sont responsables de la croissance
séquentielle d'un groupe microbien par rapport a un autre durant toute la durée de maturation.
Cent quatre-vingt-quatorze souches sont retenues et pré-identifiées selon des examens
phénotypiques. Ces isolats sont regroupés en 5 genres dont Enterococcus (44%) qui est le
plus explicitement distingué suivi de Lactobacillus (24%), Leuconostoc (17%), Lactococcus
(11%) et de loin les bactéries d’affinage avec 4%. Vingt-cing souches sont identifiées par une
approche séquentielle par REP-PCR pour dévoiler la biodiversité intra-spécifique.
L'évaluation du potentiel technologique et sensoriel du microbiote testé dans la fabrication
d'un fromage de type j'ben Elgafs puis comparé a un j'ben témoin, a montré des performances
technologiques pour une application a I'échelle industrielle, procurant aux produits fromagers

une identité typique au terroir algérien.

Mots clés : identification, dynamique, Bactéries lactiques natives, fromage de terroir, vaches

locales.




Abstract

The diversity of the indigenous microbial community is studied during the production and
maturation of j'ben Elgafs, the most appreciated variant of the traditional Boussaadian cheese,
produced from raw milk of local cows. In order to describe the dynamics of microbial
cultures, analyzes are carried out during the three dairy seasons (medium, low and high) of the
year 2019/2020 and at different stages of production (milk, lactic curd and ripened). Nine
consecutive batches are analyzed. The results of the physico-chemical analyzes of j'ben Elgafs
have made it possible to classify it, according to the Codex Alimentarius, among soft, semi-fat
ripened cheeses, with an average water content of 68.48% and a fat ratio / 24.03% dry matter.
The microbial activity of the total flora, lactic and spoilage bacteria and/or pathogens is
counted on selective media. The lactic flora multiplied considerably during the first days and
only stabilized towards the end of maturation. The absence of pathogenic germs and the low
presence of spoilage flora are the result of the continuous modification of physico-chemical
parameters from one stage to another and of compliance with good processing practices. The
different variations of viable cells expressed in logarithm cfu/g are induced by the
biochemical reactions and the microbial interactions which take place and which are
responsible for the sequential growth of one microbial group relative to another throughout
the duration of maturation. One hundred and ninety-four strains are retained and pre-identified
according to phenotypic examinations. These isolates are grouped into 5 genera including
Enterococcus (44%) which is the most explicitly distinguished followed by Lactobacillus
(24%), Leuconostoc (17%), Lactococcus (11%) and by far ripening bacteria with 4%.
Twenty-five strains are identified by a sequential REP-PCR approach to reveal intra-specific
biodiversity. The evaluation of the technological and sensory potential of the microbiota
tested in the manufacture of a j'ben Elgafs type cheese then compared to a control j'ben,
showed technological performances for an application on an industrial scale, giving products

cheesemakers a typical identity to the Algerian terroir.

Keywords: identification, dynamics, native lactic acid bacteria, local cheese, local cows.
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Introduction

'immensité de son territoire et la complexité de son biotope font de I'Algérie un pays aux

grandes richesses naturelles, dont la valeur ajoutée peut lui assurer un développement
économique et rural indéniable. En dépit de cette envergure, ces ressources ne sont ni
exploitées ni valorisées a leur plein potentiel. Le cheptel bovin local, avec tous ses types,
illustre la multiplicité des paysages et constitue un patrimoine a part entiere. Malgré tous ses
défauts, sa rusticité en a fait le bovin de choix des paysans aux moyens limités, ou il rivalise
avec les autres ruminants domestiques, tout en continuant a approvisionner la population
rurale. Le troupeau local contribue a environ un tiers de la production laitiere nationale
(Soukehal, 2013). Les produits laitiers traditionnels, en revanche, représentent un héritage
matériel intimement ancré dans I'histoire et la culture autochtone de certaines régions
(Licitra, 2010). Contrairement a ce qui se passe ailleurs, les fromages traditionnels algériens,
en particulier, sont peu nombreux, mal répertoriés et également peu étudiés (Leksir
et Chemmam, 2015). Une dizaine de types de fromages différents sont connus dans plusieurs
régions du pays (Boudalia et al., 2020), dont les caractéristiques sont liées au lait cru servant
de matiére premiére, qui dépend lui-méme de la race des animaux, de leur type d'alimentation
(Poznanski et al., 2004), des conditions environnementales et des procédés utilisés. En fait, la
consommation du lait et de ses dérivés est encore limitée au cadre familial et repose pour la
majorité sur des méthodes de transformation et de conservation traditionnelles (Benyagoub
et al., 2016). Pour autant, la revendication d'aliments fermiers traditionnels commence a
émerger, malgré les aléas de fabrication que les consommateurs peuvent encourir. Or, la
contamination des produits en cours de production par des bactéries pathogenes et/ou
d'altération est signalée comme un risque sanitaire. De plus, aucun controle officiel du respect
des normes réglementaires n'est mis en place dans cette communauté rurale (Benkerroum,
2004). J’ben Elgafs est un fromage de terroir, largement fabriqué dans la Wilaya de M’sila,
essentiellement dans la région de Boussadda dans le Nord-Est de I’ Algérie. Ce fromage est
fabriqué a partir de lait cru de vache sans ajout de ferments, ce qui signifie que la flore
dénombreée provient exclusivement de la microflore naturelle et le processus d'affinage est
effectué uniquement par cette flore indigéne (Saidane et al., 2021) qui est constituee

essentiellement de bactéries lactiques. Ces micro-organismes sont de type alimentaire




et jouent un role clé dans la fermentation des matiéres premieres animales et végeétales. Leur
aptitude a fermenter les glucides et, @ moindre mesure, a dégrader les protéines et les lipides
conduit a la synthese d'une série de composés, tels que des acides organiques, des peptides,
des composés antimicrobiens et aromatiques et des exopolysaccharides. Ces métabolites
peuvent étre impliqués dans les caractéristiques technologiques, organoleptiques
et nutritionnelles des aliments fermentés. Une meilleure appréciation de cette microflore
lactique indigéne permet une meilleure gestion de la production, en termes d'homogeénéité
et de stabilité du produit sur toute I'année (Lavoix, 2011). La flexibilité de la microflore
indigeéne fait qu'elle ne peut pas étre identique d'un troupeau a l'autre et varie dans le temps
et dans I'espace. En effet, La répartition de ces souches au cours de la maturation est en
perpétuelle évolution, de telle sorte que certaines souches sont constantes, tandis que d'autres
sont amenées a évoluer dans le temps (Dahou, 2017). Le développement de la production de
lait cru ne peut se poursuivre que si la flore d'intérét technologique peut étre maintenue et la
flore nuisible éliminée. C’est dans cette optique que s’inscrit cette étude et mire en place les
objectifs suivants :
e Identifier la composition en bactéries lactiques autochtones de la culture de départ qui
permet de standardiser la production du j’ben Elgafs ;
Suivre 1’évolution de cette microflore lactique au cours de la maturation et en fonction
des saisons laitieres : Moyenne, Basse et Haute ;
Déterminer la concentration en cellules viables ;
Sélectionner un microbiote adapté a la production d'un fromage industriel "a caractére
artisanal”, se distinguant par sa capacité d'acidification, sa production de diacétyle et
sa capacité a inhiber la croissance des bactéries nuisibles.

Il est important d'étudier et de vulgariser les produits laitiers artisanaux algériens afin de

préserver l'identité régionale et d'acquérir une notoriété au-dela des limites nationales. Une

connaissance plus approfondie de la composition et de la qualité du lait cru des vaches locales
de la zone de prélevement dans la région El Ouldja est nécessaire car aucune information n'est
disponible sur sa flore d'importance technologique.
L'originalité de cette étude peut étre rapportée comme suit :
» Définition d'un nouveau produit local "j’ben Elgafs” par une approche scientifique
exhaustive,
> Effet géographique : une nouvelle dimension spatiale de la microbiologie du lait de

vaches locales de zone de rusticité inaccessible "EIl Ouldja W. de Relizane" au Nord-




Ouest algérien, car au meilleur de notre connaissance aucun projet d’étude n’est
accompli dans cette zone.

L'augmentation exceptionnelle de la période des vagues de chaleur que le pays a
connu en cette annee 2019/2020, avec I'absence de pluie pendant au moins 10 mois de
la derniére pluie en 2018, fait qu'il y a un changement dans I’importance et la

diversité de I'écosystéme microbien de la zone.

Face a cet état de fait et apres avoir défini les objectifs de la thématique et les démarches
expérimentales mises en ceuvre, Nous envisageons de réaliser une éetude qui vise dans une
premiere partie a fournir une synthese bibliographique centrée sur trois chapitres, dont
I'élevage de bovins en Algérie, le lait et enfin le fromage. La deuxieme partie est consacrée a
I'étude expérimentale, structurée en trois chapitres. Le premier chapitre présente la
problématique, le protocole et la zone d'étude. Le deuxieme chapitre porte sur le matériel et

les méthodes adoptés dans cette étude, et dans le dernier chapitre nous discutons les résultats

obtenus. Enfin, la conclusion se termine par une série de perspectives ouvertes par cette étude.




Partie I : Synthese bibliographique




CHAPITRE

Elevage de bovins en Algerie




Chapitre 1 : Elevage de bovins en Algérie

1 Elevage de bovins en Algérie

1.1 Steppe algérienne

Du Nord au Sud, I'Algérie est répartie en trois grands domaines (figure 1) délimités par les
principales chaines de montagnes (Lounes. Saharaoui, 2017) : le domaine maghrébin du Sud
du Tell, le domaine maghrébin de la steppe et le domaine saharien-méditerranéen.
Physiquement, la steppe algérienne, definie par I'Atlas tellien au Nord et I'Atlas saharien au
Sud, se prolonge sur une longueur de 1 000 km de la frontiere marocaine a la frontiére
tunisienne, avec une largeur de 300 km a I'Ouest a 150 km a I’Est et une altitude de 400 a
1200 m (Bencherif, 2001). Elle occupe 20 millions d'hectares sur I'ensemble du territoire
algérien. La steppe est bordée au Nord par la ligne isohyéte 400 mm avec l'extension des
cultures cérealiéres sec et au Sud par la ligne isohyéte 100 mm qui représente la limite Sud de
l'extension de I’alfa (Stipa tenacissima) (Nedjraoui et Bedrani, 2008). Cette zone se
caractérise également par une désertification accrue et I’érosion de la biodiversité.

Les habitants de cette zone, qui représentent environ 12% de la population totale, sont des

agro-pasteurs (Mesly, 2007).
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Figure 1 : Zones géographiques de I'Algérie.




1.2 Types d’élevage bovin identifiés en Algérie

Le cheptel bovin algérien, dans toute sa diversité, évoque la richesse du pays et représente un
réel patrimoine. Son ancrage territorial s'explique par la nature du sol, le climat, les qualités
des parcours et la détermination de I'éleveur.

Quatre types d'élevage peuvent étre observés (figure 2) :

Type A : L’élevage bovin laitier sans terre, majoritairement des exploitations familiales
périurbaines. La location des superficies est plus ou moins importante.

Type B : L’¢élevage bovin laitier de taille réduite avec terre, les terres étant attribuées en
fonction des besoins de I'exploitation.

Type C : L’¢levage bovin laitier de taille éminente avec terre, la dotation en terre de ces
exploitations ne suffit pas les besoins de 1’élevage. La location des terres représente en
moyenne plus de 50% des superficies cultivées par an.

Type D : Elevage de bovins laitiers dans de grandes exploitations agricoles ou chez de grands

propriétaires terriens.
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Source: Agro ligne N° 90 - Mai / Juin 2014.

Figure 2: Importance des races bovines nationales par type d’élevage.

Le caractere racial des exploitations recensees en 2014, tel que rapporté par le magazine Agro
ligne, montre une domination franche des races améliorées (plus de 95% du nombre total
d'exploitations) contre moins de 5% de bovins croisés présents seulement dans quelques

exploitations de type A et B. Les grandes exploitations de type C représentent plus de 90%
des troupeaux en UGB (Unité Gros Bétail) qui regroupent les races pie rouge (Montbéliarde)




et largement pie noire, résultant de l'importation de la race Prim' Holstein ces dernieres
années. L'élevage de la population locale est encore trés extensif et peu productif, ce qui

explique sa faible importance dans les chiffres.

1.3 Répartition géographique du cheptel bovin algérien

La terre des bovins est principalement le Tell (Bencherif, 2011), ou le fourrage et I'eau sont
disponibles, méme sur la steppe et sur la chaine de 1’Atlas saharien, 1’élevage bovin était, et
reste encore pratique.

Dans les années 60, les bovins étaient classés en trois catégories : les races importées appelées
Bovin Laitier Moderne (BLM), les races autochtones appelées Bovin Laitier Local (BLL) et
les produits croises appelés Bovin Local Amélioré (BLA).

A partir des années 70, seules les collectivités BLM et BLA subsistent. Les bovins sont
principalement localisés dans la frange Nord du pays, dans le Tell et les hautes plaines
(tableaul) avec un effectif qui varie entre 1.2 et 1.6 millions de tétes. Le cheptel local
représente environ 78% du total, tandis que les bovins importés et les croisements avec la
population autochtone sont estimés a environ 22%, dont 59% sont situés au Nord-Est, 22% au
Centre, 14% au Nord-Ouest et 5% au Sud du pays (MADR, 2003).

Tableau 1 : Répartition du cheptel bovin sur le sol Algérien.
Aires ecologiques Effectifs

Littoral et sublittoral 397.485

Atlas tellien 503.135

Hautes plaines telliennes 213.004

Hautes plaines steppiques 128.135

Atlas saharien et Sahara 23.932

Source : AnGR (2003).

1.4 Systémes d"élevage bovin

Il existe trois systémes en fonction du matériel génetique utilisé et la quantité d'intrants

consommés (Adamou et al., 2005) :




1.4.1 Systéme intensif

Les races laitiéres a haute productivité (bovin laitier moderne), sont importées principalement
d'Europe : Montbéliarde et Prim' Holstein (Amellal, 1995). Celles-ci sont réparties dans les
plaines cotieres et dans le Nord du Tell. Elles fournissent plus de 40% de la production laitiere
totale. On compte en moyenne une cinquantaine de vaches laitiéres par étable (Feliachi, 2003
; Kharzat, 2006).

1.4.2 Systeme semi intensif

Localisé dans les zones montagneuses et forestieres, particulierement dans les zones de
piémont de I’Est et du Centre du pays. Le BLA représenté par la race améliorée résultant de
croisements entre la population locale et des races importées, ou entre les races importées
elles-mémes. Ce type de bétail est orienté plus vers I'abattage, et sa production laitiére est non
négligeable, destinée a 1’autoconsommation. Le surplus est vendu aux riverains. Le BLA est

jugé peu performant par apport aux autres types génétiques importés (Kali et al., 2011).

L’¢elevage, de petite taille et a caractere familial, est généralement conduit en paturage

(parcours, jachére, résidus de culture) complété par du foin, de la paille et du concentré.

1.4.3 Systeme extensif

Il s’agit des races locales et les races croisées (BLL), dont I’effectif moyen est de 5 a 6 tétes/
foyer. L'alimentation est assurée par I'exploitation de l'offre libre de fourrage. Les races
locales sont peu productives, généralement présentes dans les aires montagneuses ou elles
passent de longues périodes a paturer en forét, loin des villages, et sont surtout réputées pour
leur rusticité. Ce type de bovin est rarement élevé en systeme spécialisé (Bekhouche-
Guendouz, 2011), lie aux autres activités agricoles au sein des exploitations et sa production
laitiere ne nécessite pas beaucoup d'investissements dans les fermes (Madani et Mouffok,
2008). La production nationale de viande 78% provient surtout de taurillons. Les bovins
locaux 34.73% constituent a eux seuls 50% du cheptel total d'aprés un recensement effectué
en 2011 et leur contribution laitiere de 1000L/an, soit environ 1/3 de la production nationale,
semble décliner a coté des autres types de bovins. Ce recul est apparemment dd a la priorité
donnée par le gouvernement aux races améliorées (Soukehal, 2013). Dans la wilaya de Tarf,

les races bovines locales et améliorées ont une grande part dans le secteur agricole, soit




47 459 tétes ou 95% du cheptel total de 550 208 animaux (Matallah et al., 2019).

1.5 Evolution de I’effectif bovin national

Le cheptel bovin, local et amélioré, est passé de 640 860 en 2003 & 714 719 vaches en 2013,
soit une hausse de 7 3859 tétes (10.33%) en dix ans (tableau 2), et une hausse de 1 01492 soit
34.53% pour les vaches laitieres importées, pour un total de 1 008 575 tétes durant cette

méme décennie.

D’apres 1’Office National Interprofessionnel du Lait (ONIL), les Algériens consomment prés

de 148 litres par habitant et par an, ce qui est largement supérieur aux 90 litres par habitant et
par an recommandés par I'OMS (Agro ligne, 2014). L'Algérie produit une quantité de 3.1
milliards de litres par an pour un besoin de 5.5 milliards de litres, ce qui la contraint a
importer de la poudre de lait pour couvrir ses pénuries de lait et cela lui a co0té 8 milliards de
dinars en 2013 pour 40 000 tonnes et 600 millions de dollars en 2021 pour environ 200 000
tonnes de poudre de lait. En guise d'indication, I'ONIL importe 46% des besoins nationaux en

poudre de lait, contre 54% importés par les industries privées (Agro ligne, 2022).

Tableau 2 : Evolution du cheptel bovin en Algérie entre 2003 et 2013.

ANNEES BLM BLA+BLL TOTAL

2003 192 364 640 860 833 224
2004 199 165 645 335 844 500
2005 204 240 624 590 828 830
2006 207 740 639 900 847 640
2007 216 340 643 630 859 970
2008 214 485 639 038 853 523
2009 229 929 652 353 882 282
2010 239776 675 624 915 400
2011 249 990 690 700 940 690
2012 267 139 698 958 966 097
2013 293 856 714719 1008 575

Source : Agro ligne N° 90 - Mai / Juin 2014.




1.6 Présentation de la race locale en Algérie

L’¢levage algérien est caractérisé par des pratiques et des systémes de production extensifs,
des cultures fourrageres peu développées et I’exploitation de races locales (MADR, 2012).

Le bovin laitier local (BLL) est attribué a une seule race parentale : la Brune de 1’Atlas
comme le montre la figure 3 avec ses sous- races, selon 1’appellation que chacune lui désigne,

occasionne beaucoup de controverses quant a son origine (Sanson, 1888).

Source : A/ https : //fr.wikipedia.org/wiki/wikipp B/ Photo prise dans la région El Ouldja
"W. de Relizane " Saidane (2019).

Figure 3: Troupeau de la brune de 1’ Atlas.

1.6.1 Son origine

"

En Algérie, la race locale "Brune de I’Atlas " ou Blonde du Cap Bon d’origine ibérique
Geoffroy (1919), est répartie en sous-races rustiques selon Aissaoui et al. (2002) : Cheurfa,
Guelmoise, Sétifienne, Chélifienne, Kabyle qui puisent leur dénomination dans la région ou
elles vivent comme la "Guelmoise" et la "Cheurfa" dans I’Est du pays. Son principal ancétre

serait le Bos mauritanicus découvert par Thomas au quaternaire en Afrique du Nord.

Les bovins indigénes sont souvent remarqués pour leur endurance, qui est due a leur grande
résistance aux rudes conditions climatiques et a leur capacité a optimiser une alimentation
pauvre. Ils sont en effet capables de brouter et de transformer des fourrages grossiers de faible
qualité et sont également appréciés pour leur facilité a se déplacer sur des terrains accidentés

ainsi que leur résistance aux infections et aux infestations.




La "Brune de I’atlas™ ne demeure plus en tant que race pure, suite a des croisements
récurrents avec d'autres races (Zébu, Mont Béliarde, Tarentaise, Schwytz, Pie-noire,
Prim’Holstein) qui sont adoptées durant la période du protectorat, et notamment apres
I'indépendance, donnant lieu a un " amalgame génétique™ dans lequel on ne retrouve plus les
caractéristiques de la race locale initiale, hormis quelques poches qui sont demeurées fideles a
leur authenticité, sans intrusion de races étrangeres.

L’effectif total était environ 1 404 000 tétes dont 764 000 femelles reproductrices et 19.000
males reproducteurs, occupant des aires difficiles (montagnes et parcours). Prés des deux
tiers de la population totale est localisée dans I’Est du pays (MADR, 2003). Le cheptel local
constitue 80% de la production de viande bovine et 22 % de la production globale de viande
(Bouzebda-Afri, 2007).

1.6.2 Description phénotypique

Selon le professeur Le Roy, la race est un groupe d'individus vivants appartenant a la méme
espece et ayant en commun un certain nombre de genes qu'ils transmettent a leurs
descendants. Des investigations sur la barymétrie de la Brune de I’Atlas sont menées par
plusieurs auteurs afin de comparer les performances des bovins autochtones par leur couleur
de robe, ce qui semble étre un critere essentiel de diagnostic différentiel depuis longtemps
dans toutes les documentations. La robe est brune avec différentes intensités et nuances, les

muqueuses sont noires, les oreilles sont recouvertes a 1’intérieur de poils blancs, le profil

céphalique est rectiligne et la production est mixte (Geoffrroy, 1919).

Le poids vif du male adulte peut atteindre 420 kg et celui de la femelle 335 kg. Le poids
moyen a la naissance est de 18 kg (Madani et al., 2003). Dans une autre étude, ils ont
constaté que les males de la Brune de I'Atlas sont caractérisés par une petite taille
comparativement aux races améliorées, mais sont morphologiquement satisfaisants par
rapport aux autres races de taureaux africains, c'est-a-dire 121 cm de hauteur au garrot, 122
cm de hauteur au sacrum, 169 cm de circonférence thoracique et 218 cm de circonférence
abdominale (Rahmani et al., 2020).

Pratiquement tous les bovins autochtones ont des cornes. Cing types de cornes sont
répertoriés, dont celle en forme de croissant 64.50% qui prédomine dans la population du
Nord-Est de I'Algérie, suivie de 10% de celle en forme de roue (Aissaoui et al., 2003).




Les robes sont brunes, cependant la fixation de leur intensité et de leur nuance vers le fauve,
le gris trés clair presque blanc, et le gris foncé presque noir ; font que la robe prend la
dénomination de gris, rouge, blanc et noir rapportée par plusieurs descriptions

bibliographiques comme le montre la figure 4.

Source : 1- Boujenane. Smail (2002). 2- Photos prises dans la région El Ouldja "w. de Relizane"
Saidane (2019).

Figure 4 : Races bovines locales.

Les différentes populations qui constituent la Brune de 1’ Atlas se distinguent nettement d’un

point de vue morphologique :

1.6.2.1 Guelmoise

Elle est de pelage gris fonceé, vivant en zones forestiéres (Kali et al., 2011). Cette population

est identifiée dans les régions de Guelma et de Jijel, elle constitue la majorité¢ de 1’effectif

national (figure 5).

Source : A/ Canalblog. (2014). B/ Photo prise dans la région El Ouldja "w. de Relizane"
Saidane (2019).

Figure 5 : Guelmoise.




1.6.2.2 Cheurfa

Ce groupe de bovins au pelage gris clair presque blanc est localisé a la lisiere des foréts dans

les régions de Jijel et de Guelma (figure 6).

Source : A/ ANGR. (2003) ;
B/ Cheurfa dans les Pétures naturels (ITELV, 2012) ;
C/ Photo prise dans la région El Ouldja "w. de Relizane" Saidane (2019).

Figure 6 : Cheurfa.

1.6.2.3 Sétifienne

Vétue d’une robe uniforme de couleur noiratre (figure 7), la Sétifienne est de bonne

conformation, de poids et de taille variable selon la région ou elle vit. La queue longue de

couleur noire, traine sur le sol. Ce type de bovin est caractérisé par une ligne brune sur le

dos. Le poids des femelles est voisin de celui des femelles importées, conduites généralement
en semi- extensif dans les hautes plaines céréaliéres. La production laitiere atteint parfois
1500 Kg/an.

Source : a/ ANGR. (2003) ;
b/ Photo prise dans la région El Ouldja " w. de Relizane" Saidane (2019).

Figure 7: Sétifienne.




1.6.2.4 Chélifienne

Sa robe est fauve avec une longue queue noire qui traine sur le sol. Sa téte est courte, avec des

cornes en crochues, et des orbites saillantes entourées de lunettes marron fonce (figure 8).

Source : A/ ANGR. (2003) ;
B/ Photo prise dans la région El Ouldja " w. de Relizane" Saidane (2019).

Figure 8 : Chélifienne.

Il existe d’autres sous-races mais avec des effectifs plus réduits comme :

1.6.25 Djerba

Cette sous-race peuple la région de Biskra et se caractérise par une robe brune foncée, une téte
étroite, une croupe arrondie et une longue queue. La taille tres petite, adaptée aux

environnements difficiles du Sud.

1.6.2.6 Kabyle et Chaouia

Elles dérivent respectivement de la Guelmoise et de la Cheurfa aprés des mutations

successives dans 1’¢élevage bovin.




Conclusion partielle

La diversité du cheptel bovin local algérien incarne a la fois la richesse du pays et un
patrimoine original. La nature du sol, le climat, les qualités des paturages et la détermination
de I'éleveur sont autant d'éléments qui justifient son ancrage territorial. Le bovin local est
accordé a une seule race parentale : la Brune de I'Atlas.

En Algérie, les bovins locaux sont élevés dans des systemes sylvo-pastoraux extensifs, et si
leurs performances ne sont pas, a priori, ameliorees, ils n'en sont pas moins trés économiques
et ont une forte capacité d'amélioration. Cependant, la précarité de tout systeme de gestion du
cheptel autochtone en matiére de recensement, de contrdle des performances, de sélection des
reproducteurs et de leur exploitation, ainsi que le manque de moyens pour leur gestion
alimentaire et sanitaire et I'absence de base réglementaire pour leur exploitation, font que, si
I'on se fie aux quelques études réalisées et aux documents officiels du ministere de
I'Agriculture, ledit cheptel reste parqué dans des descriptions itératives et sans aucune
amélioration de son potentiel zootechnique !

En complément de cette étude phénotypique, qui représente un critere important pour le
diagnostic différentiel, servant de support a la sauvegarde de cette frange du cheptel bovin,
I'appréciation de la qualité nutritionnelle et microbiologique de son lait utilisé pour la
préparation d'un fromage local " j'ben Elgafs " nous parait aussi intéressante afin de participer

a I'enrichissement des quelques indications sur ses performances.







Chapitre 2 : Lait

1 Généralités sur le lait

1.1 Définition du lait cru

Le lait cru est un lait qui n'est pas chauffé a plus de 40°C ou soumis a d'autres traitements
pour réduire sa concentration en micro-organismes. Il s‘agit d'un aliment biologique
hautement nutritionnel et énergétique (700 Kcal/l) en raison de sa forte concentration en
nutriments. Il est considéré comme une source majeure de protéines animales ayant une place
importante dans l'alimentation humaine. Néanmoins, il est recommandé de le réfrigérer et de
le consommer dans les 24 heures qui suivent la traite (Fredot, 2006). Le lait des vaches est
moins visqueux que celui des monogastriques. 1l est dit caséineux (Biatcho, 2006).

L’appréciation du lait cru passe par des analyses physico- chimiques et microbiologiques. En

effet, elles font partie des indicateurs de qualité.

1.2 Composition chimique du lait

La composition du lait difféere d'une espéce a l'autre et traduit les exigences nutritionnelles de
chaque espéce. Toutefois, il existe des similarités dans la composition du lait au sein d'une
méme espéce. La composition chimique du lait est un élément clé de I'acidification du lait par
les ferments lactiques, tout particulierement sous I'influence des minéraux (Masle et Morgan,
2001).

Les constituants majeurs des laits figurant dans le tableau 3 sont I'eau, les lipides
(phospholipides, B-caroténe, triglycérides et cholestérol), les protéines (caséines, albumines,
globulines), les glucides, notamment le lactose, et les minéraux. Les autres composants sont
présents dans des proportions infimes, mais sont tout aussi importants comme les enzymes :
peroxydase, catalase, phosphatase et les vitamines : facteurs A, D, B1, B2, B6, B12, etc.

Il 'y a environ 38 oligo-éléments qui sont trouvés dans le lait cru provenant de différentes
régions du monde (Dobrzanski et al., 2005). La composition du lait cru de vache varie en

fonction de plusieurs facteurs intrinséques et extrinséques dont : la lactation, I'état de santé




des animaux, la composition des aliments, les saisons, les conditions climatiques, les
pratiques agricoles, et les conditions environnementales (Licata et al., 2004 ; Yahaya et al.,
2010). Les conditions de transformation du lait peuvent aussi affecter la composition minérale
du lait (Salah et al., 2013).

Tableau 3 : Composition du lait de différentes especes.

87
81,5
87,6

88,9

Source : Amiot et al., 2002.

1.3 Caractéristiques physico-chimiques

Les principales propriétés physico-chimiques exploitées dans l'industrie laitiere sont la

densité, le point de congélation et l'acidité.

1.3.1 Peroxyde d’hydrogéne du lait

L'acidité évaluée par le pH renseigne sur la fraicheur du lait. A la traite, le pH du lait est
compris entre 6.6 et 6.8 et reste a ce niveau pendant une période ne dépassant pas les 24

heures. Toute valeur dépassant ces limites indique une anomalie.

1.3.2 Acidité titrable du lait

L'acidité titrable globale mesure a la fois le pH initial du lait normal et l'acidité développée
apres la traite par la fermentation lactique qui raméne le pH a 4 ou 5. L'acidité titrable indique

donc le niveau d'acide lactique formé a partir du lactose. Le degré DORNIC (°D) est le




nombre de dixiemes de millilitre de soude utilisé pour titrer dix millilitres de lait en présence

de phénolphtaléine.

1.3.3 Densité

La densité du lait n'est pas une valeur constante, elle est proportionnelle a la concentration des
éléments dissous, en suspension et a la proportion de matiére grasse. La densité du lait de
vache est comprise entre 1030 et 1033 & une température de 20°C (Alais, 1984). La densité

du lait augmente avec I'écrémage et diminue avec le mouillage (Vignola, 2002).

1.3.4 Point de congélation

Le point de congélation du lait ou la cryoscopie est I'une des caractéristiques physiques les
plus constantes. Un lait de qualité normale gele a - 0.520°C alors que le lait humide a un point
de congélation d'environ 0°C. La mesure de ce parametre permet d'évaluer la quantité d'eau
que l'on peut ajouter au lait, ainsi un mouillage de 1% entraine une augmentation d'environ
0.0055°C.

2 Facteurs affectant la qualité du lait cru pour la fabrication du fromage

La microflore du lait étant tres diversifiée, elle ne peut étre la méme d'un troupeau a l'autre et
varie dans le temps. Une grande variété de facteurs entre donc en jeu. Ils peuvent étre liés a

I'animal ou a son environnement. Nous pouvons en évoquer quelques-uns :

2.1 Nutrition animale

Les systemes de nutrition animale utilisés pour I'élevage des bétes varient en fonction de
l'environnement et d'autres facteurs (la disponibilité d’herbes pour le libre paturage, les
conditions climatiques, la race de I'animal). Quel que soit le systeme utilisé, intensif, semi-

extensif ou extensif, l'objectif est de veiller au bien-étre de l'animal et de maximiser la
production de lait. La qualité du lait est influencée par I'alimentation des animaux, et aussi
bien le lait que le fromage qui en est issu seront altérés si les vaches sont nourries avec des

fourrages inappropriés (oignons, feuilles de choux, navets, etc.). L'ensilage de mauvaise




qualité peut favoriser le développement de bactéries anaérobies (Clostridium tyrobutyricum)
dans le lait et dans le fromage, provoquant un gonflement tardif des fromages extra-matures
(Aureli et al., 2011). Les stratégies d'alimentation des animaux pourraient également
conduire a un enrichissement du lait en acides gras utiles tels que I'acide linoléique conjugué
(ALC).

Des auteurs comme Amigo et Fontecha (2011) ont rapporté les effets de l'alimentation en
fourrages frais et des changements saisonniers des paturages naturels sur les acides gras 3.
En outre, un régime alimentaire basé sur le libre paturage des animaux a un impact positif sur

le profil de saveur du lait, et donc sur les fromages (Papademas et Robinson, 2002).

2.2 Saison et conditions climatiques

La production et la composition du lait demeurent homogenes dans une marge de confort de 5
a 28°C. En fait, la production diminue avec la chaleur et vice versa (mécanisme de
thermorégulation). Au printemps, avec I'abondance de fourrages verts, la couverture
énergétique des vaches est suffisante grace a l'apport suffisant de protéines, précurseur de
lactogene, et donc la quantité de lait se maintient beaucoup mieux au printemps et au début de
I'été. La teneur en protéines et en matieres grasses passe par deux minima : l'un a la fin de
I'niver et I'autre au milieu de I'été et par deux maxima au moment et a la fin du paturage. Il est
logique de penser que la durée du jour peut influencer la composition du lait (contréle
photopériodique). Certes, il est délicat de tirer des conclusions définitives sur la microflore du
lait, mais on peut supposer qu'il existe une relation cohérente dans chaque saison entre le
niveau de bactéries psychrophiles et mésophiles et un niveau plus élevé de coliformes dans la
saison chaude (Elmoslemany et al., 2008). Cependant, I'effet saisonnier pourrait également
étre d0 a des changements dans les pratiques de gestion au cours des saisons (Hantsis-
Zacharov et al., 2007).

2.3 Conditions de stockage et de transport du lait

Le lait, aprés la traite, doit étre refroidi aussitdt a une température ne devant pas dépasser 8°C
s'il est collecté quotidiennement ou a une température ne dépassant pas 6°C s'il n'est pas
collecté quotidiennement. En effet, une température de stockage basse stabilisera le niveau de

micro-organismes dans son ensemble. Pendant le transport, la chaine du froid doit étre




maintenue et, a l'arrivée dans I'établissement de destination, la température du lait ne doit pas
étre supérieure a 10°C.

Les exigences de température susmentionnées ne s‘appliquent pas si le lait est transforme
dans les 2 heures suivant la traite ou si une température élevée est nécessaire pour des raisons

technologiques liées a la fabrication de certains produits laitiers.

2.4 Facteur génétique

La genétique animale influe sur les performances du lait et par conséquent sur la fabrication
du fromage. En effet, le polymorphisme de la caséine dans le lait (les variantes génétiques de
K-caséine et de la B-Lg) pourrait affecter les propriétés d'emprésurage, la composition en
protéines et en matiéres grasses du lait et le rendement laitier (Dettori et al., 2015). La race
est également un facteur génétique majeur qui détermine la production et la composition du
lait de vache. De grandes variations, méme entre individus d'une méme race, sont observées
(Saidou, 2004).

Les races les plus laitieres donnent des taux protéiques et butyreux les plus faibles et donc la

quantité de lait est défavorablement liée a ces taux (tableau 4).

On peut dire pour résumer que les performances de I'animal sont le reflet de son potentiel

génétique et des conditions dans lesquelles il est élevé.

Par ailleurs, pour les vaches locales algériennes, nous ne disposons pas de données
indicatives et constantes pour établir une correspondance précise. Néanmoins, I'étude de
l'auteur Boubezari (2007) a donné une moyenne de TB et TP allant de 43.65 & 44.12 g et de
31.97 a 32.12 g respectivement chez les 77 vaches locales expérimentées dans I'Est de
I'Algérie.

En comparant les données recueillies, il apparait que les performances nutritionnelles des
vaches algériennes locales "Brune de I'Atlas" sont plus ou moins proches de celles des races
frangaises : croisé, Brune et Simmental France avec un TB et un TP de 40-42 et 32-34

respectivement.




Tableau 4 : Performances moyennes chez les principales races laitieres étrangeres.

Race Production moyenne B TP
(ka) (9/kg) (9/kg)

Prim'Holstein 9226 40 32.1

Montbéliarde

Normande

Croisé

Abondance

Brune

Simmental France

Jersiaise

Tarentaise

Source : Web-AGRI (2020) ; Idele (2019).

2.5 Stade de la lactation

La fin du stade de la lactation a un effet sur la qualité du lait et, par conséquent, sur la qualité
du fromage. En effet, le lait de lactation tardive contient moins de caséines, que le lait des

vaches en début de lactation. Autrement dit, I'évolution des principaux composants du lait est

inversement proportionnelle a I'évolution de la quantité produite pendant toute la période de

lactation.




2.6 Statut sanitaire de I’animal

Le lait cru doit provenir d'animaux sains (pas d'inflammation ou de blessure du pis, sans
entérite et sans fievre) et indemnes de toutes maladies infectieuses transmissibles a I'hnomme
par le lait (zoonoses), entre autres la brucellose et la tuberculose. Les critéres de production
du lait cru de vaches d’aprés Djuricic et al. (2014) sont une numération totale sur plaque a
30°C < 10° ufc/ml et le nombre des cellules somatiques (SCC) en absence d’infection est

a < 4.10° (ml). Sur ce point, le SCC élevé a un impact sur la dégradation de la caséine asl,
pendant l'affinage du fromage, et sur le rendement (formation de gel). Pour éviter un tel
probleme, le lait doit étre éliminé du processus de fabrication du fromage lorsque leur
rendement laitier diminue de maniére significative (Guinee et O'Brien, 2010). Il semble aussi
que le stress et les émotions perturbent le reflexe d’éjection du lait. En effet, traire de la
méme maniére, avec le méme trayeur, selon une routine bien définie, réduit le stress des

animaux et augmente significativement la production de lait.

3 Activité biologique du lait cru au fromage

3.1 Définition de I’écosystéme microbien

Le lait cru répond a la notion d’écosysteme dans la mesure ou il s'agit d'un systeéme
fonctionnel composé d'une communauté de micro-organismes (biocénose) en perpétuelle
interaction avec un environnement (biotope) sur lequel agissent des facteurs physiques,
chimiques ou biologiques. Le fonctionnement des écosystemes microbiens est la pierre

angulaire du concept multidimensionnel (risque sanitaire, sensoriel, bien-étre) de la qualité

des produits laitiers au lait cru.

3.2 Lait cru entre intérét/risque

Le lait cru a un effet & double tranchant, entre bienfaits et méfaits. A ce titre, le microbiote du
lait peut ameéliorer les propriétés organoleptiques et texturales des produits laitiers (Montel et
al., 2014), mais il peut aussi écourter la durée de conservation du lait en chambre froide, ce
qui est donc défavorable (Capodifoglio et al., 2016). Des retombées sur la santé des

consommateurs sont aussi alléguées. Elles sont soit déléteres par la consommation de lait cru




contaminé occasionnant une intoxication alimentaire (entérotoxines), soit bénéfiques par le
renforcement du systeme immunitaire grace aux micro-organismes (probiotiques) présents

dans le lait cru (Fernéndez et al., 2015).

3.3 Microflore naturelle du lait cru ™ La qualité hygiénique™

Le lait qui sort de la mamelle d’un animal sain est pratiquement stérile de germes pathogenes.
En tant que substance biologique complexe, le lait cru est un remarquable milieu de
croissance pour de nombreux micro-organismes. C'est ce qui explique qu'il soit contaminé par
des germes provenant de 1’animal en lui-méme principalement de germes saprophytes du pis
et des canaux galactophores, ou de son environnement pendant la production (figure 9), ainsi
sa qualité s'en ressent (Angelides, 2014). Bien que la pasteurisation ait pour but de détruire

les germes pathogénes et ou d'altération dans le lait, sauf que la charge initiale peut étre
réduite.
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Figure 9 : Différents réservoirs de contamination du lait cru (Vacheyrou et al., 2011).




3.4 Description des communautés microbienne

L’écosystéme microbien du lait cru est une composante majeure du microbiote de nombreux
fromages traditionnels (Montel et al., 2014). Une attention particuliére est accordée a
I'évaluation bactériologique du lait cru, axée sur la recherche de germes le plus souvent
ubiquistes (tableau 5). La flore microbienne aérobie mésophile totale (FAMT) dénombree
lors des analyses de lait représente une image non exhaustive de I'ensemble des micro-
organismes viables présents dans le lait. Néanmoins, ce bilan permet de mettre en évidence la
flore lactique (utile), la flore d'altération et les germes pathogenes (nuisibles). Cette répartition

microbienne refléte donc la diversité écologique du lait cru.

Tableau 5 : Diversité microbienne du lait cru de vache.

flore constante flore accidentelle

bactéries des canaux | bacténes contamunant | Dactéries dorigme | bactéries présentes
galactophores | le Lait pendant et apres Fecale sur ['antmal malads
La traite

Lactobacillus Pseudomonas Clostridium Streptococcus agalactiae
Streptocoques
lactiques Flavobacterium Coliformes fécaux | Staphylococeus aureus
Enterobactéries Salmonella Brucella

HCFOCOQUSS Yersinia Listera
Corynebactertes Campylobacter
Bacillus
Streptococus faecalis
Clostridium

Source : Leyral et Vierling (2007).




3.4.1 Flore pathogéne

Les intoxications alimentaires dues a la multi-résistance des bactéries pathogénes sont

signalées et constituent un sujet de grande préoccupation. C’est le cas des germes suivants :

3.4.1.1 Staphylococcus aureus

C’est un micro-organisme mésophile a Gram positif et a coagulase positive. Cette bactérie est
a l'origine de mammites chez les vaches laitieres (Meskini et al., 2021). En effet, la
contamination du lait par des staphylocoques constitue un défi sanitaire et économique de
taille pour l'industrie laitiere. En Algérie, la quantité maximale de Staphylococcus aureus
tolérée dans le lait cru et le fromage au lait cru, est respectivement de 10° ufc/ml et 10* ufc/g
(JORA, 2017).

Les entérotoxines produites par ces staphylocoques appartiennent a la famille des toxines
pyrogénes, ou entérotoxines thermostables. Ces antigénes provoquent une
immunosuppression et une prolifération non spécifique des cellules T. D'autres espéces du
genre Staphylococcus produisant des entérotoxines sont également trouvées dans le lait, telles
que S. cohnii, S. epidermidis, S. xylosus et S. haemolyticus. Les niveaux de S. aureus ont
tendance a diminuer pendant I'affinage du fromage (Cretenet et al., 2011).

3.4.1.2 Coliformes

Ces entérobactéries sont des bactéries a Gram négatif, anaérobies facultatives, en forme de
batonnets, qui colonisent le tractus intestinal des mammiféres et libérent des toxines.
L'absorption systémique de la toxine peut entrainer une colite hémorragique, des diarrhées et
une urémie, voire la mort. Il s'agit d'Escherichia coli (productrice de shigatoxines),

E. intermedium, freudii, Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella. Leur croissance est réduite
par la baisse du pH, mais ils résistent a la chaleur (Le Minor et Richard, 1993).

Escherichia coli est I'indicateur de contamination fécale qui refléte la salubrité du produit.

La concentration maximale acceptée pour les coliformes dans le lait cru est de 5.10% ufc/ml,

alors que pour le fromage fabriqué a partir de lait non pasteurisé, la limite autorisée est de 10°
ufc/g (JORA, 2017).



https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-shiga-toxine-9436/

3.4.1.3 Salmonella

Les salmonelles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bactéries a
Gram négatif, anaérobies facultatives, mobiles, capables de se multiplier a des températures
comprises entre 5 et 45°C et a des valeurs de pH de 4.5 a 9. Elles sont a 1’origine de
salmonellose qui est I'une des toxi-infections alimentaires les plus courantes. Les sérovars
Enteritidis et Typhimurium de Salmonella enterica ssp. enterica sont parmi les agents causaux
les plus communément répertoriés dans les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC).
La salmonelle pénétre dans le tube digestif, se développe dans l'intestin gréle et provoque une
entérocolite : douleurs abdominales, diarrhée, nausées, vomissements, frissons et fiévre
apparaissent généralement 12 a 36 heures aprés la consommation d'aliments contaminés et
durant 2 a 6 jours (Gravani, 1984). Les porteurs sains (asymptomatiques) représentent la
plus importante voie de propagation des bactéries dans I'environnement et dans les aliments.
Au regard des critéres microbiologiques, Salmonella doit étre absente dans 25 ml/g de lait cru
et de fromage au lait cru (JORA, 2017).

3.4.1.4 Streptocoques fécaux

Les Streptocoques fécaux appartiennent aux Streptocoques du groupe D qui peuvent
contaminer le lait. lls sont plutdt typiques des déjections animales et donc meilleurs
indicateurs de la qualité hygiénique du lait, tels que S. bovis, S. equinus, S. gallolyticus et S.

alactolyticus. Ces germes sont parmi les plus résistants aux conditions hostiles (pH,

température, etc.) et sont néanmoins considérés comme pathogénes du point de vue sécurité
alimentaire (CUQ, 2007).

3.4.2 Flore d’affinage

Il s'agit de Micrococcus, des staphylocoques a coagulase négative (S. equorum, S. xylosus et
S. carnosus) et des bactéries corynéformes (Arthrobacter, Brachybacterium, Brevibacterium,
Corynebacterium, Microbacterium et Rhodococcus spp et bien d'autres. Le genre
Micrococcus est tres hétérogene et plus proche phylogénétiqguement d'Arthrobacter que de
Staphylococcus. Micrococcus luteus et Micrococcus lylae sont deux des espéces les plus
fréguemment isolées du lait et du fromage (Irlinger et Bergére, 1999). La flore d'affinage est

principalement présente, et en grand nombre, a la surface des fromages affinés par frottis




bactérien, aprés désacidification de la surface du fromage par les moisissures et les levures
(Corsetti et al., 2001). Cette flore contribue de maniére importante a déterminer les
caractéristiques finales de ces variétés de fromage. Elles favorisent I'affinage du fromage par

leurs activités enzymatiques.

3.4.3 Bactéries propioniques

Dans le lait cru, les propioni-bactéries sont présentes en quantité suffisante, mais elles sont

ajoutées au lait pasteurisé. Elles survivent a la température de cuisson élevée (~54°C) lors de

la fabrication du fromage et atteignent des niveaux de 108-10° ufc/g aprés la période de

maturation & chaud. Elles métabolisent I'acide lactique en acide acétique et propionique et en
COo, et jouent un role clé dans la formation d'acides gras libres et d'acide iso valérique,
contribuant a la saveur et a la formation des ouvertures (Thierry et al., 2004). Le séquencage
du génome entier de Propionibacterium. freudenreichii, notamment, a révélé sa résistance au
stress, a 1’attaque des phages et a synthétiser des vitamines et des acides aminés, ainsi que
plusieurs genes codant pour des protéines de surface impliquées dans l'activité immuno-

régulatrice (Falentin et al., 2010).

3.4.4 Moisissures et levures

Ces micro-organismes sont de moindre importance que les bactéries dans le bilan
microbiologique du lait et des produits laitiers. Leur présence a la surface du lait et des
produits laitiers est un indice de pollution qui dévalorise I'aspect et le golt des produits. Les
levures et les moisissures tolérent des valeurs de pH de 3 & 8, avec un optimum de 4.5 a 6.5,
ce qui explique leur présence dans le lait cru ainsi que dans le lait caillé (Vignola, 2002).
Cependant, durant la maturation des fromages affinés, les moisissures jouent un réle
important ot un amalgame de levures, de bactéries et de champignons filamenteux se forme
pendant la phase de maturation (Addis et al., 2001). Leur contribution a la proteolyse et a la
lipolyse améliore la texture, la saveur et la qualité nutritionnelle des fromages selon Fox

et McSweeney (2004). En revanche, une lipolyse importante peut conduire au rancissement
(Molimard et al., 1997), tout comme un fromage allégé ou maigre en matiere grasse peut
développer un godt avarié (Milo et Reineccius, 1997). Dans les fromages affinés a coceur
(Roquefort), le Penicillium roqueforti, se développe et forme des veines bleues a I'intérieur du




fromage. Le Penicillium camemberti quant a lui se développe a la surface des fromages
affineés, comme le Camembert et le Brie.

Les levures, en outre, sont une indication de mauvaises pratiques de contréle de I'hygiéne
(Vignola, 2002). Elles peuvent provoquer des fermentations gazeuses et des golts
indésirables dans plusieurs produits laitiers. Toutefois, dans de nombreux fromages, en
particulier ceux au lait cru, les levures ont un intérét majeur dans les fermentations laitieres en
raison de leur capacité a fermenter le lactose ou le galactose et a se développer a basse
température et a des concentrations élevées en sel. Leurs activités protéolytiques et/ou
lipolytiques élevées contribuent de maniere significative aux caractéristiques de texture et de
saveur du fromage. Des défauts de saveur se traduisant par des arbmes fruités et amers sont
attribués a l'activité des levures (Beresford et Williams, 2004). Les especes de levures
couramment détectées dans le lait cru comprennent Geotrichum candidum, Pichia fermentans,
Candida sake, Trichosporon lactis et celles que I'on trouve dans le fromage appartiennent
aux genres Candida, Geotrichum, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Trichosporon, Torulospora, Yarrowia et Zygosaccharomyces spp (Delavenne et al., 2011).
Dans les variétés de fromage affiné par frottement, les levures métabolisant le lactate
contribuent a la désacidification de la surface du fromage et permettent la croissance de
bactéries aérobies et acido-sensibles dans le consortium de frottement (naturel et/ou dirige).
Les interactions entre levures et bactéries peuvent générer des profils volatils plus complexes
aux notes fruitées (Arfi et al., 2005).

3.5 Flore d’intérét technologique ""Bactéries lactiques"

3.5.1 Définition

Les bactéries lactiques (BAL) sont des microorganismes unicellulaires procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont a Gram positif, peuvent étre de forme
coccoides, coccobacillaires, ou bacillaires, non pigmentées, immobiles et non sporulantes.
Les bactéries lactiques ont un catalase négative, dépourvues de cytochromes, tolérantes aux
acides et facultatives, possedent un métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant (Hardie

et Whiley, 1997). Ce qui confirme leur prévalence dans les produits laitiers (Stiles

et Holzapfel, 1997).




3.5.2 Connaissances génerales sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont omniprésentes dans la nature, ainsi que dans le systeme digestif
humain (Hammi, 2016) et se sont depuis longtemps révélés utiles a I'nomme. Actuellement,
les bacteries lactiques occupent une place importante parmi les auxiliaires agroalimentaires.
Elles sont surtout réputées pour leur role dans le secteur laitier pour leur activités
antimicrobiennes (Moraes et al., 2010), organoleptiques et d'amélioration de la durée de
conservation. Les bactéries lactiques sont employées classiquement dans la fermentation de
produits laitiers ou carnés, de végétaux et en panification (Carr et al., 2002). Ce groupe de
bactéries bénéficie généralement d'un statut GRAS (Generally Recognized As Safe) ce qui
certifie leur inoffensivité. Toutefois, certaines espéces du genre Streptococcus, quelques
Lactobacillus et Enterococcus sont considérées comme des pathogénes opportunistes ou des
marqueurs de contamination fécale pouvant provoquer des maladies nosocomiales (Konig

et Frohlich, 2009 ; Aguilar-Galvez et al., 2012).

Les BAL produisent de l'acide lactique comme principal résultat de la fermentation des
sucres. Selon le métabolisme des glucides (figure 10), les BAL peuvent étre soit
homofermentaires en générant principalement de I'acide lactique via la voie de la glycolyse
(Embden-Meyerhof), soit hétérofermentaires en produisant de l'acide lactique, du dioxyde de
carbone, de [I'éthanol et/ou de Il'acide acétique via la voie de la 6-
phosphogluconate/phosphokétolase (Garvie, 1984).

Le matériel chromosomique des BAL a un pourcentage de G + C entre 30 et 60% (Stiles

et Holzapfel, 1997) et une taille génomique entre 1.8 et 3.3 Mbp. Elles sont caractérisées par
de faibles capacités lipolytiques et protéolytiques et sont trés exigeantes, auxquelles elles sont
auxotrophes en vitamine B (Monnet et al., 2008), en acides aminés puisqu'elles sont inaptes

a les synthétiser a partir d'une source d'azote simple selon Caplice et Fitzgerald (1999) et en

oligo-éléments (Mg?" ,Mn?* |, Na*, K* et CI" ...) car ces derniers participent de maniére

significative a la croissance des BAL notamment aux activités enzymatiques des bactéries
(Zhang et al., 2009 ; Wegkamp et al., 2010), en glucides fermentescibles et en acides gras
(Edima, 2007).
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Figure 10 : Métabolisme glucidique des bactéries lactiques Bulut (2003).

3.5.3 Classification taxonomique des BAL

La classification des bactéries lactiques est pratique selon des criteres phylogénétiques en
utilisant une approche moléculaire. Cependant, la caractérisation morphologique,
physiologique (tableau 6) et la composition de la paroi des BAL en acides gras restent
pratique et utile pour I'identification preliminaire des micro-organismes (Alexandre et al.,
2008). En effet, sur la base de leur structure morphologique et de leur métabolisme

glucidique, les BAL sont classées en trois groupes :

Groupe | : La majorité des espéces appartenant aux genres Enterococcus, Lactococcus

et Streptococcus sont homofermentaires et en forme de cocci.




Groupe |11 : Les bactéries sont ovoides et hétérofermentaires. Elles comprennent les espéces
des genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella, ainsi que certaines especes appartenant au

genre Lactobacillus.

Groupe 111 : 11 s’agit de bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines
(figure 11). Ce dernier groupe occupe une position intermédiaire entre les groupes | et I,
abritant ainsi des especes capables d'étre homo- ou hétéro-fermentaires en suivant les
conditions environnementales (Guiraud et Rosec, 2004 ; McLeod et al., 2008). On peut
citer :
a/ Thermobacterium : Inclut les lactobacilles homofermentaires thermophiles qui se
développent a 45°C mais jamais a 15°C. Les especes les plus fréquentes dans les

produits laitiers sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.

b/ Streptobacterium : Comprend les lactobacilles mésophiles homofermentaires
et peut parfois étre hétérofermentaire en fonction du substrat. Les especes les plus

fréguentes dans I'alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

¢/ Betabacterium : Comprend les lactobacilles hétérofermentaires tels que Lb.
fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

a:Lb casei b : Lb acidophile ¢ : Lb helviticus

Figure 11 : Aspect microscopique des lactobacilles (Kandler et Weiss, 1986).




Tableau 6: Caractérisation de genres importants de BAL

Famle (ene Fome | (022 | Cromsmce | Coosssmee | Cootssmce | Cromsmce | Crotssmes | Crosance
matrdy | 210°C d¥C | a63% | al8% i apH
alucose Na(l Na(l 4 i

-

Aetococcacene Amococcus | coccd

Coromobacteriacese | coromobactemam | bifomet | - - ] - ND

Enterococcacese | Entorocococcus | coce - ; N

Tetragengcoccus 1 - variable

Vagooooeus | cocct 1

Lactobacilaceae | Lactobacilus | bitomt | variable | variable | variable | variable - variahle

Paiococeus | coedd | vagable | variable | variable : +

Leuconostococacene | Lawconostoc | coed + . variable - variable

Oenococcus + . vatiable : vatiahle

Weisselln + - - variahle

Steptococcaceae | Loctococcws | cocct | - + - - - variahle

Shreptococcus : - | vanable

ND : Non Déterminé ; D(-) acide lactique ; L(+) acide lactique.

Source : Von Wrighe et Axelsson (2012).

Selon édition II de Bergey’s manual of systematic bacteriology (Vos et al., 2009), les BAL
sont classeées dans le phylum des Firmicutes comme 1’indique la figure 12 et sont réparties en
six familles : Carnobacteriaceae, Aerococcaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae et Streptococcaceae.

Seuls douze genres sont utilisés en technologie alimentaire, il s’agit de : Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et Weissella (Vandamme et al.,
1996).

Des genres apparentés tels que Bifidobacterium, Macrococcus, Brevibacterium et
Propionibacterium peuvent aussi étre inclus et sont utilises dans la fabrication de produits

fermentés (Pfeiler et Klaenhammer, 2009).
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Figure 12 : Dendrogramme présentant les liens phylogénétiques de I'ordre des
"Lactobacillales™ dans la classe des "bacilles "(Vos et al., 2009).

3.5.4 Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques
3.5.4.1 Lactobacilles
Les lactobacilles sont acidophiles et assurent un pH de 4,0 dans les aliments contenant des

sucres fermentables. 11 s’agit de bacilles longs et fins (quelque fois incurvés) souvent groupés

en chaines. Ce type de bactérie tient un role dans la fermentation et la préservation des




aliments, ainsi qu'un réle probiotique. Les lactobacilles conferent un caractére aromatique aux

aliments fermentés en produisant du diacétyle et des amines (Kassas, 2017).

3.5.4.2 Entérocoques

Les entérocoques sont des hétes naturels du transit intestinal de I'homme et des animaux
(Hassaine, 2013). Les sous espéces les plus freguemment observées dans le fromage sont
E. faecium, E. faecalis et E. durans (Giraffa, 2003), aussi bien les fromages a base de lait cru
que de lait pasteurisé. Les entérocoques participent a la fermentation et a la maturation de
certains produits en favorisant le développement de caractéristiques organoleptiques comme
le godt et I'aréme (Kranenburg et al., 2002). En plus, ils sont susceptibles de produire des
substances antimicrobiennes, notamment des bactériocines (Alomar, 2007) et témoignent
d'effets probiotiques pour la santé de leur hdéte (Champagne et Mollgaard, 2008).
Néanmoins, ce genre d’espéces qualifiées comme sdres et n'ont pas le statut GRAS car elles

disposent de génes codant pour des facteurs de virulence (Elsner et al., 2000).
3.5.4.3 Lactocoques
La prévalence des Lactococcus dans les produits laitiers peuvent représenter 38% des isolats

de bactéries lactiques identifiés dans des fromages européens. Elles sont largement utilisées

comme ferment en fabrication fromagere, seule ou en association avec d'autres bactéries

lactiques (Beresford et al., 2001). Leur niveau peut étre supérieur a 108 ufc/g dés les premiers

Jours de fabrication des fromages. La souche Lactococcus.raffinolactis n'est
gu'occasionnellement isolé dans les laits et le fromage (Lopez et al., 2000) et Lactococcus
garvieae est identifié dans des laits crus (Zamfir et al., 2006), dans différents fromage au lait
cru, fromage AOC Salers (Callon et al., 2005), fromages égyptiens (El-Baradei et al., 2005),
fromage de Jben marocain (Ouadghiri et al., 2005) et de fromages italiens du Piemontese
PDO Toma (Fortina et al., 2003).

3.5.4.4 Streptocoques

Les cellules sont immobiles et sphériques ou ovoides avec une disposition en paires ou en

longues chainettes. La principale espéce de streptocoques utilisée en technologie alimentaire




est S. thermophilus, qui est considérée comme le deuxieme ferment industriel le plus
important. Il est traditionnellement utilisé en combinaison avec Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus ou Lb. helveticus pour la fabrication de yaourts et de fromages a pate dure cuits a
haute température. Il est également utilisé seul ou en combinaison avec des lactobacilles pour
la production de fromages Mozzarella et Cheddar (Mills et al., 2010).

La taille de leur génome est proche de 1.8 Mb dans la plupart des souches. Il a perdu les
déterminants pathogenes les plus importants lors de son adaptation a I'environnement du lait
(Bolotin et al., 2004). Contrairement aux plasmides des lactocoques, les plasmides de S.

thermophilus jouent un réle relativement insignifiant.

3.5.4.5 Leuconostoc, Weissella et Oenococcus

IIs se présentent sous forme de coques ovoides appariées ou enchainées a vocation
hétérofermentaire. L'hydrolyse de I'esculine, la formation de dextrane, la capacité a se
développer a différents pH et températures, et l'absorption de citrate et/ou de malate
permettent de séparer les genres Leuconostoc et Weissella (Ho et al., 2007). Ces bactéries
sont associées au matériel végetal et se trouvent également dans le lait et les produits laitiers.

Malgré leur faible croissance dans le lait, leur capacité a co-métaboliser le lactose et le citrate
en produisant du lactate, de I'acétate, du CO», de I'éthanol, de I'acétaldéhyde, du diacétyle, de
I'acétoine et du 2,3-butanediol, elles concourent aux propriétés organoleptiques des variétés
de fromages frais et a pate semi-dure : Edam et Gouda (McSweeney et Sousa, 2000). Ces

micro-organismes synthétisent de dextrane a partir du saccharose, ou des a-gluco-

oligosaccharides (GOS) a partir du maltose, qui servent comme épaississants ou texturants

dans les laits de culture ou comme stabilisants dans les cremes glacées. Le genre Leuconostoc

compte a lui seul 24 espéces et 7 sous-especes (www.bacterio.net).

3.5.5 Identification moléculaire des bactéries lactiques

L'identification phénotypique des bactéries lactiques semble étre une approche classique,
ardue et peu fiable qui doit étre renforcée ou méme remplacée par des procédures de typage
moléculaire plus avancées et plus précises. Cela permettrait de fournir de nouvelles données
de reférence pour étudier la diversité génomique et la structure de I'écologie microbienne

réelle au fil du temps (Kamra, 2005).



http://www.bacterio.net/

Le séquencage total du genome des BAL est actuellement disponible en différentes tailles, y
compris : Oenococcus oeni, Lb.brevis, Lb. casei, P. pentosaceus et Ln. mesenteroides.

On peut citer comme exemples de méthodes génomiques disponibles : séquengage de I’ ADNTr,
le profil plasmidique, le ribotypage, les méthodes des empreintes digitales (fingerprinting) :
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), REP-PCR fingerprinting, AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), et 1’¢lectrophorése en champ pulsé (PFGE) de I’ensemble

de ’ADN chromosomique digér¢.

3.5.5.1 Profil plasmidique

Le typage plasmidique est I'une des méthodes de génotypage les plus anciennes et les plus
simples, dans laquelle seul 'ADN extra-chromosomique est analysé. Dans I'application la plus
élémentaire, les plasmides sont isolés a partir de chaque isolat bactérien, puis séparés

électrophorétiqguement dans un gel d'agarose pour déterminer leur nombre et leur taille.

Cependant, ce typage n'est pas vraiment sir en raison de la capacité de certains organismes a

acquérir ou a délecter des plasmides d’aprés Ouadghiri (2009) et parfois peuvent avoir des

plasmides de la méme taille.

3.5.5.2 Ribotypage

Cette méthode consiste a coupler I'ADN chromosomique a analyser par des enzymes de
restriction avec des sondes d’ADN recombinant. Ces dernieres permettent d'identifier des
hétérogénéités entre des souches de faible homologie (Lyhs et al., 1999). Cependant, cette
technique est un peu fastidieuse et longue. Elle n'est pas aussi discriminante que certaines des
méthodes moléculaires les plus récentes. Elle peut aussi, étre inutile pour certaines bactéries
qui ne contiennent qu'un ou deux loci.

La description des étapes de la procedure fingerprinting sur le tableau 7 facilite la

compréhension de leur principe.

3.5.5.3 RAPD (ADN polymorphe amplifié de facon aléatoire)

RAPD est une mesure génotypique tres simple et rapide, fondée sur la réaction en chaine par
polymeérase. Elle fait référence a I'ADN polymorphe amplifié de fagcon aléatoire. Dans la PCR,

deux amorces oligo-nucléotidiques synthétiques sont nécessaires pour initier la synthése d'un




nouveau brin d'’ADN. La PCR utilisée pour la RAPD différe de la PCR commune par certains
aspects : les amorces utilisées sont tres courtes, les séquences sont choisies au hasard et la
température de sédimentation pour la RAPD est inférieure a celle d'une PCR normale
(Farber, 1996).

3.5.5.4 Ribotypage par PCR

Les trois genes codant pour I'ARNr (ARNr 16S, 23S et 5S) des procaryotes sont séparés par
une région intercalaire. Si I'on pense que la plupart des genres bactériens contiennent des
copies multiples de I'opéron de I'ARNT, les régions intercalaires d'une méme souche peuvent

donc différer en longueur et/ou en séquence.
3.5.55 PCR-RFLP
Des séquences nucléotidiques apparentées peuvent étre comparées en les exposants aux

mémes endonucléases de restriction. L'électrophorése et la coloration des fragments d'une

séquence donnée conférent une empreinte caractéristique, de telle sorte que différentes

séquences peuvent étre comparées a leurs empreintes digitales.

3.5.5.6 REP-PCR

La PCR est utilisée pour générer des empreintes digitales en copiant des séquences précises
dans le chromosome (plutdt que des séquences aléatoires). La REP-PCR fait référence a une
séguence répétitive extra-génique palindromique qui apparait dans différentes souches. La
REP-PCR produit des molécules d'ADN de différentes tailles. Lorsqu'elles sont séparées par

électrophorese sur gel, ces molécules donnent une empreinte digitale caractéristique.

3.5.5.7 Electrophorese sur gel a champ pulsé

L'ADN génomique est coupé avec une enzyme de restriction et les fragments sont séparés sur
un gel d'agarose. Cela permet une estimation des sous-espéces et des souches. Tout d'abord,
les cellules vivantes sont noyées dans l'agarose, puis une lyse est effectuée. Ensuite, I'ADN

génomique est digéré avec des enzymes de restriction peu communes. Cette méthode fournit




un champ électrique alternatif a des intervalles preédéterminés. La direction du champ

électrique est modifiée a ces intervalles appelés temps d'impulsion. Ainsi, grace a cette

propriété, des fragments d’ADN de poids moléculaire élevé peuvent étre séparés avec cette

méthode.

Tableau 7: Etapes des principales méthodes de typage moléculaire.
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Source : Bulut (2003).

3.5.6  Usages industriels des bactéries lactiques

Les BAL ont une importance considérable dans bon nombre de secteurs. A juste titre, dans
I'industrie alimentaire et la biotechnologie, qui est le secteur ayant le plus d'applications pour

les bactéries, et aussi dans celui de la protection sanitaire.

3.5.6.1 Dans la filiere alimentaire

Les BAL, dont Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus thermophilus (Yateem et al., 2008),
sont couramment exploitées dans l'industrie alimentaire en tant que starters pour la
fermentation et pour la valorisation des saveurs et des qualités nutritionnelles des produits
fermentés. Elles sont également adoptées pour la bio-conservation des aliments " technologie

douce " en raison de leurs propriétés antimicrobiennes (Dortu et Thonart, 2009 ; Moraes




et al., 2010) telles que le peroxyde d'hydrogene, le diacétyle, la reutérine, les acides
organiques et les bactériocines (Abee et al., 1995). Pour y parvenir, les BAL doivent étre
atoxiques (sres) et compétentes.

Le concept de ferments lactiques sélectionnés et naturels doit aussi étre nuanceé et défini ainsi :

» Les ferments lactiques naturels sont tirés d'un lait qui n'a pas subi de traitement
thermique et présentent une formulation qui varie selon la région dont ils sont
originaires.

» Les ferments lactiques selectionnés sont dérives d'une souche pure ou d'un jeu de
souches pures. Ces ferments sont des espéces a part entiére et leur fonctionnement
global (acidification, protéolyse, formation d'arémes) définit le ferment.

Les souches mises sur le marché sont isolées a partir de lait ou de dérivés du lait et en

particulier de levains artisanaux (Wouters et al., 2002).

3.5.6.2 Dans lafiliére de la sécurité sanitaire

Les bactéries lactiques bénéfiques pour la santé sont citées comme faisant partie du
patrimoine humain (Rodriguez et al., 2003). En effet, les nouveau-nés acquierent leur
microbiote principalement lors de I'accouchement puis de I'environnement. Grace a leur
potentiel bactéricide, les BAL sont désormais envisagées comme une alternative naturelle aux
antibiotiques pour pallier le souci de I'antibiorésistance (Albano et al., 2007 ; Smaoui, 2010 ;
Mkrtchyan et al., 2010).

Parmi les bactériocines libérées figurent les nisines et les lactostrepcines produites par

Lc. lactis, les diplosines par Lc. cremoris, les plantaricines par Lb. plantarum, les

mésentérocines et les leucocines produites par Ln. mesenteroides (Corbier et al., 2001). Etant

elles-mémes probiotiques, les bactéries lactiques assurent I'équilibre de la flore endogéne
(Vieira da Silva et al., 2016) et favorisent la maturité immunitaire en augmentant le nombre
de phagocytes et de lymphocytes de la microflore intestinale et génitale (Uehara et al., 2006).
Dans une autre étude réalisée en 2011, EI-Ghaish et ses collaborateurs signalent que les
BAL peuvent également remédier a certains cas d’allergies grace a leur activité protéolytique.
Les antioxydants, les lysozymes, les lactoperoxydases et la lactoferrine libérés par les BAL
agiraient a leur tour efficacement sur les radicaux libres responsables du développement des

cellules tumorales (Jouan, 2002 ; Commane et al., 2005).




Conclusion partielle

Le lait est une matiére premiere simple en apparence, complexe dans sa composition, mais qui
contient des ressources considérables provenant de la mamelle d'un animal en lactation. Il
remplit une fonction nutritionnelle élémentaire en procurant des protéines animales a une
population croissante qui s'oriente vers des produits de meilleure qualité. En tant que denrée
alimentaire peu acide et trés humide, le lait se détériore donc rapidement si aucune mesure de
conservation n'est appliquée. Ainsi, le nombre total de flore mésophile dans le lait cru est une
indication de sa qualité. Il peut &tre conservé plus longtemps sous diverses formes concentrées
a savoir le beurre ou le fromage. En cela, ses dérivés peuvent étre consommeés sur une durée
prolongée.

La qualité du lait est également influencée par I'alimentation des animaux, et aussi bien le lait
que le fromage qui en est issu seront altérés si les bétes sont nourries avec des fourrages
inappropriés ou de mauvaise qualité. La microflore du lait étant trés diversifiée, elle ne peut
étre la méme d'un troupeau a l'autre et varie dans le temps. Une grande variété de facteurs
entre donc en jeu. lls peuvent étre liés a I'animal ou a son environnement.

Pour faire face aux exigences naturelles du lait, qui se traduisent par des variations tant
quantitatives que qualitatives, le secteur laitier a investi dans une démarche qualité au plus
prés de la production, lui permettant une meilleure gestion des propriétés physico-chimiques,
sanitaire et organoleptiques. Les propriétés nutritionnelles des produits laitiers dépendent
toujours des caractéristiques du lait cru. Ainsi, le beurre dépendra toujours du MG, les yaourts
du lactose et les fromages du MP.

Les bactéries lactiques sont exploitées dans Il'industrie alimentaire comme levains pour la
fermentation et pour améliorer la saveur et les qualités nutritionnelles des produits fermenteés.
Elles sont aussi utilisées pour la bio-conservation des aliments en raison de leurs vertus
antimicrobiennes.

Les bovins algériens locaux sont accordés a la race "Brune de I'Atlas". La race de I'animal
conditionne ses performances ; la composition de son lait en matieres grasses et en protéines
et son rendement laitier, reflétant ainsi ses potentialités génetiques et les conditions de son
élevage. De a, la nécessité de déterminer et dévaluer la qualité nutritionnelle et

microbiologique de son lait de maniére a enrichir les peu d'indications sur ses performances.




CHAPITRE

Fromage




Chapitre 3 : Fromage

1 Définition du fromage

Le fromage est une denrée alimentaire fermentée riche en protéines, en minéraux et a haute
valeur biologique selon Cholet (2006). Il résulte de la coagulation du lait en un produit stable
par la précipitation isoélectrique des caséines sous l'action de la flore native du lait ou par
I'action enzymatique de la chymosine fournie par la présure. L'évolution du procéde a donné
naissance a une large palette d'attributs visuels, physiques et gustatifs et son élaboration releve
d'un savoir-faire qui s'est enrichi au fil des siécles. Ces modifications sont le résultat des
caractéristiques géographiques, climatologiques et environnementales de la région dans

laguelle chaque fromage est apparu.

2 Histoire du fromage

Dés que I'homme a commenceé a sculpter la pierre et a écrire sur du papyrus, il a illustré son
mode de vie. Des bas-reliefs sumériens datant de 3 500 ans avant J.C dépeignent la traite des
vaches et le caillage du lait. En Suisse, pres de Neufchatel, on a retrouvé des moules de
caillage datant de 5 000 ans. La fabrication du fromage dans I'Egypte ancienne, était plutot un
signe de prestige car dans la tombe d'un pharaon, parmi les bijoux et les talismans entourant
la momie, ils ont trouvé des urnes contenant du fromage. Toutefois, le plus ancien fromage
connu serait originaire de la ville d'Uruk, a Babylone, datant de la fin du 4éme millénaire
avant J.C. Selon Fox et McSweeney (2004), ce sont les Romains qui ont développé l'art de
fabriquer différentes variétés de fromage, qui faisait obligatoirement partie de la ration du
soldat romain inspirés par la culture grecque et leur engouement pour le fromage. D’ailleurs
étymologiquement parlant, le mot caseus, dont la racine est a I'origine du mot caséine, signifie
protéine de lait coagulable (Katz et Weaver, 2003).

Au fil du temps, les gens se sont civilisés et le fromage s'est démocratisé. C'est au Moyen Age
que les moines ont mis au point des recettes de fromage et inventé les premieres techniques
d'affinage. Au Xllle siécle, les femmes des campagnes développent de nouvelles variétés pour

valoriser leur production de lait, puis des coopératives se forment pour mettre en commun le




lait. Dans I'ére moderne du fromage, de nombreuses régions fromageres ont continué avec
ténacite a produire des fromages artisanaux, a petite échelle et selon des pratiques
traditionnelles, méme si les industries ont gagné du terrain ailleurs (Kindstedt, 2012).

3 Bilan du fromage dans le monde

Le fromage est le produit laitier le plus consommé, utilisant 40% de la production mondiale
de lait. Plus de 20 millions de tonnes de fromage sont ainsi produites par an, soit une
croissance de la production de 2% par an. Les Etats-Unis sont le premier producteur mondial
de fromage, suivis par I'Allemagne et I'ltalie. Les Francais occupent la quatrieme place mais
sont les premiers exportateurs. En 2011, selon les données du CNIEL, la production
européenne de fromage de lait de vache est estimée a 8.4 millions de tonnes. La France est le
plus grand consommateur de fromage (23.7 kg/hab), devant I'ltalie (20.6 kg), la Suéde

(16.6 kg), les Pays-Bas (16.6 kg), les Etats-Unis (14 kg), I'Allemagne (12.8 kg) et le Canada
(11.6 kg).

Bilan du fromage en Algérie

Le secteur du fromage en Algérie est en plein essor, avec un volume de production de 84 600
tonnes pour une hausse de 9% et une valeur de production de 77.3 milliards de dinars, soit une
hausse de 15% en 2014 (source : cefam- persevert (2015))

Les fromages fondus, les moins colteux en Algérie, sont les principaux fromages produits et
consommeés dans le pays. lls représentent I'essentiel des ventes de fromages, soit 79% du
volume global des ventes et 74% de la valeur des ventes. lls ont enregistré la hausse la plus
significative en 2014, avec un volume et une valeur de 10% et 16% respectivement.

Les fromages fondus et les préparations fromageres représentent en termes de volume de
production en tonnes et de valeur de production en millions de dinars respectivement
18103.34 et 20054.55.

Les fromages frais non transformes, a pate molle et a pate dure représentent 57249.85 tonnes
et 57249.85 millions de dinars.

Cependant, la remise en cause de la croissance conduira a l'augmentation des charges de
production, des prix des matiéres premieres, telles que la poudre de lait, et a la suppression

des subventions en vigueur dont profite I'industrie locale. De méme, les frais d'importation
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vont continuer a réduire la production des fromages haut de gamme, tels que les fromages

importés a pate molle et dure non transformée.

5  Processus de fabrication du fromage

5.1 Schéma de la fromagerie en étape

Il y’a environ 4000 variétés de fromages dans le monde, rien qu’en France on recense
environ 1000 types de fromages toutes élaborées selon un méme procédé :
Standardisation du lait ; Acidification ; Caillage ; Egouttage ; Salage et Affinage.

La composition du caillé est déterminée pendant les deux jours de la fabrication du fromage,
et le degré de synérése est le phénomene le plus important que le fromager doit réguler, en
contrélant les conditions de chaque étape. Les caractéristiques organoleptiques de chaque
fromage seront déterminées par I'ensemble du processus de fabrication du fromage et, enfin,

par le processus complexe de la maturation (figure 13).

Température Culture de démarrage

Enzymes indigénes du lait | Maturation

Microflores secondaires

Qualité microbienne du lait Composition chimique du

caillé (teneur en humidité, sel,
pH)

Composition chimigue du

fromage et caractéristiques

sensorielles

Figure 13: Principaux facteurs intervenant dans les caractéristiques finales du fromage

(Bintsis et Papademas, 2002).
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5.1.1 Standardisation

Si dans le fromage, la teneur en protéines, la teneur en matiéres grasses et la teneur en eau

sont déterminées par le procédés de fabrication du fromage, le rapport MG/ MP du fromage

est déterminé par celui du lait utilisé. Etant donné que la composition des composants du lait

varie, le fromager doit standardiser le lait. Aprés une simple filtration, dans la plupart des
pratiques artisanales, on procéde & un écrémage partiel, en prélevant la creme qui se trouve a
la surface. Dans les petites unités industrielles, la standardisation peut étre obtenue en
incorporant du lait écréme au lait entier pour alléger la teneur en matiéres grasses ou en
écrémant partiellement le lait du fromage, exceptionnellement, et pour les variétés de
fromage trés gras (Manouri), en ajoutant de la créme pour augmenter la teneur en matiéres
grasses. La standardisation garantit que les fabricants fournissent les niveaux de matiere séche

(MS) requis par les normes légales ou les critéres d'identité pour des variétés spéecifiques.

5.1.2 Acidification

Le lait destiné a la fabrication du fromage peut étre acidifié par ses BAL indigenes ou en
utilisant une culture "backslop" (culture de lactosérum retenu de la fabrication du fromage de
la veille). Dans ce cas, le taux d'acidification est inopiné, et la croissance de bactéries
d’altérations conduit souvent a des fromages imparfaits. L'ajout de cultures starter
sélectionnées est désormais mondialement utilisé dans la fabrication industrielle du fromage
(Bintsis et Athanasoulas, 2015) et peuvent étre des starters a souches mixtes (combinaisons
de souches inconnues de BAL) ou des cultures a souches définies (combinaisons de souches
connues de BAL). L'acidification commence avec l'ajout du levain et la vitesse d'acidification
dépend de la quantité, du type de levain ajouté et des conditions environnementales.
L'acidification, a la vitesse et au temps approprié, est probablement I'étape la plus critique
dans la fabrication du fromage (McSweeney, 2007) car elle :
» Contréle la croissance des micro-organismes d'altération et ou pathogeénes ;
> Influence l'activité des enzymes pendant la maturation et donc la saveur et la qualité
du fromage ;
» Aide a déterminer le niveau de calcium dans le caillé du fromage et le rapport entre
le calcium soluble et le calcium colloidal, ce qui influence grandement la texture du

fromage ;




> Favorise la synérese et aide ainsi a déterminer la composition du fromage (en
particulier la teneur en eau du fromage) et donc le rendement et la croissance des
microflores ;
> Influe sur l'activité coagulante pendant la fabrication et sur le maintien de Il'activité
coagulante dans le caillé du fromage, agissant ainsi sur le taux de protéolyse pendant
la maturation.
L'acidification par un acide peut étre utilisée comme culture alternative a I'acidification par les
ferments lactiques ou par les BAL indigenes. Il sagit d'une pratique courante dans la
fabrication des fromages a pate molle. L'acidification directe est plus facile a contréler que
I'acidification biologique et, contrairement aux cultures de démarrage, elle n'est pas sensible a
I'infection par les bactériophages, ce qui est un gage de securité (Fox et Guinee, 2013).
L'application limitée de l'acidification directe est principalement due a l'absence d'effets

supplémentaires des cultures starter sur la biochimie de la maturation.

5.1.3 Coagulation

Le caillage est un transfert irréversible d'état physique au cours duquel un lait initialement
liquide se transforme en un état semi-solide appelé gel ou coagulum.

La coagulation peut avoir lieu soit par acidification biologique a lI'aide de ferments lactiques
formant un coagulum lactique, et la conversion du lactose en acide lactique entraine une
baisse du pH qui conduit a une solubilisation du phosphate de calcium colloidal qui stabilise
les micelles de caséine a leur point isoélectrique (pHi = 4.6). Soit par un procédé enzymatique
sous l'action de la présure. Cette procédure, a travers ses deux étapes : la premiere (hydrolyse
de la w-caséine) et la seconde (agglomération), forme des liaisons hydrophobes qui

emprisonnent toute la phase aqueuse, que l'on appelle coagulum enzymatique. Les deux

techniques de coagulation peuvent étre aussi combinées pour produire un caillé dit mixte
(figure 14).
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Figure 14 : Les différentes voies de coagulation (Jeantet et al., 2007).




5.1.4 Egouttage

L'égouttage est une étape qui permet d'expulser naturellement le lactosérum (synérése) du
caille, préalablement forme, par découpage et brassage. On obtient ainsi un caillé séparé dont
la consistance dépend de la technique d'égouttage utilisée, de la quantité de lactosérum
extraite et du fromage souhaité. En général, avec une faible proportion de matiere séche (40-
45%), une faible minéralisation (0.3 & 0.5 % de Ca), et un pH relativement bas (4.6 4 4.9) au
démoulage (cholet, 2006).

5.1.5 Salage

Le salage consiste a saupoudrer le caillé de sel, ou a le plonger dans une saumure ou a le
frotter avec un linge salé. Le salage permet au caillé de s'égoutter et contribue a la formation
de la crodte. La crolte empéche le développement de micro-organismes nuisibles et dirige
I'activité enzymatique pendant le processus de maturation pour donner plus de saveur et

d'ardme au fromage.

5.1.6 Affinage

Au cours de l'affinage du fromage, le caillé subit une série de transformations primaires sous
I'action d'enzymes endogenes (plasmine, lipoprotéine lipase, cathepsine D) présentes dans le
lait ou le caillé et responsables de la glycolyse, de la protéolyse et de la lipolyse, tandis que
d'autres transformations secondaires se produisent simultanément sous I'action d'enzymes de
la flore d'affinage (bactéries, levures et/ou moisissures) qui sont principalement responsables

des aspects plus fins de la saveur du fromage (Eck et Gillis, 2006), y compris la formation

d'une crodte qui proteége la surface des contaminants qui peuvent s'y déposer et un réle dans

I'alcalinisation de la pate du fromage, et participent au phénomeéne de proteolyse et de lipolyse
(tableau 8). Selon la variété et les qualités sensorielles souhaitées, I'affinage peut prendre de
quelques semaines a quelques mois. Les fromages affinés en surface doivent étre affinés dans
un environnement a forte HR, et la plupart des fromages a pate dure se conservent dans des

conditions seches pour éviter la croissance microbienne en surface.




Tableau 8 : Classification suivant le type d'affinage.

Type de fromage affiné

Conditions d'affinage

Ferment spécifique et

caractéristiques des fromages

Crodte fleurie

Péte humide, pouvant étre acide.
Température d'Affinage entre 8 et
12 °C.

Temps d'affinage de 3a 5
semaines.

Humidité relative de la salle entre
85 et 90 %.

Pénicillium camemberti

Duvet blanc en surface

Lipolyse et protéolyse qui débute
en surface

Péate devenant coulante en fin
d'affinage

Saveur de champignon et de
noisettes devenant

ammoniacal en fin d'affinage

Crodte lavée

Humidité

intermédiaire et pate peu

acide. Température

d'affinage entre 10 et 15

°C.

Temps d'affinage de 6

semaines ou plus.

Humidité relative entre 90 et 95 %
Lavage régulié de la surface avec
une solution saline.

Brevibacterium linens

et Geotrichum candidum.
Crodte de couleur jaune paille a
orange.

Proteolyse qui débute en surface
Saveur marquée de noix, de
pommes, devenant putride

en fin d'affinage.

Sensible au développement de
I'amertume.

Pate persillée

Humidité intermédiaire de la pate
Pate aérée.

Température d'affinage comprise
entre 3 et 8 °C.

Temps d'affinage supérieur a 4
semaines.

Humidité du haloir supérieur a 85

%.

Pénicillium roqueforti, pate veinée
de bleu.

Protéolyse et lipolyse dans
I'ensemble de la meule.

Saveur franche et prononcée de
champignon devenant

piquante en fin d'affinage.

Dans la masse avec ouverture

Pate ferme et élastique.
Température d'affinage entre 16 et

22 °C les premiéres semaines et
entre 5 et 10°C par la suite.
Temps d’affinage minimum 8§

semaines.

Propionibacterium spp.
Présence d’ouvertures spheriques
et lisses dans la pate.

Saveur typique de noisettes,

Iégérement sucrée devenant
piquante avec I’affinage.

Source : St-Gelais et al., 2002.

6 Microflore des fromages

L'écosystéeme du fromage ne fonctionnerait pas sans la vie microbienne. Effectivement, la
microflore du fromage peut étre native ou dite "indigéne", c'est-a-dire présente dans le lait au
départ, ou bien introduite de I'environnement. Cette microflore comprend deux types de

bactéries : les bactéries primaires regroupent la flore de démarrage, définie comme les




bactéries lactiques, et les bactéries secondaires regroupent les bactéries lactiques non starters
(NSLAB), aussi appelées bactéries "adventices”, y compris les bactéries de I'acide
propionique (Propionibacterium), les bactéries de surfaces (Microcoques et bactéries
corynéformes), les moisissures et les levures.

Deux sortes de ferments "mesophiles et thermophiles” sont communément employés dans
I'industrie laitiére.

Les levains mésophiles sont faits d'especes issues de deux genres : Lactococcus (produisant
de I'acide) et Leuconostoc (produisant de I'ardbme), ont une température optimale de croissance
de 30 °C et sont donc utilisés dans les fromageries ou la température ne dépasse pas 40 °C
pendant la phase d'acidification. En revanche, les Lactobacillus et Pediococcus mésophiles,
qui sont capables de se reproduire dans les conditions hostiles d'affinage, comptent parmi les
bactéries lactiques non starters.

Les levains thermophiles, dont Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii notamment, conviennent le mieux aux variétés de fromage pour

lesquelles la température excede 40°C au début de la production (Parente et Cogan, 2004).

7 Aptitudes métaboliques et implications technologiques

La principale fonction des bactéries lactiques est de produire de l'acide lactique et/ou des
précurseurs d'ardbmes dans la production de fromage. Elles sont principalement impliquées
dans : la glycolyse, la protéolyse et la lipolyse avec la participation des enzymes endogenes
du lait et de la flore secondaire. L'environnement hostile de la maturation provoque la lyse des
cellules de départ par la muraminidase (Beresford et williams, 2004). Cela induit a la
libération d’enzymes intracellulaires dans le fromage et entraine la production d'acides
aminés libres qui contribuent au développement de I'aréme des fromages (Collins et al.,
2003).

7.1 Glycolyse

La décomposition du lactose en lactate par les BAL entraine une baisse du pH par la
production d'acide lactique a la suite de la coagulation du lait avec expulsion du lactosérum
"synérese”. De plus, la production d'acide a un impact bénéfique sur la définition de la

texture, de l'ardbme et du godt (Marth et Steele, 2001). En effet, a partir du pyruvate,




plusieurs composés, diacéetyle, acétone, 2,3-butanediol, a-acetolactate peuvent egalement étre
formés (Ross et al., 2000 ; Atlan et al., 2008). L'acidification des aliments permet de
prolonger leur durée de conservation en limitant la prolifération des microorganismes

d'altération.

7.2 Protéolyse

La protéolyse contribue a I'adoucissement de la texture et de la saveur du fromage pendant la
maturation en raison de I'hydrolyse des caseines dans le caillé en petits peptides, d'une
diminution de l'activité de I'eau et du métabolisme des acides aminés par les bactéries de
démarrage, les cultures secondaires, le NSLAB (Non-starter lactic acid bacteria), les levures
et les moisissures.

La protéolyse est la plus importante des trois voies biochimiques impliquées dans la
maturation du fromage, compte tenu de la diversité des réactions enzymatiques et chimiques
mises en ceuvre. En simplifiant, la protéolyse est enclenchée en premier lieu par I'action du
coagulant sur la caséine, suivie par l'action des protéases de la paroi cellulaire des bactéries
lactiques et par l'activité enzymatique intracellulaire. Le lait renferme par ailleurs des
enzymes protéolytiques indigénes (plasmine et cathepsine D), qui peuvent également jouer un
réle actif dans la protéolyse primaire. Ces protéinases natives et le coagulant ont une activité

étroitement dépendante du pH.

Les grands peptides générés lors de la protéolyse primaire n'influencent pas directement le
godt du fromage, mais ils constituent les principaux substrats des protéases de la paroi
cellulaire, des aminopeptidases et de l'activité métabolique intracellulaire en vue de produire
des composants essentiels a la plupart des arémes du fromage. Le godt du fromage est corrélé
aux petits peptides et aux acides amineés libres, ainsi qu'aux saveurs indésirables telles que
I'amertume (Pripp et al., 2006). L'amertume du fromage est due a la concentration de petits
peptides dont les séquences terminales sont hydrophobes a la suite de la présence de certains

acides aminés a I'extrémité carboxy ou amino.




7.3 Lipolyse

La lipolyse est I'nydrolyse des acides gras libres des tri-, di- et mono-acylglycérides par deux
enzymes hydrolytiques (les estérases et les lipases) pour donner un acide gras et glycérol. La
répartition et la concentration des acides gras sont influencées par la race, le stade de la
lactation et le régime alimentaire (Kilcawley et O’Sullivan, 2018).

Les enzymes lipolytiques dans le fromage peuvent avoir plusieurs sources de provenance :
La lipase indigéne du lait (lipoprotéine lipase), les estérases prégastriques et ou de présure, les
bactéries de démarrage, les bactéries de démarrage auxiliaires, les NSLAB, les levures et les

moisissures et I'ajout de lipases exogenes (McSweeney et Sousa, 2000).

La lipoprotéine lipase est inactivée dans des conditions de pasteurisation & haute température
et de courte durée (Hickey et al., 2007), mais joue un réle important dans les fromages au lait
cru ou produits avec du lait thermisé. Les estérases prégastriques sont produites par les
glandes sous-maxillaires du veau et sont transférées vers l'estomac pendant la tétée. Les
bactéries de démarrage ont une activité estérase importante et influencent I'abondance de la

lipolyse pendant la maturation (Lopez et al., 2006).

Le regime de la lipolyse varie selon le type de fromage, de lait et du temps d'affinage. Le seuil
d'ardme des acides gras libres est considérablement influencé par le pH et la composition du
fromage. Dans le camembert et certains fromages a pate persillée, la perception de la saveur
est réduite, et les acides gras ne sont pas immédiatement associés a des saveurs rances, en
raison de leur pH plus éleve, bien que cela puisse étre un probléme si le pH est plus faible
(Alewijn, 2006).

Les seuils de saveur des acides gras dépendent également de la composition du fromage (effet
de matrice). En effet, les SCFA (Short-Chain Fatty Acids) résultant de I'nydrolyse de la
matiére grasse laitiere sont relativement faciles a hydrolyser en raison de leur position sur le
squelette de la glycéride (principalement Sn-3) et de leur solubilité dans I'eau. Ces SCFA sont
décrits comme ayant un arébme de fromage, mais aussi comme rance, selon la variété de
fromage en particulier dans les fromages de chévre et de brebis (Markiewicz-Keszycka et
al., 2013).




7.4 Pouvoir texturant

Certaines souches de bactéries lactiques ont la propriété de synthétiser des exopolysaccharides
(EPS), qui présentent un grand intérét technologique dans la mesure ou ils peuvent réduire la
synérése, améliorer la texture, et augmenter la viscosité et I'onctuosité des produits.

Les bactéries lactiques produisent deux types d'EPS (Cerning, 1994) :

Les homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides.

Les dextranes et les glucanes produits par Leuconostoc mesenteroides et Streptococcus
mutans respectivement sont des homopolysaccharides de glucose tandis que les levanes
produites par Streptococcus salivanus sont des homopolysaccharides de fructose.

Les hétéropolysaccharides contenant deux ou plusieurs types d'hydrates de carbone forment
un groupe trés hétérogene de polysaccharides produits par différentes bactéries lactiques
thermophiles et mésophiles.

7.5 Pouvoir aromatisant

La production de composés aromatiques est liée a I'activité microbienne. Plusieurs especes de
bactéries lactiques, telles que Lc. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis et Lc. mesenteroides
ssp. cremoris, sont capables de synthétiser le diacétyle, I'acétoine et l'acétate a partir du
citrate, qui sont responsables de I'ardbme des produits laitiers fermentés (Leveau, 1991).
D'autres bactéries lactiques transforment les acides aminés en molécules aromatiques, ce qui
permet de diversifier les arbmes des produits dans lesquels ces bactéries se développent
(Tanous et al., 2005).

8  Produits laitiers du terroir algérien

8.1 Notion de ""Terroir"

Un terroir est un ensemble de terres d'une contrée, valorisées par leurs capacités agraires et
offrant un ou plusieurs produits dits typiques (source Larousse). Le concept d'appellation
d'origine peut renvoyer au terroir. Il désigne les attributs naturels de la région du produit, tels
que le climat, le terrain, le microbiote et le savoir-faire. L'appellation d'origine, qui sous-

entend une corrélation étroite entre les propriétés du produit et son environnement, en fait un




produit singulier. Pour le lait et ses dérivés, la localisation spatiale, la race animale exploitée
et les pratiques d'élevage expliquent en partie I'effet terroir, car ils agissent a la fois sur la
qualité et la composition du lait. La notion de terroir peut aussi étre liée a la composition de la
microflore native du lait, qui favorise la maturation du fromage et la production d'arémes.

Le terroir est donc le reflet fidele de la région d'origine, avec ses ressources naturelles et ses

traditions.

8.2  Produits laitiers locaux algériens

Loin des clichés, I'Algérie a des traditions bien ancrées dans la transformation traditionnelle
du lait cru (tableau 9) :

Rayeb, Lben, creme, Smen, Zebda beldia, y compris les fromages, méme si cela reste
cantonné a la vie domestique. Ces produits sont généralement fabriqués a la main par les
femmes, et seul I'excédent est vendu dans la région officieusement.

Une part non négligeable des produits lactés est incorporée dans toutes sortes de préparations
culinaires pour en améliorer le godt, la texture, la qualité nutritionnelle ou encore I'aspect
(Guetouache et Guessas, 2020).

La qualité des produits laitiers est étroitement liée a la région de production et a ses traditions.
L'interaction entre les conditions pédoclimatiques, la variation génétique du cheptel indigene
et la composante anthropique (humaine) crée des ambiances spécifiques qu'il serait
infiniment difficile de les reproduire ailleurs (Caridi et al., 2003).

La reconnaissance de ces produits locaux permet la pérennisation d'un savoir-faire séculaire,
participe a la durabilité des zones rurales et a la conservation du lait pendant la période
hivernale, étant donné la précarité des paturages, qui pése sur la productivité du lait pendant
cette saison. Nonobstant les accidents de fabrication que peuvent ressentir les consommateurs,
la demande d'aliments fermiers traditionnels est en réelle expansion en raison de leurs
propriétés organoleptiques, nutritionnelles et méme thérapeutiques grace a sa microflore

indigene.




Tableau 9 : Présentation sommaire de quelques produits laitiers locaux du Maghreb.

Dénomination traditionnelle Description

Caillage acide du lait dans un délai de 24 a 72 heures suivant la

Rayeb saison. Il se consomme tel quel ou écrémé.

Lait fermenté ou babeurre obtenu par barattage du lait fermenté

Lben pour en extraire le beurre.

Beurre frais avec une odeur de diacétyle prononceée, obtenu a la

Zebda beldia suite du barattage du lait fermenté.

Beurre rance réalisé en salant du beurre frais (8% a 10%) et

Smen affiné dans un endroit sombre et aéré pendant un an maximum.

Ce fromage est produit a partir de lait cru que I'on obtient par
Jben acidification spontanée a température ambiante apres séparation
du lactosérum.

Source : Benkerroum (2013).

8.3 Variétés de fromages traditionnels algériens

En Algérie, il n'existe pas de classification ou de labellisation officielle des variétés de
fromages artisanaux visant a les rendre conformes de fagcon permanente a un cahier des
charges, a lI'exception du fromage Bouhezza qui est admis comme produit d'origine agricole
(JORA, 2020) a la demande de I'association IMESSENDA d'Oum EI Bouaghi.

Par ailleurs, les dénominations de ces variétés de fromages et leurs procédés de fabrication
selon Meribai et al. (2017) différent d'une région a l'autre en fonction de certains criteres tels
que la méthode de coagulation, la texture, I'affinage mais aussi en fonction des indices
technologiques pour Leksir et al. (2019). Toutefois, la classification des fromages selon la
teneur en eau, la teneur en matieres grasses et les critéres d'affinage sont définis en accord
avec le Codex Stan (1978).

En effet, les fromages artisanaux sont marqués par une riche biodiversité de bactéries
technologiques qui dépend de l'exploitation, de la région, des pratiques courantes et des

modes de production (Ouadghiri, 2009). Il est vrai que les fromages locaux algériens sont




peu visibles et peu étudiés, néanmoins, ces derniéres années, la communauté scientifique a
ressuscité son intérét pour cette question.

En référence a la bibliographie consultée, quelques fromages sont identifiés dans les
différentes régions du pays, a I'exception du j'ben Elgafs, qui jusqu'a présent n'a fait objet
d'aucune étude approfondie.

La plupart des fromages entrent dans la catégorie des fromages frais. Les plus connus sont

la " Klila " et le " jben ". On les trouve dans tout le territoire algérien et méme au Maghreb
(Lahsaoui, 2009 ; Leksir et Chemam, 2015). Ces variétés de fromages peuvent étre réparties

comme suit ;

8.3.1 Fromages frais

8.3.1.1 Jben (Aguissi)

C'est un fromage frais consommé dans les zones rurales pastorales de toute la steppe (Mechai
et al., 2014). 1l est fabriqué a partir de lait cru de vache, de brebis ou de chévre obtenu par
acidification spontanée a température ambiante pendant 24 heures (Benkerroum et Tamine,
2004). Selon les régions, le lait acidifie est coagulé soit par I'ajout d'un coagulant d'origine
végétale (Nouani, 2009) provenant des fleurs de cardon (Cynara cardunculus) ou d'une
plante épineuse sauvage (Cynarahumilis) ou d'artichaut (Cynara scolymus), ou de graines de
courge. Soit par de la présure animale (un morceau de proventricule de poulet ou de
veau/agneau dit en arabe ou en Chaoui "Hakk", a la fois salé et séché). L'ajout de ces
coagulants permet d'obtenir des produits aux saveurs trés variées. Le caillé est ensuite égoutté
et salé ou saumuré dans une solution saline (25 a 30 g de sel /100 ml d'eau) dans un endroit
tempéré pendant 2 a 15 heures. Parfois, il est laissé tel quel sans salage, selon les préférences
de chacun, présentant une moyenne de 62.5 % d'humidité, 16.5 % de MG, 15.8 % de MP,

4.1 % de lactose et un pH de 4.1 (Leksir et al., 2019). Quelquefois méme, de l'ail, du persil

ou du poivre sont ajoutés pour donner plus de punch au fromage. A ce stade, il devient un peu

comme la Jibnah Beida du Proche-Orient (FAO, 1990). Le Jben est trés consommé dans les
pays du Maghreb : dans les régions montagneuses du Rif, au Nord du Maroc, en Algérie et en

Tunisie (Benkerroum et Tamime 2004 ; Mennane et al., 2007).




8.3.1.2 Ighounane

C'est un fromage frais préparé avec du colostrum dans les Monts du Djurdjura. Le lait est salé
puis chauffé dans des cuves en argile enduites d'huile d'olive. Le caillé ainsi obtenu est

égoutté puis consommeé frais (Lahsaoui, 2009).

8.3.1.3 Aghoughlou

Fromage fabriqué en Kabylie, préparé a partir de lait de vache ou de chévre coagulé par le la
seve du figuier (Ficus carica), le caillé obtenu est consommeé frais dans la journée (Hallal,
2001 ; Mahamedi, 2015).

8.3.1.4 Mechouna "Chnina"

La Mechouna est un fromage a pate molle trés populaire dans la région de Tébessa, fabriqué a
I'origine avec du lait de chévre, mais rien n'empéche de la préparer avec du lait de vache. Pour

le faire, le lait bouilli et refroidi est mélangé a une demi-mesure de Lben, salé puis chauffé

jusqu'a ce que le lactosérum soit exsudé de son coagulum. Le caillé sera filtré et pressé pour

éliminer le maximum du lactosérum (Derouiche et Zidoune, 2015). Le fromage ainsi
récupéré se conserve environ une semaine. Il a un pH de 5.85+0.15 et un extrait sec de 41+1.
La Mechouna peut étre mangée avec du pain ou des galettes, ou avec des pates et méme avec
du couscous. Pour améliorer son godt, elle peut étre épicée selon le gré du consommateur,

dans ce cas la Mechouna est appelée "Chnina" (Lemouchi, 2007).

8.3.1.5 OQOudiouan Oulli

Il s'agit d'un fromage touareg proche du fromage blanc, proposé en petites bouchées et

consommé frais ou sec.




8.3.2 Fromages a pate molle affiné

8.3.2.1 J’ben Elgafs

J'ben Elgafs est un fromage traditionnel a pate molle mi-grasses affinée, largement produit
dans la région des steppes, en l'occurrence dans la Wilaya de M'sila, principalement dans la
région de Boussaada au Nord-Est de I'Algérie. Le fromage est fabriqué a partir de tout type de
lait (de vache ou de lait de petits ruminants). 1l est d'abord filtré pour éliminer les impuretés,
puis verse dans une bassine et laissé reposer a température ambiante sans y ajouter de la
présure. En fonction de la saison, entre 24 et 72 heures plus tard, le lait fermenté est ensuite
chauffé doucement pendant 20 minutes jusqu'a la formation du coagulum. Le caillé est alors
salé, égoutté dans un tissu de type "mousseline™ et suspendu pour éliminer le maximum de
lactosérum. La durée de I'égouttage dépend de la consistance du fromage souhaité. Le
coagulum est moulé a la main en une forme ovale, puis enroulé sur une couche de tiges
tressées d'une plante locale appelée "EI halfa" (Stipa tenacissima), attendrie par de I'eau salée
bouillante, et recouverte de deux plantes aromatiques locales : Chih "Artemisia vulgaris” et
Tgouft "Artemisia campestris” utilisées pour leurs propriétés médicinales et leur coté
astringent. La nappe de I’alfa est directement fermée et serrée des deux cotés, d'ou le nom
"Elgafs". Cela contribue au développement des caractéristiques et des saveurs typiques de ce
type de j'ben et a sa conservation qui peut durer de plusieurs jours a plusieurs mois. L'alfa est

un support naturel de moisissures. Il régularise le processus de maturation en évitant le

desseéchement du j'ben, en améliorant son onctuosité et en lui procurant une texture a la fois

fine et agréable en bouche.

Enfin, j'ben Elgafs est transféré dans une piéce ou il est maintenu a une température de 12-
15°C et une humidité de 90-95% pendant une certaine période. Le temps de maturation peut
varier d'un producteur a l'autre et aussi a la convenance du consommateur.

En fin de maturation, j'ben Elgafs a la forme d’un fuseau, mesure de 13 & 18 cm de haut et
pese de 0.8 a 1.5 kg (figure 15).




A’ j’ben Elgafs en plein maturation B/j’ben Elgafs en fin de maturation
danssa cage El halfa "Stipa tenacissima”

Figure 15 : J'ben Elgafs dans sa cage El halfa "Stipa tenacissima” (Saidane et al., 2021).

8.3.2.2 Bouhezza

Ce type de produit traditionnel est trés répandu dans la vallée des Aures, dans I'Est de
I'Algérie, principalement dans les Wilayas d'Oum El Bouaghi, Batna, Khenchela et
Tébessa, ou il est encore appelé Malh Dh'ouab ou Bou mellal ou méme Bouaaza a
Hammamet et Chréa (W. Tébessa). Il s'agit d’un fromage a pate molle affinée, au go(t
acide et piquant, avec une odeur et un ardbme typiquement lactique et animal (Aissaoui

et al., 2011). La fabrication de Bouhezza exige de faire appel a une peau animale (peau

de chévre ou de mouton) confectionnée en guise de chekoua qui est perméable

(Belbeldi, 2013). Bouhezza est préparé a partir de lait cru de brebis ou de chévre ou d'un
mélange selon les préférences des ménages, mais de nos jours, il est fabriqué avec du
lait de vache pour des raisons de disponibilité. Pour le préparer, on utilise du Lben peu
acide, auquel on ajoute des quantités successives de Lben écrémé, faiblement acide ou
de lait cru tout au long de la période de production, en fonction du rythme d'égouttage.
La pate du fromage est ensuite salée et épicée par I'ajout de piment doux ou fort, selon
les golts. Le fromage est affiné dans sa baratte (chekoua) dans un endroit ombragé et
aeré. L'affinage dure de quelques semaines a plusieurs mois (Belbeldi, 2013).

Bouhezza est classé dans le codex alimentaire (Aissaoui Zitoun, 2004) avec un TEFD
de 71.9%, une teneur en matiére séche d'environ 36% et un MG/ES de 30%. Sa
microflore lactique est dominée avant tout par les lactobacilles et les lactocoques, qui
sont de 10° & 107 ufc/g (Saoudi, 2012).




8.3.3 Fromages a pate dure

8.3.3.1 Kemariya (Takemmérite)

Le Takemmeérite est tres populaire aupres des riverains du M'zab. Initialement, il est produit
avec du lait cru de chévre mais il peut aussi étre préparé avec tout type de lait. La coagulation
se fait avec de la présure vegeétale et/ou animale. Le salage se fait avec du sel de table ou de
I'alun. Sinon, il s'agit d'une production fromagére classique. La particularité de ce type de
fromage est qu'il peut étre consommeé enrobé de miel, parsemé de cacahuetes et servi avec du
thé lors des festivités. Voila qui explique sa popularité (Bousnane et Djadi, 2009). Le
tableau 10 ci-dessous décrit la composition physico-chimique de ce type de fromage. I
ressort de ces données que le fromage Kemariya fabriqué a partir de lait de vache est plus

riche en nutriments que celui fabriqué a partir de lait de chévre.

Tableau 10 : Propriétés physico-chimiques de la kemaria de chévre et de vache.

Parameétres Kemariya de chévre Kemariya de vache

en g/100 g de poids en g/100 g de poids

pH 5.2 5.09

Acidité 0.19 0.17

EST 36.46 37.11

MG 21.05 23.07

MP 4.08 4.86

Nacl (mg/L) 10.7 12.05

MGIES (%) 53.54 62.89

TEFD (%) 77.52 76.89

Source : Khoualdi (2017).

8.3.3.2 loulsan "Aoules"

L'ioulsan est un fromage a pate dure de la région de Tamanrasset, fabriqué a partir de lait de
chévre. Le lait obtenu est écréme puis chauffé dans une marmite en terre cuite jusqu'a ce que
les caséines precipitent. Le caillé est ensuite malaxe et fagonné en petites galettes de 2 cm

d'épaisseur et de 8 cm de diametre, puis séché au soleil. Les mottes de fromage représentent




92% de matiere séche. Elles peuvent étre broyees et mélangees a de la pate de dattes ou a des

boissons (Benkerroum, 2013).

8.3.3.3 Kiila

La Klila est un fromage a pate dure, allégé en matieres grasses et riche en protéines, fabriqué
dans les zones rurales de plusieurs régions d’Algérie, surtout dans les hauts plateaux pour
optimiser la conservation du lait pendant de longues périodes. Elle peut étre consommée
fraiche ou séchée et devient de plus en plus populaire aupres des consommateurs. La Klila est
préparée a partir de lait cru de chevre ou de tout autre lait, ce qui permet d'obtenir un produit
avec une teneur élevée en matiere seche > 90% des valeurs d'Aw < 0.5 et de pH < 4.5 trés
faibles permettant de mieux la préserver des germes pathogénes (Benamara et al., 2016).

Pour la préparer, le lait est livré a lui-méme pour une fermentation lactique, le caillé est
écréme puis baraté pour une petite demi-heure dans une outre. Une fois que les mottes de
beurre sont retirées, le petit- lait est chauffé modérément de 55 a 72 °C jusqu’a la séparation
du lactosérum. L’égouttage dépend de la consistance désirée soit fraiche soit seche. Pour cela,
le caillé est encore pressé puis réduit en miettes sur un tissu propre, ensuite placé dans un
endroit ombragé et bien aéré pendant quelques jours ou il restera jusqu'a ce qu'il soit
complétement sec. Une fois durcis, les morceaux de klila sont stockés et conservés pour étre
consommeés en hiver en guise de source de protéines (Mennane et al., 2007 ; Guetouache et
Guessas, 2020). Au-dela des propriétés technologiques relatives a I'aréme et au godt, Klila est
un produit fromager dont les propriétés gastronomiques répondent aux exigences thermo-

fonctionnelles des sauces qui sont souvent consommeées chaudes. La Klila séche se dissout

dans la sauce et agit en tant qu'épaississant.

8.3.3.4 Takammart

Ou Tamahag en dialecte touareg qui signifie fromage. Le Takammart est un fromage de la
contrée désertique du Hoggar (Tamanrasset). Il est élaboré en incorporant un morceau de
présure d'un chevreau. Le caillé ainsi obtenue est prélevé a I'aide d'une louche et placé en tas
sur une nappe, puis malaxé pour évacuer le petit lait et placé sur une natte faite de tiges de
fenouil qui lui confére des saveurs spécifiques. Les nattes sont ensuite exposées au soleil

pendant 48 heures puis mises en retrait a lI'ombre jusqu'a ce qu'elles se raffermissent




(Mahamedi, 2015). Ce fromage est similaire a I'Ahaggar. C'est un fromage dur et sec produit

en Inde " Tikkamarin ", en Afghanistan et au Niger.

8.3.4 Autres produits au titre du fromage

En dehors des produits précités, il existe des préparations locales limitées a certaines régions

d'Algeérie, comme :

8.3.4.1 Tchoukou

Le terme est originaire de la langue haoussa (Niger, Mali et et a I'extréme sud de I'Algérie) et
se dit aussi "Tikomart" en langue touareg. C'est un fromage sec traditionnel, fabriqué avec du
lait entier de chamelle, de vache ou de chévre, ou encore d'un mélange des trois. Il se
présente sous la forme une galette seche ronde ou rectangulaire a couleur jaune clair. Le
Tikomart est apprécié tel quel, trempé dans du thé chaud, ou écrasé et mélangé a de la bouillie

de mil.

8.3.4.2 Imadhghass (Medghissa, Zerrigua)

Un fromage fondu de consistance élastique de la région des Aures, fabriqué en mélangeant du
Klila fraiche ou semi-séchée avec du lait entier. La Klila ne doit pas étre ajoutée au lait avant
qu'il n'ait bouilli. Aprés une cuisson a feu doux de quelques secondes, la Klila fonde jusqu'a
I'obtention d'une pate molle, viscoélastique et humide, qui représente le fromage Medeghissa
avec un petit-lait clair et blanchatre. L'aspect du fromage Medeghissa dépend du temps de

cuisson, des propriétés du Klila (humidité) et des additifs. Il est généralement consommé en

guise de collation. La production de Medeghissa repose avant tout sur la disponibilité du lait

cru et sur la Klila utilisée a titre de ferment pour activer le caillage du lait (Mahamedi, 2015).
Selon les usages des familles, la Medeghissa peut étre relevée avec différents produits (sel,
sucre, beurre...). Les oeufs peuvent aussi étre incorporés en fin de cuisson. La pate de dattes
solubilisée dans du lait bouilli avant d'ajouter la Klila peut également étre utilisée (Khoualdi,
2017).




8.3.4.3 Ibakhbakhane

Il est également un produit de la région des chaouia qui est obtenu & partir d'un mélange de
Frik d'orge et de Lben, fermenté a des conditions inférieures a 20 °C en I'immergeant dans un

puits pour une durée de 2 a 5 jours (Mahamedi, 2015).

8.3.4.4 L'Adhghass

En Chaoui ou "Lbaa", ce fromage est nommé sous les deux appellations chez 100% des
femmes de la région des Aures, réputée pour ses pratiques pastorales, dont I'élevage des
ovins. C'est un fromage fabriqué par chauffage du colostrum (le lait des ruminants apres la

mise bas) et ce, jusqu'a ce que le lactosérum soit séparé. Du sel et des ceufs sont ajoutés et

mélangés au caillé obtenu sous un feu doux. L'Adhghess se déguste seul ou accompagné de

la galette. Ce fromage est fabriqué par 41% des femmes enquétées dans la Wilaya d'Oum EI-
Bouaghi (Khoualdi, 2017).

En réalité, il y a bien peu de références et de recherches approfondies pour confirmer les

données de ces fromages et encore, s'ils existent de nos jours.




Conclusion partielle

Dans la plupart des pays du continent africain, la demande de lait et de fromage est en pleine
expansion en raison de la croissance démographique, de l'urbanisation massive, d'une
rémunération satisfaisante, du changement des modes de consommation et le manque de
ressources fourragéres. Le fromage a longtemps été, dans les villages et les zones rurales, un
procedé traditionnel de conservation des aliments. L'Algérie possede, entre autres, des
traditions bien enracinées en matiere de produits laitiers, qui sont perpétuées de plusieurs
générations et les femmes rurales sont systématiquement les protagonistes du procédé de
transformation.

Les quelques fromages locaux algériens relevés dans cette synthese bibliographique
témoignent d'une diversité dans leur diagramme de fabrication artisanale a base de lait ou de
mélange de lait de différentes espéces et qui divergent d'une région a l'autre, ainsi que dans
leur mode de conservation. Ces productions présentent également des variations et des
richesses de godt et de consistance. Selon les coutumes des familles, certains fromages sont
¢dulcorés en ajoutant différents additifs (sucre, ceufs, dattes, etc.) afin de renforcer et d'exalter
les saveurs.

J'ben Elgafs, parmi les produits traditionnels, demeure trés prisé, notamment dans la région
de Mrsila et plus particuliérement dans la commune de Bousadda, malgré la mouvance de
I'industrie agroalimentaire, du fait de la patrimonialité de cette pratique chez les habitants
locaux. Ce type de j'ben se caractérise surtout par l'utilisation d'une couche de tiges d'alfa
nattées (Stipa tenacissima) recouverte de deux plantes odorantes locales, Chih "Artemisia
vulgaris" et Tgouft "Artemisia campestris" pour leurs vertus médicinales et leur propriété
astringente.

Un fromage local ne saurait subsister en tant que tel et ne pourrait étre répertorié si les
connaissances techniques et scientifiques, les mécanismes ancestraux, les valeurs et les
représentations sociales qui conditionnent sa production n'étaient pas également mobilises.

Ce bien a les caractéristiques d'un bien collectif et constitue de veritables ressources
économiques. La préservation et la valorisation du patrimoine fromager algérien nécessitent
au préalable une reconnaissance, une définition, un contrdle et une démocratisation. En effet,
ce bien patrimonial a besoin d'une renaissance et d'un regain d'intérét pour la recherche

technologique afin de trouver le juste equilibre entre qualité, garantie et productivité, sinon il




risque de disparaitre, pour finir comme un produit exotique au beau milieu de son berceau,
incapable de révaliser les produits insipides de l'industrie laitiére aux visées totalement
opposeées. Par ailleurs, la labellisation constitue une opportunité pour valoriser I'éco-tourisme
et les exportations. Le lien entre les notions de patrimoine et de territoire est particulierement
important car il nous invite a penser dans une perspective de long terme : un patrimoine se

construit, s'entretient et se perpétue par succession.

A travers cette recherche, nous essayons de contribuer & un projet commun pour l'avenir, qui

est beaucoup plus passionnant qu'une simple considération sur la technologie laitiére, car

aucun bien culturel n'est éternel, la meilleure préservation réside dans I'étude...




Partie II: Etude expérimentale
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Chapitre 1 : Problématique, protocole et zone
d’étude

1 Problématique

Des études sporadiques sont menées soit sur le phénotype du bovin local soit sur
I'amélioration de sa capacité laitiére par des croisements avec des races importées. Mais qu'en
est-il de la dimension qualitative de son lait ?
Par ailleurs, le recours au lait cru dans le secteur fromager artisanal est controversé, aussi bien
en termes de qualité gustative que de sécurité alimentaire, et ce, depuis la fabrication du
fromage jusqu'a la fin de sa maturation.
Sa flore lactique native intervient de maniere significative dans la réussite du fromage et de
sa maturation. Peut-on penser que le fromage est un produit homogéne qui évolue sous la
seule et étroite dépendance des conditions d'affinage ?
Paradoxalement, le j'ben Elgafs, qui est une spécialité fromagére typique de la région de
Boussaada, est peu connu et tres peu étudié malgré son importance économique et culturelle !
Afin de préserver et de promouvoir notre potentiel fromager, il est décidé d’utiliser j’ben
Elgafs comme modéle pour une étude approfondie. Dans cette perspective, nous avons avancé
les objectifs qui suivent :
« Déterminer la composition physico-chimique et microbiologique du lait et du j'ben
Elgafs préparé au laboratoire ;
Identifier la composition de la microflore lactique autochtone de la culture de départ
qui permet la standardisation de la production de j'ben Elgafs ;
Suivre la dynamique des BAL pendant la production et tout au long de la maturation
de ce j’ben.
Sélectionner un microbiote adapté a la production d'un fromage industriel a caractére
artisanal, se distinguant par sa capacité technologique et son aptitude a inhiber la

croissance des bactéries indésirables.




2 Protocole

Pour étayer la réponse a cette problématique, nous avons adopté une démarche visant
d’abord a réaliser une enquéte sur le territoire et les animaux des systémes d’¢élevage laitier
de la région El ouldja (W. de Relizane) auprés de trois fermes. Il s’agit de recueillir des
indications permettant d’identifier et de caractériser les composantes de base et le
fonctionnement de ces micro-élevages.

Ensuite, une étude expérimentale sera réalisée en effectuant des tests de laboratoire consistant,

d'une part, en des analyses physico-chimiques et microbiologiques des échantillons de lait

collectés et des j'bens Elgafs produits au laboratoire en fonction de :

1/ Saisons laitiéres, c'est-a-dire :
= Saison basse : Octobre a Janvier ;
= Saison haute : Février a Mai,
= Saison moyenne : Juin a Septembre.

Un échantillon de lait est préleve par ferme, soit trois échantillons par saison.

2/ Stade de production :
e S1:lait;
e S2: caillé de lait au démoulage ;
e S3:aprés5jours;
e S4:apres 10 jours;

e S5 apreés 15 jours de maturation.

Et, d'autre part, en des tests biochimiques, moléculaires et technologiques des isolats lactiques
sélectionnés. Enfin, un test expérimental sur la préparation d'un j'ben Elgafs affiné de 15 jours
sera réalisé pour étre évalué par un panel de dégustation.

L’étude est conduite au Laboratoire des Sciences et Techniques des Productions Animales
(LSTPA), Hassi Mammeéche, Université Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem, Algérie. Seule
I'analyse génomique est réalisée au Laboratoire de Biotechnologie Alimentaire de I'INATAA

a Constantine.




3 Zone d’étude

L'élevage bovin dans la région de Relizane, existe depuis fort longtemps. Une enquéte de
terrain est réalisée aupres de trois éleveurs dans la commune El Ouldja, illustrée par la figure
16, qui est une localité septentrionale située a 6 km de la Daira d’Ammi Moussa, a 72.2 km
du chef-lieu de lawilaya de Relizane (Ouest de 1’Algérie), a 55.9 km du chef-lieu de la
wilaya de Chelf (Ouest de 1’Algérie) et a 25.6 km du barrage Gargar. Elle est positionnée a
35°54'39" Nord eta 1° 07’ 15" Est soit 35.9108 de latitude et 1.12072 de longitude.

Une aire montagneuse aux sols pauvres (13957 hectares) ou 80% des pentes sont supérieures
a 12.5%, et une activité agricole sylvo-agro-pastorale dominée par de petites exploitations
avec des troupeaux de petite taille : 6850 tétes ovines dont 2550 brebis, 3800 tétes caprines
dont 2000 chévres, 400 bovins, tous ages confondus, dont 50 BLA et 100 BLL. En revanche,
le BLM ne figure pas dans cette zone conformément aux données 2019/2020 communiquées
par la subdivision d’Ammi Moussa.

Tributaire des conditions climatiques dont une pluviométrie annuelle moyenne de 400 mm,
une température moyenne hivernale et estivale de 4°C et 38°C respectivement, 1’élevage dans

cette zone présente un faible potentiel de production. Dans son fonctionnement global, le

systeme de culture, dont les jachéres, procure des services a 1’élevage et inversement.



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

Source : http://wikimonde.com/article/El Ouldja ; www.google.dz > maps

Figure 16 : Localisation de la commune El Ouldja (W. de Relizane).



http://wikimonde.com/article/El
https://www.google.dz/maps/

Materiel et méthodes




Chapitre 2 : Matériel et methodes

1 Diagnostic du territoire et des animaux

L'étude a débuté en septembre 2019. Les bovins concernés par la présente synthese sont tous
de race locale "Brune de I'Atlas™, éleves en élevage extensif. Ce sont des animaux de taille
moyenne avec un pelage dense de différentes couleurs (fauve, gris, blanc et noir), reflétant
I'nétérogénéité de cette population dans la zone d'étude, et avec une production laitiere
moyenne.

Le parcage des animaux se fait de 7 heures du matin a 18 heures. Le soir, le bétail est
regroupé et confiné deci-dela prés des habitations dans des locaux vétustes et non entretenus.
IIs sont associés a quelques moutons et chévres, qui sont aussi amenés au piquet et voués a la
production de viande et de lait. L'alimentation est baséee sur la végétation des paturages (Diss

"Ampelodesma mauritanica ", Doum " Chamaerops humilis”, rameaux d'olivier, Darw
"Pistacia lentiscus”, Semar "Juncus arabica"”, Sedra "Ziziphus lotus"”, parcours, jacheres,
résidus de culture, etc.) complétée par du foin, de la paille et du concentré (mélange de son et
de mais), parfois pas du tout, selon la trésorerie de 1’¢leveur.

La traite est effectuée deux fois par jour et la quantité moyenne de lait trait fluctue selon les
saisons (maximum 3 a 4 litres de lait par vache et par jour). Dans 1’ensemble, les vaches ont
totalisé entre 1 et 7 lactations et a des stades différents (du ler au 10éme mois).

Les performances de ce bétail sont conditionnées par les vicissitudes du fourrage et du climat.
Ainsi, la vache locale donnait en moyenne un veau tous les deux ans. Ces micro-élevages,
compte tenu du nombre d'animaux qu'elles contiennent, tractent vers le bas la moyenne des
exploitations locales.

Sur le plan sanitaire, un vétérinaire est assigné & la zone pour assurer la prophylaxie
obligatoire contre les principales endémies, tandis que les consultations privées sont

occasionnelles.

2 Procédure d’échantillonnage

Au total, neuf collectes de lait sont effectuees au cours des trois saisons laitieres de la période
2019/2020. La traite des vaches se fait manuellement le matin. Le lait qualifié pour I'analyse




bactériologique est prélevé directement du pis de la vache. Le lait est réecupéré dans une
cuvette soigneusement nettoyée, dans laquelle un échantillon de 100 ml est retiré pour une
analyse physico- chimique du lait. Les échantillons sont ensuite transportés dans une glaciere
réfrigérée (4°C) et maintenus a cette température pendant 12 heures maximum avant d'étre
analyses. L’échantillonnage est mené simultanément aupres de trois fermes situées dans la
région et représentatives de l'ensemble de la zone de production. Les prélévements sont
programmés en fonction de la saison laitiére : Moyenne, Basse et Haute. Trois j'bens pour
chaque exploitation sont préparés au laboratoire dans des conditions de travail contr6lées.

Des échantillons de lait, de caillé de lait au démoulage et de j'ben des jours 5, 10 et 15 sont
prélevés sur chaque lot et sont aussitdt soumis a des analyses microbiologiques et physico-

chimiques au laboratoire.

3 Traite et diagramme de fabrication du j’ben Elgafs

Aprés un nettoyage minutieux des mamelles, le lait est trait a la main. Il est ensuite mis dans
une bassine apres étre filtré pour oter les impuretés puis abandonné a température ambiante
pour une fermentation naturelle. Entre 24 et 72 heures plus tard, selon la saison, le lait
fermenté est chauffé doucement pendant 20 a 25 minutes a 35- 40°C pour simuler la pratique
traditionnelle, jusqu'a la formation du coagulum. Le caillé est ensuite égoutté dans un tissu de
mousseline et suspendu pendant 24 heures pour éliminer le maximum de lactosérum.

Le coagulum est moulé a la main puis enroulé sur une nappe de 1’alfa attendrie par I'eau salée
bouillante (280g de sel par litre d'eau) qui est ensuite tressée. La nappe est directement fermée
et serrée des deux cotés.

Enfin, j'ben Elgafs est transféré dans une piéce ou il est maintenu a une température de 12-
15°C et une humidité de 90- 95% pendant 15 jours.

Des échantillons de lait, de caillé de lait démoulé et de j'ben des jours 5, 10 et 15 de la
maturation sont prélevés dans chaque lot et sont immédiatement soumis a une analyse
microbiologique pour isoler et dénombrer la flore totale, les contaminants et la flore lactique.
Le diagramme de fabrication de j'ben Elgafs et les étapes de dénombrements sont présentés
dans la figure 17.




Lait de \_/ache cru*

V
Clarification (purification)

\Y4
Fermentation naturelle (24heures)

Vv
Agitation et chauffage (40°C)

V
Drainage et moulage du coagulum*

vV
Conditionnement **

V
Maturation (a 12-15 °C pendant 15 jours)*

* Les étapes des dénombrements microbiens (lait, caillé aprés le démoulage, et aux 5 ; 10 et 15e jours de maturation.
** Stipa tenacissima

Figure 17: Diagramme de la production du j’ben Elgafs et les étapes de dénombrements

microbiens recherchés.

4 Analyses physico-chimiques

L’appréciation du lait et du fromage passe par des analyses physico-chimiques
puisqu'elles représentent les critéres de performance.

Immédiatement aprés la traite, la température du lait est mesurée avec un thermométre et
le potentiel hydrogéne par des bandelettes indicatrices de pH. A l'arrivée au laboratoire, les
analyses physico-chimiques sont effectuées conformément a la norme F.I.L (ISO 707/F.1.L
2018).

4.1 Potentiel hydrogéne

Le pH est une mesure de I'activité chimique des hydrons (protons ou ions hydrogene). 1l est

mesuré a nouveau a I’aide d’un pH métre type Orion Reseach model (PHSU-3F) aprés



https://fr.wikipedia.org/wiki/Activit%C3%A9_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydron
https://fr.wikipedia.org/wiki/Proton

étalonnage a pH 7,02 et 4,00 en le trempant dans un petit cubage de lait préleve dans un

Becher.

4.2 Densité

Elle est mesurée a 1’aide d’un thermo-lactodensimétre (Gerber Standard 081.006610.00)
contenant un thermometre et une grille de correction, et gradué en 0.0005 unités calibrées par
rapport a I'eau. Elle est ramenée a 20°C par la formule suivante :

Densité corrigée = densité lue + 0.2 (température du lait £ 20°C).

4.3 Teneur en matiéres grasses

Pour déterminer la teneur en matiéres grasses, on applique la méthode acido-butyrométrique
de Gerber (AFNOR, 1993) a I’aide Butyromeétre Gerber A Lait 0-6% MG 249780 et pour le
fromage Butyrometre Van Gulik MG 994678. Cette méthode prévoit d’attaquer 1’échantillon
a tester par I’acide sulfurique et a récupérer la matiere grasse dégagée par centrifugation en
présence d’alcool iso amylique (AFNOR, 2001).

4.4 Détermination de la teneur en matiéres proteiques

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl a I’aide d’un Kjeldatherm
KT MO040649. Cette méthode consiste en la minéralisation de I'échantillon (lait ou fromage)
par chauffage en présence d'un mélange d'acide sulfurique concentré, de sulfate de potassium
et de sulfate de cuivre, pour convertir l'azote organique de [I'échantillon en sulfate
d'ammonium. De la soude est ensuite ajoutée au produit de la réaction pour libérer de
I'ammoniac, qui est titré avec une solution d'acide chlorhydrique en présence d'acide borique.

Cette operation permet de mesurer I'azote total du lait par la méthode formelle de Kjeldahl,
puis de le multiplier par un facteur de 6.38 pour obtenir la teneur en protéines du lait ou du

fromage.

4.5 Teneur en matiére séeche

La matiere séche est appréciée premierement par évaporation au bain marie a 70°C puis par

dessiccation de I'échantillon (ml/g) pendant 3 heures dans une étuve (Memmert UF30)




a 103 + 2°C (AFNOR, 1980).

4.6 Teneur en lactose

Celle-ci est déterminée par spectrophotometre de paillasse DR 3900.

A 1 ml de lait on ajoute 1 ml d’eau phénolée et 5 ml d’acide sulfurique et le tout est
homogénéisé mécaniquement sur vortex (Cadillac) puis porté a ébullition pendant cinq petites
minutes. L’absorbance est lue a 490 nm par rapport a un témoin préparé avec de 1’eau
distillée. Une courbe standard est réalisée a partir d’une solution mere contenant 1 g/l de

lactose (AFNOR, 1993).

4.7 Point de congélation et la teneur en minéraux

IIs sont déterminés a I'aide d’un LACTOSCAN Ultra Sonic (Série N°16/68). Le contrble du
premier paramétre permet d'évaluer la quantité d'eau que l'on peut ajouter au lait, un
mouillage de 1% se traduit ainsi par une augmentation d'environ 0.0055°C.

Les sels minéraux présents dans les aliments ont une utilit¢ a la fois nutritionnelle et
fonctionnelle. Le phosphore, a titre d'exemple, est nécessaire pour retenir I'eau et modifier la
texture du fromage fondu. Le calcium contribue a la prise en masse (gélification) des

protéines et des gommes.
5 Analyses microbiologiques
A coté des échantillons de lait, des échantillons de la surface et du cceur des j'bens, d'environ
1 a 2 cm d'épaisseur, prélevés aseptiquement avec un bistouri inséré en différents points du
fromage, font chacun I'objet d'une analyse microbiologique.

5.1 Techniques de préparation et d’analyses microbiologiques
L'analyse microbiologique est pratiquée selon le protocole usuel, qui peut étre résumé comme

suit : préparation des dilutions, ensemencement sur des milieux de culture sélectifs et enfin

dénombrement des micro-organismes.




5.1.1 Préparation des dilutions

La solution mére est préparée en effectuant une dilution au dixieme (I1SO 8261, 2001). Pour

chaque échantillon (lait et/ou j'ben), un millilitre et/ou un gramme de celui-ci est complété par

9 ml d'eau physiologique stérile & 0.9% (Annexe 1). On obtient ainsi une dilution mére de 107

a partir de laquelle sont effectuées les dilutions décimales. La plage de dilution varie en
fonction des germes ciblés.

Pour la détection et le denombrement des bactéries mésophiles aérobies totales et des germes
révélant des défauts de qualité sanitaire, des dilutions décimales jusqu'a 10 sont réalisées.

En revanche, pour l'isolement et le déenombrement de la flore lactique, des dilutions jusqu'a

10719 sont réalisées.

5.1.2 Isolement et identification des contaminants

Un millilitre de chaque dilution est inoculé en profondeur dans les milieux sélectifs pour
chaque germe d'intérét. La composition des milieux de culture adoptée pour la présente étude
est détaillée dans I’annexe 1. La recherche des micro-organismes marqueurs de
contamination et leurs conditions d'incubation sont décrites dans le tableau 11.

Apres 24 heures d'incubation sur VRBL (Violet Red Bile Lactose Agar), les colonies de
lactose (+) "rouge" avec un diamétre d'au moins 0.5 mm sont définies comme des coliformes.
Dans les tubes contenant de la viande de foie (VF), les grandes colonies noires produisant des
sulfites, qui ont précipité avec des ions de fer, sont a prendre en compte comme des
clostridies sulfito-réductrices (Desmasures et al., 1997).

Pour la recherche des streptocoques du groupe D, une culture présomptive avec des dilutions
décimales jusqu'a 107 est effectuée sur milieu de Rothe, dont la composition est indiquée a
I'annexe 1, et incubée a 37°C pendant 48 heures.

Le contenu des tubes, présentant une opacité, est ensuite ensemencé dans milieu de Litsky
avec une anse de platine et soumis a une incubation a 37°C pendant 48 heures rapporté par
Maury (1987). L’apparition d’un trouble homogene et d’une pastille violette ou blanchétre
au fond des tubes indique la présence de streptocoques fécaux. La lecture finale est exécutée
selon les prescriptions de la table de Mac Grady (Annexe 2) en tenant compte uniquement des

tubes d’Eva Litsky positifs.




Tableau 11: Milieux et conditions d'incubation des contaminants considérés.

Germes a rechercher

Milieux de culture

Température

Temps
d’incubation

Référence

FTAM

PCA

30°C

72H

NF V 04-016,
1985

Entérobactéries
Totaux
Fécaux

Gélose VRBG
Gélose VRBL

24 H
24 H

I1SO 4832,
1978,
JORA, 2004

Salmonelles

Eau peptonée
tamponnée
-Bouillon sélénite
cystine
- Gélose SS (Institut
Pasteur, Algérie)

- Gélose Hektden
(Institut Pasteur,
Algérie)

18 H

24 H

24 H

24 H

ISO 6785,
2001
JORA, 2005

Staphylocoques

Gélose Chapman
Baird Parker (100ml)
+ (5 ml d'une solution

de jaune d'oeuf +

tellurite de potassium a
1 %)

24248 H
24248 H

I1SO 5944,
2001
Maury, 1987

Les clostridies

(7 ml) Viande de foie
(Institut Pasteur
Algérie) + (0.5 ml de
citrate de fera5 % + 3
gouttes de sulfite de
sodium a 5 %)

Guiraud et
Rosec, 2004

NF T 90-415,
1985

Streptocoques fécaux

Milieu de Rothe
Eva Litsky

Lebres
et al., 2002

Levures et
champignons

OGA (Institut Pasteur,
Algérie) +
Oxytétracycline a
1 mg/ml

1SO 6611, 2004
IDF 94, 2004

Vu que la flore fongique étale une croissance rapide, les colonies sont comptées aprés 2 jours

et a nouveau apres 5 jours. Les colonies de moisissures et de levures sont respectivement

filamenteuses et lisses.




Les souches présumées pathogenes et d'altération isolées dans les milieux sélectifs, VRBL,
VRBG, SS et Hecktoen sont identifiées par plusieurs tests biochimiques : Coloration de
Gram, test a la catalase et par des tests classiques de galerie : Mobilité du mannitol, milieu
TSI (Triple Sugar Iron), Citrate de Simmons, ODC, LDC (lysine décarboxylase), ONPG
(dosage de la B-galactosidase), production d'indole et tests sur milieu de VVoges-Proskauer
(\VP). Cette approche classique permet I'identification de certaines espéces et sous-especes,
grace aux caracteres métaboliques des bactéries isolées. Les résultats obtenus sont traités avec
le logiciel Api-web (Joffin, 2007).

L'examen de la pathogenicité sur le milieu de Baird Parker se fait par examen microscopique,
test & la catalase et test a la coagulase sur plasma de lapin (Isiri, 2007).

Le dénombrement des boites de Pétri contenant entre 30 et 300 ufc est conforme a la norme
édictée par la législation (AFNOR, 1980 ; JORA, 2004).

5.2 Approche de I’isolement des bactéries d'acide lactique

5.2.1 Préparation des échantillons

Aprés homogénéisation des échantillons et la réalisation des dilutions décimales séquentielles
en double séries, une aliquote d'un ml des dilutions de (10 a 10°2°) est inoculée en profondeur
dans des boites de Pétri contenant 15 ml de ces milieux :

-Gélose MRS (De Man et al., 1960) ajustée a un pH de 5.4-5.8. Ces boites sont incubées dans
I'obscurité (Cheriguene et al., 2007) et dans des conditions microaérophiles a l'aide d'une
jarre pendant 3 jours a 25-30°C et 42 °C afin de fournir un environnement optimal pour la
croissance et I’énumération des Lactobacilli.

- M17 agar (Terzaghi et Sandine, 1975) a un pH de 6.8-7.15, ou les boites sont incubées
dans des conditions aérobies a 37-42 °C pendant 18-24 heures pour isoler et dénombrer les
Streptocoques, les Entérocoques, les Pédiocoques et les Lactocoques.

-MSE agar (Mayeux et al., 1962) a un pH de 6.8. Les boites sont incubées a 30°C dans des

conditions aérobies pendant 24-72 heures pour isoler et dénombrer les Leuconostocs.




-Agar au Sel de Mannitol (MSA) selon Chapman (1945) adapté a un pH de 7+ 0.2. Les
boites sont incubées pendant 48 heures a 37°C pour isoler les Micrococcaceae et les bactéries
corynéformes.

Dans chaque milieu de culture, 20 mg/l d'amphotéricine B est ajouté, pour contrer et inhiber
la croissance fongique (Kalavrouzioti, 2005 ; Castelluci, 2010). De la cystéine (50 mg) est
insérée a la gélose MRS pour accélérer la croissance des Streptococcus et des Lactobacillus
(Dave et Shah, 1996). Il est demontré que l'ajout de cystéine réduit le stress oxydatif
(Wegkamp et al., 2010 ; Kassas, 2017).

522 Isolement, purification et conservation des Bactéries Lactiques (BAL)

Le choix de milieux de culture sélectifs, en adoptant une température et un pH d'incubation
adéquats, permet d'obtenir une diversité microbienne assez proche de celle rencontrée dans la
nature. En effet, de récentes études ont confirmé que la combinaison de ces deux paramétres
détermine la composition bactérienne au cours de la fabrication du fromage (Jonnala et al.,
2018 ; Choi et al., 2020).

Les échantillons analysés (laits et j’bens a différents dge de maturation) ont permis de
repiquer et de purifier constamment, par la méthode d’épuisement en stries (Guiraud, 1998)
sur leurs milieux d’isolement, des isolats présentant des caractéres présumés des BAL.
Toutes les souches sont vérifiées pour la production de catalase, d’oxydase, la coloration de
Gram, la morphologie cellulaire et les caractéristiques macroscopiques des colonies sur les
géloses MRS et M17. Les colonies pures (taille, forme et pigmentation) sont retenues et
conserveées a -18°C dans des tubes eppendorf auxquels on a additionné 30% (p/v) de glycérol
"cryoprotecteur” (Champagne et al., 2000 ; Mathara et al., 2004) et codifiées pour une

étude ultérieure.

6 Détermination de la concentration en cellules viables

Le dénombrement des bactéries viables se fait classiquement en comptant les colonies
développées sur gélose solide apres une série de dilutions (Bensalah et al., 2004). En d'autres
termes, seules les colonies adaptées aux conditions de culture en laboratoire sont comptées

(Millet, 2001). Les dénombrements sont effectués en fonction des saisons lactées et des stades

de maturation. La plage de dilution est de 102 & 108, L’ensemencement en masse de 1ml de




la suspension est effectué sur des milieux sélectifs préalablement refroidis et coulés dans des
boites de 90 mm de diamétre. L’incubation se fait a 25-30°C pendant 3 jours. Cette méthode
permet de dénombrer le nombre d’unités formant colonies (ufc) sur la totalit¢ de la boite
(Guiraud, 2003). La concentration en cellules viables est calculée par la moyenne pondérée

de deux dilutions décimales, en utilisant 1’équation ci-dessous:

Cv(ufc/g) = —2~

(n140,1n2)Vxd

Cv : la concentration en cellules viables en unités formant colonies (ufc) par gramme
>N : nombre total de colonies comptées sur les boites de dilutions gardées;

nl: nombre de boites comptées a la plus faible dilution retenue ;

n2 : nombre de boites comptées a la seconde dilution ;

V : volume d’inoculum ensemencé en ml ;

d : facteur de la dilution initiale.
7 Procédés d'étude des bactéries lactiques

Pour pouvoir identifier les bactéries lactiques (BAL), on recourt a une étude phénotypique
qui s’appuie essentiellement sur une caractérisation morphologique, physiologique et
biochimique et a une étude chimio-taxonomique (Temmerman et al., 2004 ; Luquet et al.,
2005 ; Delbes, 2015).

7.1  Etude phénotypique

7.1.1 Caractérisation morphologique des BAL purifiées

Les observations macroscopiques et microscopiques sont parmi les premiers critéres qui

fournissent des indications sur le genre et la pureté des micro-organismes (Garvie, 1984).
7.1.1.1 Examen macroscopique
Les propriétés culturales des isolats sur gélose sont observées directement a I’ceil nu.

Les bactéries lactiques sont lenticulaires, blanchatres, de petite taille avec un pourtour

régulier.




7.1.1.2 Examen microscopique

Au microscope et sur la base de la réaction a la coloration de Gram sur des frottis fixés, les
BAL révélent une coloration violette montrant la nature Gram positive. Elles se présentent
sous plusieurs formes : sphériques (cocci), batonnets (bacilles), ovoides (cocobacilles) et en

tétrades appelées tétracocci.

7.1.2 Etude biochimique des souches lactiques

7.1.2.1 Recherche de la catalase

Chaque colonie bactérienne isolée est mise en contact avec une goutte d’eau oxygénée a 10
Volume. Aucune bulle d’air (effervescence) a observer (Annexe 3), car les BAL sont des
catalases négatives (Larpent, 1997), c'est-a-dire qu'elles ne peuvent pas décomposer H>O>

pour produire de I'oxygéne.

7.1.2.2 Recherche de I'oxydase

Dans le test de I'oxydase, une colonie bactérienne est plaquée sur le disque (OX) imbibé
d’eau distillée. Les BAL sont incapables d'oxyder le réactif incolore, le dihydrochlorure de
tétraméthyl p-phénylene diaméne, pour produire le composé violet (Annexe 3). Ceci explique
I'absence du cytochrome c¢ qui leur permet d'utiliser I'oxygene libre dans leur métabolisme
énergétique (Jurtshuk et McQuitty, 1976).

7.1.2.3 Profil fermentaire

Les bactéries hétérofermentaires (Leuconostocs et Lactobacillus) liberent du CO., de 1’acide
lactique, de 1’¢thanol et de D’acétate en dégradant les glucides nécessaires pour leur
développement (De Roissart et Luquet, 1994). En revanche, les bactéries homofermentaires
(Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus) ne produisent pas de CO». Pour mettre en
évidence la production de gaz (CO.), les isolats a tester sont implantés par pigdre centrale
dans le milieu Gibson-Abdelmalek (Annexe 1) puis un bouchon de gélose blanche stérile est

versé a la surface. Au bout d’une semaine d’incubation a 37°C, la production de gaz dégagée



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McQuitty%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1275489

du métabolisme hétérofermentaire décolle la gélose blanche vers le haut du tube (Larpent,
1997). Pour les isolats homofermentaires, aucun changement ne se produit, le bouchon d'agar

blanc reste attaché au milieu.

7.1.2.4 Action sur le bleu de méthylene

Des tubes de 10 ml de lait ecrémé stérilisé avec 0.1% et a 0.3% de bleu de méthyléne (BM)
sont ensemencés avec des isolats purs et incubés a 30°C durant 24 a 48 heures. D’autres tubes
témoins non inoculés sont placés dans les mémes conditions. L’activité réductrice de la
souche se manifeste par une décoloration du milieu (Devriese et Pot, 1995). Sauf les
entérocoques, ont la faculté de proliférer dans le lait a 0.3% de bleu de méthylene (Rabah,
2010).

7.1.2.5 Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de DI’esculine se traduit par le noircissement du milieu gélos¢ dépourvu de
glucose. La lecture du test est opérée aprés incubation de 24 a 48 heures a 30°C en
comparaison avec un témoin non ensemencé (Devoyod et Poullain, 1988 ; Larpent-
Gourgaud et al., 1997).

7.1.2.6 Profil fermentaire des hydrates de carbone

L’étude de la fermentation des sucres est évaluée de 24 a 48 heures sur le milieu MEVAG

(Annexe 1) avec ajout de rouge phénol comme indicateur de pH (Leveau et al., 1991 ;

Joffin et Leyral, 1996). Le glucose du milieu est remplacé par le sucre a tester a raison de 1%

(Belarbi, 2011). Toutes les souches sont testées pour la fermentation prés de 10 sucres :

L-Arabinose, D-Xylose, Galactose, Mannitol, Cellobiose, Maltose, Lactose, Mélibiose,
Saccharose et D-Raffinose. Pour ce faire, des microplaques stériles de 96 puits avec 12
colonnes et 8 rangées sont utilisées a cet effet. Un millilitre de la solution sucrée, stérilisee
par tyndallisation, est ajouté a 10 ml du milieu MEVAG (Guessas, 2007). Chaque puits a
recu 50 pl de ce mélange. Pour garantir les conditions anaérobies, une goutte de paraffine

liquide stérile est déposée dans chaque puits aprés inoculation d’une colonie bactérienne.




Le virage de I’indicateur coloré interpréte la fermentation du sucre testé (Hariri et al., 2009).
Dans chaque microplaque utilisée, un témoin sans sucre ensemencé avec les souches

expérimentées est effectué.

7.1.3 Tests physiologiques

7.1.3.1 Test de mobilité

Une colonie bactérienne est ensemencée par piqure centrale a I’aide d’une anse de platine
dans le tube de mannitol-mobilité puis incubée a 37 °C pour une journée. Aucun
envahissement du milieu ne devrait étre observé autour de la piqure puisque les bactéries

lactiques sont immobiles en I’absence de flagelles (Annexe 3).

7.1.3.2 Test de développement a différentes températures

Gréace a ce test, les bactéries lactiques thermophiles peuvent étre distinguées des bactéries
mésophiles. La croissance est évaluée aprés 24-72 heures d'incubation a 25, 30, 37 et 45°C

par la turbidité du bouillon MRS inoculé avec une culture bactérienne. La comparaison est

faite en présence d'un tube témoin non inoculé (Alaoui et al., 2016).

7133 Test de thermorésistance

Ce test est appliqué dans le but de sélectionner des souches résistantes a la chaleur.

Les bouillons de MRS inoculés avec une jeune culture sont soumis, en premier temps, a un
traitement thermique de 60 °C pendant 90 min. Seuls les tubes présentant un trouble seront
soumis a un second traitement de 63°C pendant 30 min en vue d’écarter toutes les formes
végétatives. Les souches qui ont pu résister a ce test seront incubées a 30°C pendant 24
heures (Hardie et Whiley, 1997 ; Morrison et al., 1997).

7.1.3.4 Développement a différentes concentrations de NacCl

La capacité des isolats lactiques a pousser dans des bouillons de MRS riches en chlorure de

sodium a 4%, 6.5% et 18% pendant 24 heures a 30°C, atteste de la croissance cellulaire, en




comparaison avec un bouillon MRS non ensemenceé servant de témoin. Cet essai permet de
différencier les lactocoques, les leuconostocs, les entérocoques et les Brevibacterium.

Selon Stiles et Holzapfel (1997) ; Bissonnette et al. (2000) et Guessas et Kihal (2004), la
croissance dans un bouillon MRS avec 4% et 6.5% de NaCl est bien adaptée pour

différencier entre les genres Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus.

7.1.3.5 Développement a différents niveaux de pH

Les tests sont réalisés dans un bouillon MRS dont le pH est ajusté en fonction du genre
recherché. La croissance est estimée par 1’aspect trouble du bouillon aprés 24 heures a 30°C a
différents niveaux de pH a svoir: 4.5 et 6.5. Pour différencier les genres Lactococcus et
Enterococcus, les cultures bactériennes sont ensemencées en bouillon hyperalcalin & pH 9.6
(Devriese et al., 1993).

La comparaison se fait en présence d’un bouillon MRS témoin a pH 6.5 (Carr et al., 2002).

7.1.3.6 Résistance a la tellurite

La tolérance a la tellurite est testée pour séparer Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus.
Les isolats lactiques examinés sont ensemencés sur une gélose contenant 0.04% de tellurite de
potassium (K2TeOs). Apres une période d’incubation de 24 heures a 37°C, les souches
résistantes présentent une couleur noire, due a Il'amoncellement de tellurite élémentaire
(Rathgeber et al., 2002 ; Bekhouche et Boulahrouf, 2005).

7.2 ldentification génotypique des isolats purifiés

Cette partie de I’étude est réalisée au Laboratoire de Biotechnologie Alimentaire (INATAA)
de Constantine, en expédiant les souches pures en vue d'une analyse REP-PCR ciblant
ADN génomique. Pour révéler la biodiversité microbienne de notre sélection lactique, nous
avons applique le protocole suivant

e Extraction de I’ADN génomique des isolats bactériens,

e Détermination de la concentration et de la pureté de I’ADN par spectrophotométrie,

e Amplification d’ADN par PCR,




e Electrophorése sur gel d’agarose.

7.2.1 Extraction de PADN génomique

L'ADN bactérien total prélevé selon la méthode d'extraction développée par les laboratoires
BIO-RAD, conformément a Gevers et al. (2001) ; Cholet (2006) ; Koenraad et al. (2008)

est contr6lé comme suit :

v’ A partir d’une colonie spécifique, une suspension de 1 ml est préparée dans 1mi
d’eau distillée stérile ensuite une centrifugation est établie a 3000 tours pendant
10 minutes. Le culot obtenue de la centrifugation est stocké a -20°C pendant une
heure.
Un lavage du culot obtenu est assuré avec 1ml de tampon TES (50 Mm Tris-
Base, 1IMm EDTA et 6.7% Sacharrose, pH= 8.0) avec sa remise en suspension
dans 300 pl de tampon STET (50 Mm Tris-Base, 50 Mm EDTA, 80%
Sacharrose et 5% Trifon-X-100, pH= 8.0).
Un volume de 75 pl de tampon de lyse est ajouté a la suspension obtenue avec une
incubation a 37°C pendant une heure.
Un ajout de 40 pl d’une solution SDS (solution de dodécylsulfate de sodium) a
20% d’un tampon TE composé de 10 Mm Tris-HCL et de 1 Mm EDTA, pH=
8.0
Une agitation est menée au vortex pendant 60 secondes avec une incubation a 37°C
pendant 10 min.
L’incubation est prolongée pour une durée de 10 min a 65°C avec ’ajout de 100 ul du
tampon TE.
L’extraction du lysat est réalisée avec un volume égal réparti entre du phénol du
chloroforme et de I’alcool iso amylique.
Une séparation des phases est réalisée par une centrifugation a 3000 tours
pendant 20 min. Un mixage de la phase aqueuse est mené avec 70 ul de Nacl 5
M et 1 ml d’isopropanol. De cela I’ADN est précipité dans la glace pendant 15 a
20 min.
Le précipité de I’ADN est collecté par une centrifugation a 3000 tours pendant
15 a 20 min. Le culot obtenu est lavé dans de 1’éthanol a 70% refroidi a 8 +2°C.
Une autre centrifugation est menée pendant 10 minutes afin de pouvoir collecter
1’ ADN purifié du culot obtenu.
En derni¢re étape de I’extraction, le culot d’ADN pure est dissout dans I’eau
distillée stérile et préparé ainsi pour la REP-PCR.

7.2.2 Détermination de la concentration et de la pureté de PADN

La concentration et de la pureté de I’ADN sont vérifiées par le spectrophotomeétre




Thermo Scientific™ 840-210600. L’ADN pure donnera un pic d’absorption spécifique

aux procaryotes a 260 nm.

7.2.3 Amplification de I'ADN par réaction PCR

L’amplification des fragments d’ADN par la technique de la PCR est réalisée dans un
cycler de Biorad (Biorad, USA), par I’utilisation des amorces spécifiques qui permettent
d’amplifier le fragment d’ADN génomique. Les séquences spécifiques des amorces
utilisées sont du laboratoire Qbiogéne Research Service Germany.

Cette technique consiste a introduire un volume de 4 pl de I’ADN génomique, obtenu
par extraction dans un microtube, ensuite un volume de 20 ul de mixture réactionnelle est
ajouteé.

Pour diminuer les risques d’erreurs et de contamination nous avons préparé une solution
mixte contenant tous les composants de la PCR (Annexe 5).

Les amorces spécifiques utilisées pour 1’amplification en PCR sont dressés sur le

tableau 12.

Tableau 12 : Séquence des amorces spécifiques utilisées en PCR.

Amorce Sequence

Sens

Lactobacillus acidophilus 5’-GTAAATCTGTTGGTTCCGCT-3’
3-ATGGCTGCTCGCGTCTTTAA-5’ Anti-sens

Sens

Lactobacillus fermentum 5’-GCGACCAAAATCAATCAGGC-¥’

Sens

3'-AAGTGTTATGGGCCTAGTCA-5 Anti-sens

Lactobacillus casei S-TGTTGAAATCAAGTGCAAGG-3’

Sens

3'-CGCACCACTTTTGCTTTAAT-¥ Anfi-sens

Lactocoques 5-GCTGCCTCCCGTAGGAGTTG-3

Sens

3-TCGCCTCATGTAGGATCCAT-Y Anti-sens

Lactococeus lactis ssp 5"-CTGGTCCTGGTGGAGGTCAA-3

Sens

diacetylactis 3’- TCATGTTGTAAATCATGGGT-5 Anti-sens

Enterococcus S-TGTAGTTTGTCATCAACCAT-3

Sens

3"-CCTTATGCGGTAGTCACCTC-5 Anti-sens

Leuconostac 5-CCGTTACCCCTAAACCCCGA-¥

Sens

mesenteroides 3 -CAACTCCTTCAGACCACATG-¥ Anti-sens

Source : La firme Qbiogene Research Service Germany Octobre (2020).




7.2.4 Electrophoreése sur gel d’agarose

Afin de visualiser les amplicons, une Electrophorése sur gel d’agarose a 1.2% des
produits de PCR est réalisée de la fagon suivante :

7.2.4.1 Dépot des produits de I’amplification

Une fois qu’on a mixé 7 pl d’ADN amplifi¢é avec 5 pl de la solution de charge
représentee par le bleu de bromophénol, les puits sont remplis avec le mélange obtenu
en faisant attention a ne pas perforer le gel.

Aprés la migration des produits de I’amplification (annexe 5), la visualisation de I’ADN
sur le gel d’agarose est réalisée grace a un colorant fluorescent le bromure d’Ethidium
(BET). Le gel est visualisé dans 1’obscurité par un appareil photo numérique incorporé

CSL15 traité avec un logiciel d’analyse des gels CSL 030.

7.2.4.2 Comparaison des séquences d’ADN obtenues

Les séquences de I’ADN génomique obtenues par la REP-PCR sont comparées sont
comparées d’une part avec ceux obtenues des souches de références et d’autre part avec celles
de la banque de données GeneBank par I’utilisation du Programme blast de NCBI.
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Dans le cas ou le rapprochement de la séquence obtenue avec une séquence d’une espéce
référentielle a rapporté des pourcentages de similitude > a 99%, 1’isolat testé sera accordé a
cette espece. Les souches de référence ATCC utilisées en fonction des séquences sont

indiquées dans le tableau 13.




Tableau 13 : Souches de réference en fonction de leurs génes DNA génomique (Fab :
11/02/2020 DLU : 10/02/2022).

Nom de la souche Reférence du gene DNA
Lactobacillus fermentum ATCC9338
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Lactobacillus casei ATCC 393
Lactococcus lactis ATCC49032

Enterococcus faecalis ATCC 14506
Leuconostoc mesenteroides ATCC19254

7.3 Test des aptitudes technologiques des souches lactiques

La sélection de souches lactiques dites "performantes" repose essentiellement sur 1’étude de
leurs aptitudes technologiques (Cogon et al., 1997) qui peut étre résumée par la recherche
de:

7.3.1 Cinétique d’acidité

Afin de déterminer [lactivité acidifiante des bactéries lactiques, des méthodes
potentiométriques (mesure du pH) et titrimétriques sont appliquées simultanément :

» Suivi de I’évolution du pH de jeunes cultures bactériennes au cours du temps ;

> Détermination de 1’acidité titrable par la soude (NaOH, N/9) en présence de 1% de

phénolphtaléine (un indicateur de pH coloré).

La procédure consiste a ensemencer des cultures pures et jeunes a 1% dans des tubes
contenant 10 ml de lait écrémé stérile reconstitué a 10%. Apreés incubation a 30°C, la
croissance est estimée par des mesures prises a des intervalles de temps de 2, 4, 6, 8 et 24
heures.
L’acide lactique libéré par les souches lactiques est mesuré par le pH-métre puis titré avec
I'nydroxyde de sodium Dornic (N/9) en presence de 5 gouttes de phénolphtaléine jusqu'a ce
que la couleur vire au rose péle pendant au moins 10 secondes (Sarantinopoulos et al., 2001;
Herreros et al., 2003 ; Rahli et al., 2015).
L’acidité est calculée par la formule :

Acidité (°D) = V naoH X 10.




V naoH: Volume de NaOH utilisé pour titrer 1’acide lactique contenu dans les 10 ml de lait.

1°D (degré dornic) = 0.1 g/L de lait.

7.3.2 Activité protéolytique des isolats lactiques

L'activité protéolytique des bactéries lactiques est testée sur une gélose PCA- lait complétée
par 10% de lait écrémé stérile figurant dans Annexe 1 (Van Den Berg et al., 1993 ; Pisano et
al., 2015). Les bactéries a analyser, issues d’une culture jeune, sont ensemencées et incubées
pendant 18-24 heures a 30°C dans des conditions aérobies. Des zones claires autour de la

colonie indiquent une activité caséinolytique (Hassaine, 2013).

7.3.3 Activité lipolytique

Cet épreuve est testé sur une gélose aux triglycérides préalablement coulée dans des boites de
Pétri. Des disques de papier Wattman stériles sont appliqués sur la surface. Chaque disque
recevra 20 pl d'une jeune culture. L'ensemble est incubé a 30°C pendant 24 & 48 heures. La

lipolyse se traduit par la présence de zones opaques (Kondrotiene et al., 2018). Le diametre

de ces zones translucides est alors mesuré (Thapa et al., 2006).

7.3.4 Production d’acetoine (Acétyl methyl carbinol)

Le présent test identifie les souches aromatiques qui catalysent I'acétoine en diacétyle par
I'action de la soude en présence d'oxygéne (Harrigan et Mc Cane, 1976). Dans le milieu de
Clarck et Lubs (FIL, 1996), les isolats a tester sont ensemencés et incubés a 30°C pendant 24
heures. Aprés incubation et ajout de 2 a 3 gouttes de (VP1) et (VP2), les tubes sont agités
pendant 15 a 20 min a température ambiante. Selon Mami (2013) une coloration rouge cerise

révele une réaction positive (VP).
7.3.5 Production de dextrane
Le milieu saccharosé (MSE) est utilisé pour identifier la production d'exopolysaccharides

(EPS) par la formation de larges colonies gluantes (Kheddid et al., 2006). Les souches a
évaluer sont étalées sur la gelose et incubées a 30°C toute une nuit. La production d'EPS peut




également étre décelée a vue sous forme de longs brins au moment de I'expansion des

colonies a l'aide d'une anse d'inoculation.

7.3.6 Désamination de I’arginine (ADH)

L'hydrolyse de l'arginine est réalisée sur le milieu BPC M16 d’aprés Thomas (1973) par
ensemencement en stries d'une jeune colonie (Annexe 1). Apres 24 a 48 heures d'incubation
a 30°C, les bactéries possédant I'enzyme (Arginine dihydrolase) vont acidifier le milieu
(virant au jaune) en fermentant le lactose et aprés 24 heures au violet suite a Il'action de
I'enzyme qui va dégrader l'arginine en libérant de lI'ammoniac (NHz). Ceci conduit & une
alcalinisation du milieu. Si le milieu reste jaune, cela signifie que les bactéries sont ADH
négatives (ADH").
7.3.7 Activité inhibitrice

Le pouvoir inhibiteur des isolats lactiques contre les souches indicatrices est démontré par
quatre souches indicatrices : Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella prélevée sur des
organes de poulet (Laboratoire Vétérinaire Régional de Mostaganem), Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

La technique consiste & inonder la surface du milieu Mueller-Hinton avec une suspension de
la souche indicatrice définie par turbidimétrie a 650 nm a l'aide d'un spectrophotométre. Apres
une période d'incubation d'environ 18 heures a 30°C, des puits de 5 mm de diameétre sont
creusés aseptiqguement dans la gélose. Chaque puits obtenu a regu 20 pl de suspension de
culture lactique jeune. Les boites sont refroidies a 4°C pendant une heure, puis incubées a
30°C pendant 24 heures. Une zone nette d'inhibition d'au moins 2 mm de rayon est enregistrée

comme positive (Washington et al., 2015). L'expérience est testée en triplicata.

8 Essai de fabrication du j’ben Elgafs avec un levain controlé

Les vingt-cing souches retirées du lait cru de vaches et des j'bens pendant leur maturation,
sont sélectionnées en fonction de leurs performances biochimiques et technologiques
(Annexes 6) pour une température et un temps donnés.

Les ferments préparés sont réalisés en réactivant la souche dans un milieu de culture puis en

la transférant dans 250 ml de lait purifié, dont le mode de préparation est décrit dans




I'annexe 8, a raison de 3% et en l'incubant a 37°C pendant 24 heures (Martinovi¢ et al.,
2005 ; Eck et al., 2006 ; Dahou, 2017) .

La préparation du microbiote contr6lé " multi-souches " est procédée juste avant I'inoculation
dans le lait fromager. Les proportions sont définies selon la formule présentée dans

le tableau 14 proposé par le fromager Dr Dahou. A, spécialiste des fromages a caillé
lactique et a caillé mixte. Elles sont de 50% de ferment lactocoques, 30% de ferment
lactobacilles, 10% de ferment leuconostocs, 5% de ferment entérocoques et 5% de ferment
d'affinage.

Un j'ben témoin, pour comparaison, est préparé en parallele au début de la saison de paturage
(saison haute) avec du lait cru provenant d'un troupeau de race Prim’ Holstein vivant en
stabulation entravée et se nourrissant de son et d'orge de blé, de concentré et de foin (Gdyel,
W. d'Oran). Le lait est livré a une fermentation spontanée sans aucun ensemencement
exogene.

Les deux fromages sont affinés pendant une quinzaine de jours.

Tableau 14 : Souches sélectionnées pour I'essai de fabrication de j'ben Elgafs.

Composition Proportion (%)

Lactocoques 50
Lactobacilles 30
Leuconostoes
Enterocoques

Ferments d’affinage

Source : Proportions en pourcentage selon I'lFS (International Food Standard Dairy and cheese).




9 Analyse sensorielle

Les deux j’bens préparés et de méme &ge sont évalués par un jury de degustation au niveau
de laboratoire de Hassi Mamméche (LSTPA). Les panélistes sont composés d’enseignants
universitaires, des étudiants non entrainés et de personnel du laboratoire. La dégustation s'est
déroulée dans des espaces éclairés par la lumiére du jour afin d'éviter toute interaction
éventuelle entre les criteres sensoriels et la couleur des j'bens testés.

L'évaluation sensorielle, a caractére analytique descriptive, est accomplie selon le systeme de
notation recommandée par la Fédération Internationale du Lait "FIL". Cette fiche consiste a
octroyer a chaque test d'évaluation (texture, aspect, flaveur) une note maximale (1) lorsque
celui-ci est jugé normal. Dans le cas d'une anomalie affectant la surface, la couleur,
I'élasticité, I'ardme, I'nomogeénéité et la saveur, les attributs sont notés selon le défaut repéré
de 0 & 0.5 comme indiqué dans I’annexe 9.

Les deux échantillons a tester sont servis, incognito, dans des assiettes avec des couverts

jetables. Le pain et I’eau minérale sont proposés pour enlever le goQt aprés dégustation.

10 Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées a l'aide du programme d'analyse de variance multiple
(ANOVA) sous le logiciel R version 4.0.5 (R core team, 2021). Nous avons testé la
corrélation entre les différentes variables en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson
ainsi que les comparaisons de moyennes par l'analyse de variance ANOVA. Le niveau de

signification est défini a P < 0.05.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

1 Analyses physico-chimiques du lait

Les valeurs moyennes des neuf collectes de lait destinées a la préparation du j'ben Elgafs au
cours des trois saisons de production laitiere (moyenne, basse et haute) sont présentées dans le
tableau 15. Le recours aux analyses physico-chimiques permet d'analyser la matiére premiére

et le produit fini en mesurant les parametres qui suivent :

1.1 Température

La température du lait, mesurée immédiatement apreés la traite, varie entre 26 et 28°C.

La température la plus basse est observée pendant la saison moyenne 26°C et les deux autres
saisons laitieres présentent la méme valeur 28°C (tableau 15). Cette différence peut étre
attribuée soit au volume de lait au moment de la prise de température, soit au temps séparant

la traite de la mesure.

12 pH

Le pH obtenu est en moyenne de 6.64 + 0.04. Il est plus faible en saison haute 6.58 et
Iégerement élevé en saison basse 6.72 comme le montre le tableau 15. Le lait de vache
fraichement trait a un pH de 6.60 et 6.80.

D’aprés Micari et al. (2002), le pH du lait est un révélateur de 1'état sanitaire de 1’animal et
de I'nygiéne de la traite. En effet, les écarts de pH entre les saisons laitiéres sont liés a
I'nygiene de la traite comme cela fut rapportté par Vita Marino et al. (2012), a I'état de santé
de I’animal et aux infections microbiennes (Araba, 2006). Lors de l'infection mammaire, il y
a un appel important de leucocytes qui se traduit par une augmentation du nombre de cellules
induisant une dégradation de la caséine et du lactose et donc une baisse du pH. Ce phénomene
est également confirmé par Alais (1984). De méme, certaines maladies métaboliques comme
la cétose provoquent des modifications du lait dont le pH (Pacheco, 2016). Le pH est par

ailleurs lié au stade de la lactation et a I'alimentation. 1l est un parameétre important qui agit




sur I’aptitude du lait a la transformation. La valeur du pH affecte I'equilibre minéral et la
stabilité de la suspension colloidale de caséine (Alais et Linden, 2004). En conséquence, les
protéines sont étirées pour s'entreméler et forment un gel, faisant ainsi chuter le pH.

Nos résultats sont similaires a ceux décrits par Callon et al. (2005) ; Mansour (2015) et
supérieurs a ceux obtenus par Labioui et al. (2009) et Matallah et al. (2019) qui sont en

moyenne de 6.50.

1.3 Densité

La densité du lait jaugée a 20°C dévoile une moyenne de 1.028 suivant le tableau 15. Cette
valeur est inférieure aux normes AFNOR 1.030-1.032. Néanmoins, et suivant Luquet
(1985), la densité des échantillons de la saison haute 1.029 est cohérente. Les valeurs ainsi
obtenues sont similaires a celles rapportées par Debouz et al. (2014).

L'étude de Le Mens (1985) a montré que la densité du lait varie avec la teneur en matiére
seche en général et la teneur en matieres grasses en particulier du lait. Vignola (2002), quant a
lui, affirme que plus la teneur en matieres grasses du lait est eélevée, plus la densité du lait est
élevée et plus significative. Autrement dit, la densité diminue lorsque le lait est humide, ce qui
n'est pas le cas dans la présente étude puisque les échantillons sont prélevés directement du
pis. La faible densité de notre lait pourrait étre due a la faible teneur en matiere seche et en
matieres grasses, au changement climatique, soit la hausse des températures en 2019/2020 et a

I'alimentation. Le méme phénomene fut observé par Labioui et al. (2009).

1.4 Point de congélation

L'examen du point de congélation du lait révele que les valeurs les plus élevées sont
observées pendant la saison basse -0.508°C et les plus faibles sont obtenues en saison haute
-0.528°C. Ces reésultats nous conduisent a considérer que les variations du point de
congélation sont dues aux variations de la production de lait produite et de réfrigération
comme le souligne Parcuel et al. (1994). Des résultats similaires a nos observations sont
rapportées par Packard et al. (1990).

En principe, le lait a un point de congélation entre -0.520 et -0.525 °C. Il n'est pas exclu qu'un
lait d'un troupeau puisse avoir un point de congélation inférieur a -0.525°C pour différentes




causes, en 1’occurrence, I’influence de I’affouragement (l'alimentation) en saison chaude
souvent par un manque d’énergie et de fibres, le stade de lactation, le stress thermique a partir
de 24°C, mauvaise fermentation dans le rumen et réduction de la prise alimentaire.

La teneur en lactose influence le point de congeélation a 80% (Suisselab Office, 2020).

Le point de congélation inférieur de I'eau (1) résulte des élements dissous dans le lait. Il s'agit
du lactose, des sels et des minéraux. Plus la concentration est importante, plus le point de
congélation est faible.

1.5 Teneur en minéraux

La teneur en matiéres minérales du lait est similaire a la fois pour la saison moyenne et haute
4.6 g/l contre 3.9 g/l pour la saison basse laitiere (tableau 15). Ces valeurs sont bien
inférieures de celle trouvée par Boubezari et al. (2010) qui est de 7.8 g/l. 1l est certain que
Jijel est I'une des régions les plus irriguées d'Algérie, assurant ainsi d'importantes ressources
en eau. Cette abondance de précipitations confére a la région une sylviculture et une
arboriculture dans les piémonts et les montagnes, favorisant ainsi I'élevage bovin. Les plaines
alluviales, pour leur part, occupent 18% de la surface totale et constituent une richesse pour la
Wilaya, étant donné qu'elles sont trés fertiles et assurent une importante production fourragére
et maraichere (Direction des Services Agricoles de Jijel). Il a été publié par Cosentino et

al. (2018) que la richesse minérale du lait est relativement liée a la nature et & la quantité

d'herbe péturée par animal. Si la ration alimentaire en P et Ca est insuffisante, I'animal épuise

ses réserves osseuses pour compenser le manque. En revanche, en cas de carence sévere, la

production et la qualité du lait diminuent systématiquement.

1.6 Teneur en eau

Elle se situe entre 88.4 et 89.2 g/l avec une moyenne de 88.86+0.24 pour les trois saisons
experimentées tel que repris dans le tableau 15. Nos résultats se rapprochent a ceux obtenus
par Boubezari et al. (2010) qui sont de 89 g/l chez la vache locale dans la région de Jijel dans
I'Est algérien mais bien au-dela de ceux de la race Pie rouge 85.81 g/l dans la méme région.

Le lait est un fluide aqueux constitué d'une émulsion de globules gras dans un liquide




lui-méme une suspension colloidale de matiere protéique dans un sérum contenant
principalement du lactose et du sodium. Ces deux éléments, ainsi que d'autres minéraux dont
le potassium et le chlore, ont une activité osmotique. Leur importance dans la sécrétion de la
mamelle conditionne ainsi I'écoulement de l'eau des cellules dans la lumiére des acini
sécretoires, soit le niveau de production du lait. 1l est donc clair que l'activité de l'eau
intervient dans le contrle de l'activité métabolique et du développement des micro-
organismes dans le substrat, plus le volume d'eau libre est important, plus le développement

des micro-organismes est important.

1.7 Teneur en matiére seche

Elle varie entre 108 et 116 g/l pour les saisons basse et haute respectivement, tel que décrit
dans le tableau 15. Vérité et al. (1970) ont noté que la quantité de matiére seche ingérée
(herbe verte ou séche) est proportionnelle de maniere significative et positive a la teneur en
matiére séche de la plante et que le temps de consommation diminue considérablement avec
I'nerbe déshydratée. Les valeurs de matiere seche ainsi obtenues sont réduites avec
l'augmentation du niveau de stress thermique inhabituel en cette année 2019/2020
occasionnant un fourrage sec par manque de pluie. Certaines études font également état d'une
diminution de la proportion de matiéres grasses et de protéines dans le lait avec
l'augmentation de 1’indice température-humidité : THI (Lambertz et al., 2014). Le stress
thermique diminue la consommation de matiere séche, qui a son tour diminue la
consommation d'énergie et donc cette réduction de lI'apport énergétique affecterait le contenu
des composants du lait.

Nos résultats sont proches de I’intervalle de 113 a 115 g/l obtenue par Boubezari et al.
(2010) et Zoghlami et al. (2022).

1.8 Teneur en matiéres grasses

En ce qui concerne la teneur en matiéres grasses, la saison haute se distingue avec une teneur
de 32 g/l, alors que les deux autres saisons ont une valeur pratiquement identique de 27 g/I.

La valeur moyenne en matieres grasses 28.5+1.75 g/l est inférieure aux normes algériennes




34 g/l et a la moyenne 36.70 g/l rapportée par Boubezari et al. (2010) dans la région de Jijel.
La teneur en matiéres grasses varie en fonction de la saison, I’alimentation, la race, le stade
de lactation (Siboukeur, 2007 ; Lerch et al., 2015) et du niveau de production. En effet, la
ration alimentaire détermine les proportions d'acides gras volatils lors de la fermentation
ruminale, qui sont des précurseurs notables de la lipogenése mammaire. De tant plus, les
performances des vaches sont le produit de leur potentiel génotypique et des conditions
d'élevage. Les vaches se trouvent en début de lactation dans une situation de déficit
énergétique négatif, ce qui implique 1’hydrolyse des lipides du tissu adipeux. La production de
matieres grasses du lait constitue donc un besoin énergétique conséquent pour la plupart des
mammiféres et implique un effort métabolique important pour I'animal, du moins pendant une

partie de la lactation.

1.9 Teneur en matiéres protéiques

La valeur protéique du lait est similaire pour les saisons : moyenne et basse 25.80 g/l et sans
différence significative. Cependant, la haute saison montre la teneur la plus élevée 27.80 g/l.
Cette valeur est conforme a celle trouvée par Boubezari et al. (2010) pour la méme race qui
est en moyenne de 27.90 g/l mais bien en dessous du standard cité par Alais (1984) qui est de
33 g/l et de la valeur obtenue par Tadjine et al. (2019) qui est de 30 g/l a partir de lait cru de
vaches de race moderne.

L'apport en protéines varie manifestement en fonction du stade de lactation, aux facteurs
génétiques, a 1’état sanitaire de 1’animal, de 1’apport énergétiques et des conditions
climatiques. Evidemment, la proportion de caséine diminue systématique avec la progression
du stade de la lactation. L'effet génétique est souligné par Boujenane (2003) sur la
composition du lait en précisant que si le potentiel génétique de Il'animal est faible, ses
performances seront également faibles, méme si les conditions d'élevage sont tres élaborées.

Il semble dés lors que les performances d'un animal soient constamment inférieures ou égales
a son potentiel génétique.

Les mammites, surtout en hiver en début de lactation, les boiteries en période de paturage,
I'acidose, les infestations parasitaires et la rétention placentaire sont parmi les pathologies les
plus redoutées sur la production laitiére en raison du déreglement de la glande mammaire qui
se traduit par une diminution de la sécrétion du MG, de la caséine et du lactose par les cellules

de I'épithelium mammaire et par une augmentation des éléments provenant du lymphe et du




sang (cellules somatiques, sels minéraux, protéines solubles) suite a la perméabilité du tissu
mammaire atteint.

Selon la littérature, l'apport énergétique de la ration influe fortement sur la teneur en
protéines. Ainsi, une augmentation de I'apport énergétiqgue mene a une augmentation de la
teneur en protéines et de la production laitiére. De plus, I'apport de concentré dans la ration
induit une baisse de la TB (-0.30 g/kg) et une hausse de la teneur en protéines (+0.24 g/kg) du
lait pour chaque kg de MS consommé (Delaby et al., 2003). Une complémentation en
concentré permet de pallier la baisse de la production laitiére due aux aléas climatiques et a la
disparité des ressources fourrageres.

A partir des résultats obtenus sur la teneur en protéines du lait des vaches locales de la région
El Ouldja dans I'Ouest de I'Algérie et ceux obtenus dans I'Est de I'Algérie, on peut en déduire
que le lait des vaches locales algériennes est peu protéiné et que son utilisation dans l'industrie

fromagere parait discutable.

1.10 Lactose

Suivant les résultats compilés dans le tableau 15, les valeurs de lactose différent largement
entre les échantillons au cours des trois saisons laitiéres. La saison haute affiche la valeur la
plus élevée 47 g/l et la saison basse, la valeur la plus faible 40.5 g/I.

Nos résultats se situent dans la fourchette de 40 a 50 g/l proposée par Labioui et al. (2009)
et Longwah et al. (2017) pour le lait cru et sont plus importants que ceux du lait étudié par
Sissao et al. (2015) et Matallah et al. (2019) qui sont en moyenne de 42.16 g/l et 35.90 g/l
respectivement.

Il est probable que la race ait un impact sur les taux de lactose comme le rapportent Kadim et

Mahgoub (2013). Le lactose étant un constituant osmotique important du lait, tout

changement dans le régime alimentaire et dans le volume d’eau dans le lait s’accompagnent

d’un changement de la synthese du lactose (squires, 2010 ; Rahli, 2015). Par ailleurs, La
teneur en lactose dépend du stade de la lactation selon Bakheit (1999). Elle est plus
importante au cours du premier trimestre (4.7%) succédant au vélage et décroit en fin de
lactation (3.2%). Le lactose est le substrat de fermentation des bactéries lactiques
(Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus et Leuconostoc). Ces bactéries sont en effet
caractérisées par leur capacité a fermenter le lactose avec production d'acide lactique. Dans la

présente étude, les échantillons sont analysés 12 heures aprés la traite, ce qui aurait entrainé le




développement des bactéries lactiques, d'ou cette faible teneur en lactose face a la valeur de

référence de 48 - 49 g/l (Alais, 1984). Néanmoins, en raison de la valeur élevée en lactose de

47 g/l de ce lait par rapport aux valeurs comparées ci-dessus, on peut considéerer que le lait des
vaches locales de la région El Ouldja peut étre exploité et valorisé dans l'industrie de

transformation des laits fermentés.

Les écarts dans la composition du lait des vaches locales peuvent étre liées a plusieurs
facteurs tels que la gestion du troupeau, la localisation géographique comme le rapportent
Barron et al. (2005) ou par I'alimentation et la production laitiére tel que confirmé par

Bir et al. (2015). Cette différence dans la composition du lait est susceptible d'influencer la
qualité et le rendement des fromages fabriqués a partir de ces laits (Lejaouen, 2004).

Selon Jenness (1980) et Voutsinas et al. (1990), le lait des races a faible potentiel laitier des
zones meéditerranéennes et tropicales est genéralement plus concentré en MG, MS et
Protéines. Or, les résultats de nos échantillons donnent I'impression inverse de ce constat.
Effectivement, Kassa et al. (2016) s'accordent a reconnaitre que la production du lait dépend
également de facteurs intrinseques liés a l'animal auxquels s'ajoutent des facteurs non
génétiques tels que le mode d'élevage, la saison et le rang du vélage, le stade de la lactation, la
durée et le nombre de traites par jour, ainsi que le stress généré lors de la traite qui amene la
vache a retenir le lait.

Il ressort de cette étude que la concentration du lait cru en MG, MP et lactose est
significativement faible en saison basse. Effectivement, la concentration en MP est de 25.80
g/l en saison basse contre 27.80 g/l en saison haute et en MG de 27 g/l en saison basse contre
32 g/l en saison haute. Le lactose est de 40.50 g/l en saison basse a 47 g/l en saison haute et la
MS est de 108 g/l en saison basse a 116 g/l en saison haute.

Koussou et al. (2007) et Bassbasi et al. (2013) ont également observé une variation de la
concentration des paramétres nutritionnels du lait en fonction de la saisonnalité climatique.
Ces variations s'expliquent principalement par la qualité et la disponibilité de I'alimentation.
Quand on sait que cette année 2019/2020 la saison chaude a duré plus de 10 mois depuis la
derniére pluie en 2018, ou I'on constate un amenuisement des paturages tel que le stipulent les

propriétaires des fermes.




Tableau 15: Caractéristiques physico-chimiques des laits utilisés (g/1).

Parametres

Saison moyenne

Saison basse

Saison haute

Moyenne

Erreur
type

T (°C)

26

28

28

27.33

0.66

pH

6.64

6.72

6.58

6.64

0.04

Dst

1.028

1.027

1.029

1.028

0.0005

P.C (°C)

-0.514

-0.508

-0.528

-0.516

0.005

M.M

4.64

3.90

4.60

4.38

0.24

Eau

89

89.20

88.4

88.86

0.24

M.S

110

108

116

111.33

2.40

M.G

26.5

27

32

28.50

1.75

M.P

25.85

25.80

27.80

26.48

0.65

Lct

46.50

40.50

47

44.66

2.08

T : Température ; Dst : Densité ; P.C: Point de congélation ; M.M : Matiéres Minérales ; M.S : Matiéere seche ; M.G:
Matieres Grasses ; M.P : Matiéres Protéiques ; Lct : Lactose.

2 Analyses physico-chimiques des j’bens

Les résultats des analyses physico- chimiques de 45 échantillons de préparations contrélées de
j'ben Elgafs de différents ages sont présentés dans le tableau 16. Ces valeurs sont les

moyennes de 3 essais expérimentaux pour chaque saison étudiée.

2.1 pH

Le potentiel hydrogéne moyen du j'ben durant la maturation est légérement inférieur en
saison haute de 4.91+0.08 a celui des deux autres saisons (tableau 16). La saison basse
montre un pH moyen de 4.92+0.11 et la saison moyenne un pH moyen le plus élevé de
4.94+0.08. On constate aussi que le pH des formes fraiches au début est plus bas a celui des
formes matures (figure 18). Il s'agit en effet d'une fermentation lactique liée a l'activité
métabolique de la flore indigene au début et a la prolifération de moisissures bénéfiques lors
de la maturation des j’bens Elgafs apportée par le matériel végétal " Stipa tenacissima " qui
les revét. Effectivement certains auteurs témoignent que les variations de pH du fromage
pourraient étre attribuées a la diversité et I’activité microbienne (Vladimir et al., 2020) et aux
variations saisonnieres et alimentaires (Sanchez-Gamboa et al., 2018).

Le test ANOVA montre que la saison ne présente aucun effet significatif sur le pH (p > 0.05).




Les valeurs de pH obtenues se situent dans la fourchette de 4.35 a 5.51 enregistrée par
Queiroga et al. (2013) et Benyagoub et al. (2016) dans le fromage traditionnel brésilien

" Coalho " et la klila de la region de Béchar respectivement, et au-dela de celles données par
Lahssaoui et al. (2009) ; Meribai et al. (2017); Dahou et al. (2015) dont les mesures vont

de 4 a 4.80 pour les échantillons de fromage Klila et j'ben respectivement.

valeurs de pH

| ‘ ‘ | | ‘ ‘ | | | o
S2 S3 S4 S5 | S2 S3 sS4 S5 | S2 S3 S4 S5

Saison Moyenne | Saison Basse | Saison Haute

Stades de maturation

S2 : Caillé ; S3 : Caillé +5j ; S4 : Caillé +10j ; S5 : Caillé +15j

Figure 18: Evolution du pH au cours la maturation des j’bens Elgafs.

2.2 Teneur en eau

En fonction des résultats rassemblés sur le tableau 16, une diminution de la teneur en eau se
produit pendant la période de maturation. La teneur en eau au premier jour de maturation (S2)
pour les deux saisons moyenne et basse est de 71.40 % et 71.35 % respectivement, contre
68.90 % pour la saison haute. Elle diminue ensuite a une valeur plus faible de 67.80% pour la
saison haute apres 15 jours de maturation.

Suivant Cogan et al. (1997), la capacité de produire des acides rapidement est sans doute la
principale propriété des BAL comme cultures de démarrage. 1l en découle une diminution du
pH, ce qui accentue I'expulsion du lactosérum du caillé et réduit par conséquent la teneur en
eau. En effet, cette teneur dans les j'bens est liée a la fois a la teneur en eau libre qui se dissipe
pendant les 15 jours de maturation des fromages et a leur teneur en matiere séche, en d'autres
termes, un fromage a taux de matiére séche élevé contient moins d’humidité.

Tous les échantillons matures du stade (S3) au stade (S5) présentent une hétérogénéité de

composition due a la teneur en eau, qui est systématiqguement inférieure a celle des




échantillons frais (p<0.05). En particulier pour les échantillons matures de la saison moyenne

(p<0.01) comme le montre la figure 19. Probablement cela soit lié aux épisodes de canicule

que le pays a connu en 2019/2020 et par conséquent a la teneur en humidité relative dans la

salle d'affinage. Ce phénomeéne facilité par la taille réduite des fromages, a augmenté
sensiblement la surface de contact avec I'atmosphére et donc la perte d'eau. Fox et al. (1993) ;
Ramet (1997), Franco et al. (2003) et Bekada (2007) ont également souligné ce méme
constat. Pour Fredot (2009), la teneur en eau finale est aussi dépendante du degré d'égouttage
du caille.

La diminution de la teneur en eau du j'ben Elgafs au cours de sa maturation est également due
a son utilisation par les micro-organismes pour leur croissance et leur métabolisme,
principalement la flore lactique. Effectivement, Tzanetaki et al. (1995) corroborent cette
constatation dans les fromages blancs matures. Pour Beev et al. (2019), une molécule d'eau
est, en effet, utilisée pour chaque liaison peptidique ou ester lors de I'hydrolyse des protéines,

peptides et triglycérides au cours du processus d’affinage.
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Figure 19 : Evolution de la teneur en eau au cours de la maturation des j’bens Elgafs.




2.3 Teneur en matiére seche

A partir du graphique ci-dessous (figure 20) et les données affichées dans le tableau 16, nous
constatons que les valeurs de la matiére séche pendant toute la période de maturation pour les
trois saisons laitiéres sont de 28.60% a 32.20%. Elles croissent de 11% dans le lait a 28.60%
pour la saison moyenne, de 10.80% a 26.65% pour la saison basse et de 11.60% a 31.10%
pour la saison haute. Cette hausse résulte du volume d'eau perdu lors de I'égouttage du caillé.
Une teneur moyenne de 31.26 g £ 0.25 figure pendant la saison haute, contre une teneur
moyenne égale de 29 g pour les deux autres saisons.

La teneur en matiere seche augmente a mesure que le fromage mdrit (p < 0.001). Cette
augmentation est consécutive a la perte progressive d’humidité durant le procés de maturation.
Les observations faites par Delgado et al. (2011) et Fresno et Alvarez (2012) consolident
notre hypothese.

A la lumiére de ce constat, on peut avancer que nos résultats sont supérieurs a ceux proposés
par Saoudi (2012) sur un fromage Bouhezza agé de 3 semaines et affiné dans sa baratte avec
un taux de 23.30% qui tient a la vitesse d'égouttage et a des ajouts continus et réguliers de lait

cru et de babeurre .

2.4 Teneur en matieres grasses

La teneur en matiéres grasses (p> 0.05) est plus élevée dans le caillé apres le démoulage (S2)
et ensuite diminue avec la durée de maturation (tableau 16). Elle passe de 7.85 g apres le
démoulage a 7.40 g en fin de maturation pour la saison moyenne, de 7.35 g a 6.95 g pour la
saison basse et de 8.90 g a 8.40 g pour la saison haute. La teneur moyenne en matiéres
grasses est toujours élevée en saison haute par rapport aux deux autres saisons, avec une
moyenne de 8.69 g + 0.06 comme le montre la figure 20. Cependant, la moyenne la plus
faible est enregistrée en saison basse 7.18 g £ 0.11.

Nos résultats sont en revanche opposés a ceux communiqués par Saoudi (2012) et Aissaoui
ZITOUN. (2004) sur le fromage Bouhezza ou la matiére grasse augmente avec la maturation
du fromage passant de 6.70% a 10.80% en fin d'affinage en raison des quantités de lait cru ou

de Lben additionnées en continu jusqu'a la fin de I’affinage.




En fait, la disponibilité de fourrage grossier en saison haute aide a la digestion des fibres, ce
qui augmente I'acide acétique dans le rumen. En tant qu’un précurseur de la matiére grasse
du lait, son augmentation est proportionnellement liée a l'augmentation de la teneur en
matieres grasses du lait, donc le fromage (Guo et al., 2013). La teneur en graisses peut
fortement varier suivant la saison, la race, le stade de la lactation et le régime alimentaire,
mais aussi d'une région a l'autre, en effet, Benamara et al. (2016) ainsi que Kilcawley et
O’Sullivan (2018) appuient cette observation.

Saison moyenne Saison basse SREDIRaIE

¥ Caillé
¥ C+5j
® C+10j

¥ C+15j

1: Tx de MS en saison Moyenne; 3: Tx de MS en saison Basse ; 5 Tx de MS en saison Haute;

2: Tx de MG en saison Moyenne; 4: Tx de MG en saison Basse ; 6: Tx de MG en saison Haute.
Tx : Taux

Figure 20 : Teneur en matiéres grasses et en matiere seche au cours de la maturation des

j’bens Elgafs.

2.5 Teneur en protéines

Les résultats rapportés dans le tableau 16 et représentés dans la figure 21 montrent une
diminution de la teneur en protéines a tous les stades de maturation du j'ben Elgafs et pour les
trois saisons laitiéres étudiées. La teneur en protéines du caillé diminue de 11.17 ga 9.80 g en
fin de maturation en saison moyenne, de 9.85 g a 8.85 g en saison basse et de 12.05 g a 11.35
g en saison haute. Le taux moyen le plus bas est enregistré en saison basse 9.36%. Cette
diminution de la teneur en protéines au cours de la maturation va de pair avec une diminution
de la teneur en matiéres grasses et une réduction de la teneur en eau. La valeur protéique

présente le méme profil que la valeur en matiére seche (p < 0.001).




Abd El-Salam et al. (1993) ont démontré que les écarts dans la teneur en protéines des

fromages pendant la maturation sont dus a I'nydrolyse des protéines en composés azotés

hydrosolubles et que le taux élevé d'hydrolyse contribue a la diminution de la teneur en
protéines, car la fuite de ces composés du fromage est déterminee par la taille et I'nydrophobie
des composés azotés hydrosolubles (Michaelidou et al., 2005).

La protéolyse de nos j'bens est réalisée uniquement par la flore indigéne et par les protéases
endogénes apportées par les micro-organismes du milieu puisqu'aucun ensemencement
exogene n'a eu lieu, de plus la teneur en eau qui est un important facteur influencant le taux
de protéolyse, sont autant de parametres qui permettront de justifier la faible activité
protéolytique de nos fromages. En effet, les résultats de Calvo et al. (2007) sur une étude
réalisée sur le fromage affiné Majorero, d'Espagne au lait de chévre et de Saoudi. (2012) sur
le fromage affiné Bouhezza au lait cru de vache dans la région d'Oum EI Bouaghi sont
conformes et appuient notre démonstration.

Les résultats obtenus sont inférieurs & ceux avancés par Medjoudj et al. (2016) dans le
fromage de chévre Bouhezza et encore plus bas que ceux obtenus par Aissaoui Zitoun et al.
(2011) dans le fromage Bouhezza au lait de vache ou une augmentation des protéines de

7.89% & 14.44% de la valeur initiale est observée en fin d’affinage.

Valeurs des protéines gf100g

53 54
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Figure 21 : Teneur moyenne en matiéres protéiques au cours de la maturation.




2.6  Teneur en lactose

Les résultats de nos observations sont présentés dans le tableau 16 pour les différents stades
de maturation. On peut constater que la fermentation du lactose fonctionne différemment

selon les saisons. Les valeurs de lactose diminuent avec le temps de maturation de 8.65 g a

8.10 g en saison basse et de 8.85 g & 8.10 g en saison haute sauf qu'en saison moyenne, on

observe le contraire, ou le lactose augmente de 8.70 g a 11.50 g en fin de maturation (figure
22). La fermentation du lactose se fait lentement et différemment et méme apres 15 jours, le
lactose n'a pas encore disparu dans les trois saisons. Cela dépend manifestement de la
composition de la flore microbienne du lait et des j'bens dont ils sont issus ainsi qu’a I'effet
des conditions environnementales sur leur activite.

D’apres Franco et al. (2003), la présence de lactose pendant la période de maturation dépend
de la quantité et la vitesse d'‘élimination du lactosérum, de I'activité glycolytique des
microorganismes, principalement des bactéries lactiques présentes. Il a été constaté par
Castro et al. (2016) que les valeurs en protéines et en lactose du lait et du fromage sont moins
influencées par les facteurs extrinséques. Aussi bien la teneur moyenne en lactose 8.85 + 0.15
que celle en protéines 10.48+0.18 montrent des différences hautement significatives au cours

de la maturation du j'ben Elgafs.

115

Ssalson
M

---- H

e B

[

80 90 100

I

Figure 22 : Evolution du lactose durant la maturation des j’bens Elgafs.




2.7 Rapport G/S

Les résultats obtenus dans le tableau 16 révélent que les valeurs du rapport G/S en
pourcentage du j’ben Elgafs préparé avec du lait cru, apres le démoulage, sont plus élevées
durant la saison haute 28.61% et plus faibles durant la saison basse 25.65%. Ces valeurs
s’amenuisent au fur et a mesure que le fromage mdrit.

Le ratio moyen en pourcentage est plus élevé pendant la saison moyenne avec 3.65% et plus
faible pendant la saison haute avec 2.52%. Cette différence peut étre due a des facteurs non
génétiques, tels que le régime alimentaire, la saison, le stade de la lactation, les conditions
d’affinage, etc., ou encore a des facteurs intrinseques propres a l'animal.

Les taux obtenus pour les trois saisons étudiées sont inférieurs a ceux du fromage " Bouhezza
", dont le ratio est de 30% (Aissaoui Zitoun et al., 2011), mais se situent dans la fourchette
proposée par Medjoudj et al. (2016) dans une étude réalisée sur le méme type de fromage
traditionnel au lait cru de chévre, soit 10.58 a 31.77 %.

La teneur en matiéres grasses dans 1’extrait sec détermine explicitement les propriétés
organoleptiques du produit, en particulier I'onctuosité, qui est marquée par la sensation de
gras. Le bon choix de la matiere premiére et le respect de la technique de fabrication
permettent d'obtenir des dérivés avec une palette de textures tres variée : de liquide a pate
ferme et de tartinable a tranchable (Eck et Gillis, 2006).

Conformément au codex alimentarius, 1978 révisé en 1999 et amendé en 2021, le fromage
étudié, soit j’ben Elgafs, est classé en fonction de trois criteres:

Le premier critere est la fermeté, traduite par la teneur en eau du fromage dégraissé (TEFD)
avec un intervalle de 69 a 51% de la pate extra-molle a dure (pate molle = TEFD > 67%).
j’ben Elgafs a une TEFD en moyenne de 68.48%.

Le deuxieme critére permet de classer les fromages par le rapport de la matiére grasse sur la
matiére séche (G/S). La valeur du G/S obtenue pour le j’ben Elgafs est en moyenne de
24.03% (Mi-gras = 24 % >G/S < 45%).

Le troisieme critere exprime l'affinage du fromage soit en surface, a l'intérieur de la pate,
affiné en surface ou en masse avec des moisissures, et fromage frais.

Selon le codex susmentionné, ces résultats accordent Ia classification du j’ben Elgafs parmi
les fromages affinés a pates molles, mi-grasses. Cet aboutissement se rapproche des résultats

de Medjoudj et al. (2016) et Kaminarides et al. (2019) pour le fromage affiné "Bouhezza"




et le fromage de chévre expérimental produit au laboratoire sur la base du fromage

traditionnel grec "Kopanisti" respectivement.

Rappelons que Bouhezza est un fromage algerien fait de lait de chevre et affiné dans une
outre en peau de chévre, dite Chekoua. Selon les résultats communiqués par Medjoudj et ses
collaborateurs en 2016, le fromage présente une valeur de matiere grasse dans la matiere
séche de 28.87% aprés 72 jours d'affinage. Un apport de Lben chaque 4 jours durant 7
semaines et un recours au lait cru entier du jour 54 jusqu'a la fin de son affinage lui permet de
dégager cette valeur.

Sa teneur en humidité dans la matiére dégraissé (TEFD) est d'environ 67.55%.

L'auteur ajoute que le fromage Bouhezza est classé, selon la FAO, 2007 dans la catégorie des

fromages a pates molles, mi-grasses.

Le fromage Kopanisti, quant a lui, est un fromage grec traditionnel a appellation d'origine

protégée (AOP) produit dans les fles Cyclades de la mer Egée. Il se caractérise par son go(t

salé intense et fortement piquant et sa texture molle semblable a celle du Roquefort.

D’apres les résultats de Kaminarides et al. (2019) sur le fromage Kopanisti expérimental.
Le taux d’humidité, exprimé en % dans les matieres dégraissées (TEFD) est de 66.34 % apres
14 jours de maturation. Le fromage est caractérisé par une valeur G/S de 30.96 %.

Selon le Codex Alimentarius grec (2014), ce fromage est classé comme un fromage a pate

molle réduit en matiéres grasses.




Tableau 16: Composition chimique moyenne des échantillons de j’bens (g/100 g).

54is0ms Saison Moyenne Saison basse Saison Haute

Paramétres JRYANSNN: BN SN TV C I S I B
103 478 3 33 43T 46 500 331 471 4T 4% 328

M0 6 T3 T2 709 6865 689 683 683 678
RV 86 29 2977 3109 2865 288 2005 313 3L 35 3T 32
NPT 78 700 68 T4 73 T 718 6% 89 8§ 86 B84
M. 17 1109 102 98 98 965 91 88 1205 1195 116
Protéique

Lactose &7 902 94 11y fey 84 B2 81 88 873 83 4l

Gl 04 Ui B nBE B BIT WL 1T 286l 2795 2718 26.09

S2 : Caillé ; S3 : Caillé +5j ; S4 : Caillé +10j ; S5 : Caillé +15j

La composition des j'bens analysés reflete les caractéristiques chimiques telles que le pH, la
teneur en eau, la matiére séche, les protéines et le lactose, montrant une différence hautement
significative durant la période de maturation du stade (S2) jusqu'au stade (S5). Quant a la
teneur en matieres grasses, elle ne montre aucune différence significative (p > 0.05) ni entre

les saisons de production ni au cours du processus de maturation pendant les saisons.

3 Evaluation microbiologique

L'étude des micro-organismes ciblés est justifiée par leur potentiel a générer des maladies
d'origine alimentaire susceptibles de porter atteinte a la santé publique (Kouame.Sina et al.,
2010).




3.1 Numération de la flore contaminante

Les boites présentant des unités formant de colonies (ufc) sont sélectionnées pour le
dénombrement. Les chiffres sont exprimés en échelle logarithmique (log ufc/ ml ou /g).
L'évolution des numérations des différents groupes microbiens au cours des différents stades
de production est présentée dans le tableau 17. L'analyse des données ressort les variations
entre les échantillons (lait et fromage) au cours des trois saisons considérées pour les germes

Visés.

3.1.1 Flore aérobie mésophile totale

La charge microbienne de FAMT dans le lait cru pour les trois saisons est assez faible de 3.94
a 3.97 log ufc/ml. Ces niveaux sont intimement associés aux bonnes conditions d'hygiene de
la traite en dépit de la vétusté des locaux, au statut sanitaire de I'animal et a I'isolement du site
d'étude, qui a pour conséquence de reduire les vecteurs de contamination. En effet, une
concentration supérieure a 5 log ufc/ml indique une contamination sérieuse (JORA, 1998 ;
Srairi et al., 2006).

Nos résultats sont relativement inférieurs a ceux obtenus dans des travaux similaires par
Matallah et al. (2019) ; Boudalia et al. (2020) pour le lait cru provenant de vaches de la
méme race dans le Nord-Est de I'Algérie en systéeme extensif qui sont respectivement de 5.99
et 4.05 log ufc/ml et dont la cause est liée au non-respect des mesures d'hygiéne pendant la
traite et a I'environnement dans lequel les vaches sont élevées.

Le niveau de FMAT sur le milieu PCA apres le démoulage et a la fin de la maturation des lots
de productions contrdlées révéle une charge microbienne élevée dans les lots frais par rapport
aux lots matures avec une moyenne de 5.14 log ufc/g. Ce constat est déja rapporté dans le
fromage affiné Bouhezza au lait cru (Aissaoui Zitoun, 2014).

La charge des échantillons de la saison basse est en moyenne de 5.07 log ufc/g en
comparaison avec les saisons moyenne et haute qui sont respectivement de 5.13 et 5.20 log
ufc/g. Cette faible charge, y compris entre les saisons, peut étre liée a la charge initiale de la

matiére premicre et aux conditions d’hygiéne depuis la traite. Elle peut étre attribuée, entre

autres, au stress hydrique inhabituel qu'a connu le pays en 2019/2020, en raison des fortes
chaleurs, d'un manque de pluie a raison de 10 a 20% (Yerou et al., 2021) et d’une d’humidité
relativement faible, qui sont défavorables a la croissance bactérienne (N. Ferdous et al.,




2017). Certainement, la perte d'eau due a I'environnement hostile contribue a la diminution du
nombre de bactéries par la plasmolyse et la lyse cellulaire qui s'ensuivent (Hickey et al.,
2013 ; Gatti et al., 2014).

Les résultats dégagés sont supérieurs aux moyennes rapportées par Rhiat et al. (2013) suite a
I'étude des fromages Jben et Klila expérimentaux, qui sont respectives de 4.47 et 4.95 log
ufc/g. Cet aboutissement tient au traitement thermique contrélé auquel le lait est soumis :
pasteurisation & une température de 65°C pendant 30 minutes avant la transformation qui a
fait baisser la charge. Contrairement a notre étude, nous avons utilisé du lait cru pour la
préparation du j'ben Elgafs, ce qui explique probablement la différence.

Nos résultats sont néanmoins significativement inférieurs a ceux rapportés par Mutwedu et
al. (2018) et Benamara et al. (2016) qui sont respectivement de 5.75 et 5.24 log ufc/g pour
un fromage congolais " Mashanza " et algérien " Klila " préparés avec du lait cru de vache.
Cependant les dénombrements de la FMAT signalés par Guetouache et Guessas (2015) ;
Meribai et al. (2017) ; Leksir (2018) sont en dec¢a de la moyenne fixée a 3.61 log ufc/g.

Les propriétes physico-chimiques hostiles de Klila (fromage dure et acide) sont défavorables
a la croissance microbienne, mais on peut penser que les pratiques dhygiéne, la
contamination de départ du lait et la durée de conservation expliquent ces écarts entre les

études.

3.1.2 Coliformes totaux et fécaux

Les résultats de I'étude montrent I'absence de coliformes totaux et fécaux dans tous les

échantillons des laits testés (tableau 17). L'absence de coliformes fécaux est une performance

essentielle du point de vue de la qualité hygiénique, compte tenu de l'utilisation de lait cru.

Pour les échantillons de j'bens, une augmentation des coliformes totaux et fécaux de 3 a 4
unités logarithmiques apparait sur les formes fraiches (S2). Les numérations maximales
obtenues sur VRBG et VRBL sont respectivement de 4.42 et 3.73 log ufc/g. En fin de
maturation (S5), le nombre d'entérobactéries décline, sauf pour la saison basse qui accuse une
légére augmentation de plus de 0.5 log ufc/g. Les coliformes fécaux quant a eux, ont
complétement disparu dans tous les lots testés. Cette regression pourrait s'expliquer par les

conditions defavorables a leur développement, notamment le pH et la teneur en eau.




Les résultats obtenus glissent dans la limite des résultats annoncés par Petrdczki et al.
(2018) de 3.42 & 4.60 log ufc/g et s’éloignent de ceux relevés par Benlahcen et al. (2017) de
3.10 a 3.43 log ufc/g, travaillant sur des fromages artisanaux gomolya de Hongrie et Klila

d’Algérie respectivement. Les coliformes, présents dans l'environnement, peuvent étre
considérés comme une indication d'hygiéne car ils peuvent signaler une contamination fécale
directe ou indirecte, de par leur origine (tractus intestinal). En effet, Altalhi et Hassan
(2009) ; Mhone et al. (2011) et récemment Martin et al. (2016) attestent que la mise en
évidence de coliformes dans les aliments est significative d'une contamination
environnementale. Nous pouvons donc supposer que nos échantillons sont contaminés soit

lors du traitement du lait, soit lors de la manipulation des échantillons de j'ben a tester.

3.1.3 Levures et moisissures

Les résultats ressortis du milieu OGA sur le tableau 17, montrent des variations notables de
la charge fongique. Cette hétérogénéité est bien illustrée par les saisons et les stades de
production. L’abondance de levures et de moisissures dans le lait apparait a chacune des trois
saisons, avec une prédominance en saison moyenne de 4.36 contre 4.17 log ufc/ml dans les
deux autres saisons laitiéres. Cette flore peut se filer par la suite dans le caillé aprés le
démoulage ou lors des manipulations tel que le rapporte Valkaj et al. (2013) ou par le
contact direct avec I’ambiance selon Bekada (2007), dont la valeur la plus élevée est de 4.41
log ufc/ g en saison basse, alors que la valeur la plus faible est de 2.84 ufc/g en saison haute.
Il apparait bien que la flore fongique ne soit pas perturbée par le pH du caillé qui se situe entre
4.57 et 4.71 et qu’elle s'est adaptée aux conditions de transformation.

La flore fongique est toujours présente et plus importante dans les échantillons mdrs surtout

en saison basse de 5.81 log ufc/g contre 4.04 ufc/g en saison haute comme valeur la plus

basse. Cette permanence fongique jusqu'a la fin de la maturation est due a leur résistance a

I'activité antimicrobienne de la flore lactique et a leur caractére acidophile selon Benkerroum
et al. (1984). Cette évolution substantielle des levures est aussi observée apres la stabilisation
des bactéries lactiques et est due au recours aux acides organiques produits par les BAL.

La contamination du j’ben Elgafs peut étre aussi véhiculée par le matériel végétal (1’alfa)
qui le revét.

Les résultats dégageés par les auteurs Casalta et al. (2009) sont en deca de nos moyennes a
raison de 1.19 log ufc/g dans le fromage de chévre et de 2.45 log ufc/g dans le fromage de

brebis. Cette différence est sGrement due aux soins fréquents apportés a la crolte (élimination




de la microflore superficielle par lavage a I'éponge) pendant le processus de maturation du
fromage Calenzana, ce qui empéche le développement des levures et des moisissures.

Mais, nos résultats sont en accord avec ceux de Aissaoui Zitoun (2014) ; Sedecka et al.
(2016) et Medjoudj (2018) avec une charge de 4 - 6 log ufc/g. Ces chiffres témoignent de la
participation majeure de la flore a la maturation et notamment a la dégradation de la matiere
azotée. Les conditions de maturation entrainent et expliquent cette composition quantitative

de la flore de maturation.

3.1.4 Streptocoques fécaux

D'apres les résultats du tableau 17, le lait présente une charge streptococcique fécale nulle a
toutes les saisons étudiées. En revanche, dans les échantillons du caillé (S2), cette charge est
élevée surtout en saison haute avec une moyenne de 3.54 log ufc/g face a 1.84 log ufc/g en
saison moyenne. Cela pourrait étre d0 a une contamination soit lors de la préparation soit
durant la maturation du j’ben. A ce niveau, il est bien de signaler que, le métabolisme
fermentaire et I’aptitude de germes a entrer en compétition avec les autres microflores leur
permettent de proliférer. Ensuite, cette charge microbienne régresse en fin de maturation avec
une moyenne similaire de 1.60 log ufc/g pour les deux saisons susmentionnées. Néanmoins,
la saison basse ne ressort aucune contamination dans aucun des lots testés. Il convient
toutefois de noter que les entérocoques constituent un groupe important de bactéries
lactiques natives dans le lait et les produits fermentés.

Les moyennes obtenues sont en dessous de celles communiquées par Di Cagno et al. (2003)

a raison de 5.10 log ufc/g en fromage de brebis affiné et au dessus de celles fournies par

Labioui et al. (2009) qui est de 2.60 log ufc/g dans du lait cru venant de deux fermes de
Mnasra, Maroc. La numération des streptocoques est liée au statut sanitaire des vaches et a
une éventuelle contamination pendant la maturation. Méme a des niveaux faibles, ils

témoignent de mauvaises conditions d’hygiéne pendant la traite ou le transport.

3.1.5 Staphylococcus aureus, Salmonella et Clostridies

Au vu des résultats du tableau 17, on note I'absence totale de Staphylococcus aureus, de
salmonella et de clostridies réduisant les sulfites dans les échantillons de lait et de j’bens

Elgafs de production contrlée et ce malgré le mauvais entretien des locaux abritant les




troupeaux. Par ailleurs, les conditions hostiles du fromage, et en particulier la compétition
nutritionnelle avec les bactéries lactiques et la baisse importante du pH, peuvent toutefois
justifier I'absence de S. aureus au cours de I'affinage (Casalta et al., 2009). 1l en va de méme

pour les deux autres genres étudiés (Salmonella et Clostridies).

Les échantillons du lait cru analysés sont exempts d'agents pathogenes et d'altération visés, ce
qui peut étre qualifié de tres bonne qualité compte tenu des critéres biologiques et de la valeur

sanitaire du lait cru selon Geay (1998). Cet aboutissement est de prés lié aux conditions

générales d'hygiéne d’apres Beuvier et Buchin. (2004) ; Millogo et al. (2018), a I'état

sanitaire de I'animal Michel et al. (2001) ; Aggad et al. (2009) et au type d'alimentation.
Effectivement une alimentation riche en foin menera a des bouses plus séches et donc moins
contaminantes (Lavoie, 2011).

Yang et ses collaborateurs en 2012, affirment que les BAL peuvent produire des
bactériocines ou des substances proches des bactériocines qui inhibent la croissance des
agents pathogénes d'origine alimentaire. Cela prouve que le lait utilisé pour préparer nos
j'bens est trait d’animaux sains. Le faible niveau de flore indicatrice d'hygiene isolée conforte
ce constat. Guetouache et Guessas (2015) ; Leksir (2018) soulignent aussi les mémes
observations dans des études menées sur le fromage Klila. De leur coté, D’amico et al.(2008)
précisent d’apres les résultats de tests comparant le potentiel de croissance de Listeria
monocytogenes inoculé en surface dans des fromages fabriqués a partir de lait cru et
pasteurisé et conservés pendant 60 jours a 4°C démontrent nettement que ni la pasteurisation
ni 60 jours d'affinage ne suffisent a garantir la sécurité des fromages a pate molle affinés en
surface puisque les populations de Listeria atteignent des maximums de 2.5 % apres 60 jours
de conservation.

La sécurité des fromages est mieux assurée par la combinaison d'une production de lait cru de
qualité microbiologique stricte, de contrdles de fabrication améliorés et par des stratégies de

contréle autres que le vieillissement.



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160514001068?casa_token=x0hh7MNBwH8AAAAA:oTrj3s2NXmr-58oXu8soi45KL3bIx8IKXmJooYnvYj-zPGUdQjaqFg8vUjOUiLcLWEdutAU#bb0165

Tableau 17 : Synthése des résultats des examens microbiologiques (log ufc/ml ou g).

Saison Moyenne Saison Basse Saison Haute

il Y ) o o o

FAMT |l 5.17 3.04 5.075 5.071 3.95 5.17
- ABS  4.42 4.25 ABS 3.76 4.53 ABS  4.24 3.98
- ABS 3.73 ABS ABS ABS ABS ABS 3.61 ABS
LEV/ KDL 4.23 : i : i : 2.84 :
CHAM
S.F . 1.6

s P

S1: Lait; S2: Caillé ; S5 : Caillé+15jours.
FAMT : Flore Aérobie Mésophile Totale ; C.T : Coliforme Totaux ; C.F : Coliforme Fécaux ; LEV/CHAM : Levures et
champignons ; S.F : Streptocoques fécaux ; STA : Staphylococcus aureus.

3.2 Isolement et purification de la flore lactique

A partir de 45 échantillons analysés (lait et j'bens a différents 4ges de maturation), 239 isolats
sont isolés et purifiés sur des milieux de culture MRS, M17, MSE et MSA, mais seules 194
souches sont retenues et identifiées. Des tests préliminaires montrent que ces colonies
représentent les caractéristiques des bactéries lactiques a savoir : catalase, oxydase négative et
immobilité des isolats (Annexe 3). L’observation a I’ceil nu met en évidence des colonies
rondes, convexes, lisses blanchatre avec un contour régulier distinct (figure 23).

L’examen au microscope optique révéle une coloration Gram positif, de forme (coques -

cocci-ovoides et des bacilles) et leurs modes d’arrangements (diplo, en chaine, tétrade et

\
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Figure 23 : Observations Macroscopique (A) et Microscopique (B) aprés coloration de Gram
(X100) des isolats purifiés.




4 Détermination de la concentration en cellules viables ""Bactéries

lactiques"*

La détermination de la concentration moyenne en cellules viables des bactéries lactiques
isolées du lait et selon les saisons laitieres de I'année est illustrée dans la figure 24. L'étude de
I'écosysteme microbien caractéristique de la transformation du lait en j'ben nous améne a

identifier les espéces microbiennes les plus représentatives de cette production contrélée.

4.1 Cellules viables des BAL du lait

Le lait cru, utilisé pour la fabrication de ce type de j'ben, présente initialement une microflore
nombreuse et hétérogene, avec une prévalence de bactéries lactiques en fonction des milieux

étudiées.

4.1.1 Sur le milieu MRS

Sur ce milieu de culture la charge en BAL est plus importante en saison moyenne avec 8.15
log ufc/ml, suivie de 8.02 log ufc/g en saison basse et de 6.63 log ufc/ml en saison haute. Cela

représente une moyenne de 7.60+0.48 log ufc/ml pour les trois saisons laitieres (figure 24).

4.1.2 Sur le milieu M17

Les BAL dénombrées sur le milieu M17 sont plus élevées en saison basse et haute avec 8.32
et 7.13 log ufc/ml respectivement par rapport a une valeur basse en saison moyenne de 6.43

log ufc/ml (figure 24).
4.1.3 Sur le milieu MSE
La valeur moyenne découlée du milieu MSE est de 5.36+0.27 log ufc/ml avec une

prédominance de 5.89 log ufc /ml en saison haute et de 4.99 log ufc/ ml en saison basse
(figure 24).




4.1.4 Sur le milieu MSA

La plus faible numération est obtenue a partir de ce milieu, avec seulement 1.37+0.45 log

ufc/ml en saison moyenne.

L'activité de la microflore lactique dépend nettement de la saisonnalité de la production
laitiére et presque exclusivement des variations du pH pour chaque période de I’année et des
pratiques d'élevage locales de chaque ferme. Ces cinétiques microbiennes concordent avec
les observations décrites par Randazzo et al. (2002) ; Khedid et al. (2006) sur du lait de
vache en Sicile (Italie) et du lait de chamelle au Maroc avec systématiquement une
prépondérance des BAL sur le milieu M17 avec une moyenne de 8 log ufc/ml.

La prévalence des BAL, et I'absence des bactéries potentiellement pathogénes / toxinogenes et
la faible présence de bactéries d’altérations indiquent que ce lait convient bien a la fabrication
du fromage.

Cette analyse, fondée sur les cultures, justifie a la fois I'étendue de la variabilité mais aussi
I’aptitude de croissance de 1’écosystéme microbien laitier impliqué dans la production d'acide
lactique a travers leurs diverses activités métaboliques et les modifications majeures de la
matrice du fromage. Un bon exemple est la protéolyse, qui selon certains chercheurs

O'Sullivan et al. (2013) est essentielle au développement du microbiote du fromage et a la
maturation du j'ben.
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Figure 24 : Comptage des principaux groupes bactériens a partir du lait cru (log ufc/ml
d’échantillon).




4.2 Cellules viables des BAL du j’ben Elgafs

421 Caillé de lait

4.2.1.1 Sur le milieu MRS

Aprés démoulage, le caillé (S2) présente une moyenne en cellules viables de 5.40+0.13 log
ufc/g sur le milieu MRS, soit une baisse de 2.2 log unités, tandis que la saison moyenne a elle

seule baisse de 3.01 log ufc/g (figure 25).

4.2.1.2 Sur le milieu M17

La flore lactique isolée du milieu M17 dans le caillé (S2), est en moyenne de 7.31+0.10 log
ufc/g face a 6.05+0.07 log ufc/g en fin de maturation pour toutes les saisons. Une régression
est également observée mais moins représentative (< 0.5 log ufc/g) en saison basse et haute,
soit 7.37 et 7.11 log ufc/g respectivement. En revanche, en saison moyenne, le nombre de
cellules viables croit de 1.02 log ufc/g (figure 25).

4.2.1.3 Sur milieux MSE et MSA

La méme observation peut étre faite pour les dénombrements sur les milieux MSE et MSA,
avec une légére augmentation en moyenne de 0.07 et 0.95 log ufc/g respectivement comme le
montre la figure 25. Sur le milieu MSE, on obtient une moyenne de 5.83+0.64 avec une
prédominance de 7.11 log ufc/g en saison haute. Cependant, pour le milieu MSA, la valeur la
plus élevée est obtenue en saison moyenne avec une valeur de 1.95 log ufc/g alors que la

saison basse n'a enregistré aucune valeur.

Une augmentation relative du niveau de contaminants dans les eéchantillons frais est signalée
en amont surtout en saison moyenne soit 4.42- 3.73 log ufc /g en coliformes totaux et fécaux
consécutivement, ce qui pourrait étre important du point de vue compétition, étant donné que
notre j'ben est préparé a partir de lait cru et la croissance de la flore microbienne n'est donc
conduite que par la compétition d’aprés Fox et al. (2004) et qui est caractérisée par sa
capacité a se développer dans un substrat changeant. Nous pouvons en deduire que la
variation du nombre de cellules actives et I'équilibre des espéces microbiennes dans le lait

(S1) et dans le caillé de lait (S2) sont liés aux conditions de I'environnement de




transformation. En effet, ce temps de déploiement microbien intensif est suivi généralement
d'une période au cours de laquelle les bactéries lactiques sont lysées et relachent dans le
milieu leurs enzymes intracellulaires qui sont alors susceptibles, dans des conditions de pH et
de température, de participer au processus de dégradation des constituants du caillé, en

particulier de la caséine.
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S1 : Stade lait (log ufc/ml) ; S2 : Stade caillé apres le démoulage (log ufc/g)

Figure 25 : Variations bactériennes isolées de leurs milieux de culture a partir du lait cru et
du caillé.

4.2.2 J’ben Elgafs au cours de la maturation

4.2.2.1 Sur le milieu MRS

La gélose MRS est un milieu sélectif pour les lactobacilles. Ce sont des micro-organismes
acidophiles dont le métabolisme est plus lent que celui des Lactococcus et des Leuconostocs.

En effet, le nombre en cellules viables sur le milieu MRS en saison moyenne, basse et haute
est de 6.35, 6.07 et 6.37 log ufc/g consécutivement. Aprés 15 jours de maturation, il est de

6.34, 6.30 et 6.37 log ufc/g en saison moyenne, basse et haute respectivement (tableau 18).




Apres la chute du nombre des BAL dans le caillé, les numérations augmentent aprés une
semaine (S3) pour se stabiliser pratiguement jusqu'a la fin de la maturation (S5) a une
moyenne de 6.31+0.01 log ufc/g lorsque le pH atteint sa valeur optimale de 5.28. Cette
dynamique est cohérente et constante pour toutes les saisons étudiées.

Les comptages logarithmiques des BAL sur MRS et les variations du pH montrent une

différence hautement significative (p < 0.01) pendant la transformation du lait en fromage.

A Tlinverse, aucune différence significative ne s'observe au cours de la maturation du j’ben

Elgafs (p > 0.05).

Les observations des auteurs Randazzo et al. (2002) ; Florez et Mayo. (2006) et Alegria et
al. (2012) rejoignent nos observations et les valeurs obtenues sont en accord avec celles
rapportées par Benamara et al. (2016) sur le fromage traditionnel algérien Klila qui sont de
6.15 log ufc/g.

4.2.2.2 Sur le milieu M17

Aprés une semaine de maturation, la flore lactique isolée du milieu M17 est en moyenne de
6.27 log ufc/g contre 5. 95 log ufc/g au terme de la maturation en saison moyenne. Il en va de
méme pour les saisons basse et haute ou elle décroit de 7.25 log ufc/g a 5.95 log ufc/g soit
une moyenne de 6.40+0.29 et de 6.34 a 6.24 soit une moyenne de 6.27+0.02 respectivement
(tableau 18).

La gélose M17 est un milieu sélectif pour les Lactococcus. lls proliféerent dans les premiers
stades de maturation en fermentant le lactose puis régressent au fur et a mesure que les
fromages vieillissent selon Fontan et al. (2001) ; R. D. Castro et al. (2016) car ils ont une
faible capacité a concurrencer les bactéries acidophiles telles que les lactobacilles et sont
moins aptes a s’adapter aux stress de transformation, tel que le révelent Choi et al. (2020).
Les analyses statistiques ne révélent aucune différence significative (p > 0.05) entre
I’énumération des lactocoques et les différents stades de production. En effet, Coppola et ses
collaborateurs en 2005, ont rapporté une évolution similaire de la charge de coccies

déterminée sur le milieu M17 dans un fromage traditionnel italien au lait cru.

4.2.2.3 Surle milieu MSE

Le tableau 18 ci-dessous montre que le nombre en cellules viables aprés une semaine de

maturation dans la saison moyenne est de 5.31 log ufc/g, puis augmente a 6.27 log ufc/g apres




10 jours de maturation et a 6.36 log ufc/g a 15 jours de maturation. Il en est de méme pour les
autres saisons, ou le nombre moyen en cellules viables en saison basse est de 6.26 log ufc/g et
en saison haute est de 6.21+ 0.04 et ce, pendant trois semaines de maturation.

MSE est un milieu de culture sélectif qui favorise la croissance des Leuconostocs. Ces micro-
organismes nécessitent pour leur développement I'action préalable des lactocoques.

Sur la gélose MSE, les leuconostocs se sont développées plus lentement et a des valeurs
inférieures par apport aux autres milieux MRS et M17 (tableau 18).

La présence de leuconostocs dans le microbiote naturel de nos échantillons s’accordent non
seulement a leur équipement enzymatique performant, qui leur permet d'utiliser efficacement
les nutriments tel que rapporté par Gobbetti et al. (2007) mais aussi a leur grande tolérance
aux variations physico-chimiques tout au long de la maturation du fromage, c'est-a-dire aux

variations de pH, d'humidité et de température (Crow et al., 2001; Montel et al., 2014).

4.2.2.4 Sur le milieu MSA

Le nombre total en cellules viables de la flore halotolérante apres le démoulage pour les trois
saisons est en moyenne de 1.09 log ufc/g face a 2.78 log ufc/g en fin de maturation, soit une
augmentation de 1.69 log ufc/g. Ces résultats sont similaires a ceux avancés par les
auteurs Williams et Banks (1997) ; Coppola et al. (2000) et presque la moitié du niveau de
charge relevé par Aisaoui (2014) qui est de 4 log ufc/g.

Pour rappeler, les j'bens que nous avons préparés n'ont été ni saumurés ni salés, ce qui
explique les faibles teneurs de ce genre de micro-organismes a caractere halotolérant. En
outre, I’humidité en faible proportion (71.40% - 67.80%), ne favorise pas lI'implantation des
Micrococcaceae et par conséquent aucun effet significatif ne se note pour ce groupe

microbien pendant la maturation pour tous les échantillons expérimentés. Etant méme des

germes sensibles aux acides, il semble que I'évolution du pH depuis le caillé jusqu'a la fin de

la maturation ait des retentissements sur la croissance des Micrococcaceae. Plusieurs auteurs
Manolopoulo et al. (2003) ; Mounier et al. (2005) ; casalta et al. (2009) ont témoigné que

ce genre minoritaire a un role important dans le marissement des fromages.




Tableau 18 : Comptage de la flore lactique isolée des j’bens au cours de leur maturation en
fonction des milieux d'isolement et des stades de maturation.

Saison Moyenne Saison Basse Saison Haute

MRS MI7 MSE MSA MRS MI7 MSE MSA MRS MI7T MSE MSA
5 635 627 531 195 607 725 625 ND 637 634 610 ND
M 034 597 627 199 631 601 620 198 636 623 020 249
5 034 595 636 2 630 595 627 365 637 624 033 171

Moyenne 6.34 607 598 198 023 o040 oo 282 637 027 621 160

Ervear  0.0008 0.07 023 0.009 0.05 0.9 0.005 0.48 0.0007 0.025 0.04 0.06
type

S3: C+5jours ; S4: C+10 jours; S5: C+15jours; ND : Non Determiné.

Pendant la maturation, chaque milieu utilisé favorise la croissance des flores indigénes d'une
maniere différente. En effet, les bactéries lactiques, comme on le suppose, sont le principal
composant de la microflore pendant la transformation et la maturation. Les cultures initiales
de bactéries lactiques sont présentes a des proportions élevées pendant la transformation,
atteignant des comptes allant jusqu'a 6-7 log ufc/g, puis régressant pour se stabiliser a 6-5 log
ufc/g apres 15 jours de maturation. En revanche, la flore secondaire, qui sont capables de se
développer en utilisant des sources d'énergie autres que le lactose et qui sont plus résistantes
aux stress environnementaux, se développent lentement de 1.95-3.65 log ufc/g pour devenir
la microflore permanente du fromage affiné.

Il est clair que les étapes de la fabrication du fromage induisent des stress thermiques, acides,
osmotiques et oxydatifs sur les microorganismes et sont responsables des altérations de la
capacité thermique, du pH, de l'activité de I'eau (aw) et des gradients de potentiel redox dans
la matrice (Beresford et al., 2001) et par conséquent, la viabilité des BAL est en mutation
continue.

L'évaluation quantitative de la microflore autochtone des échantillons de lait provenant des
trois fermes de la zone d'étude "El Ouldja" et des j'bens expérimentaux, pour chaque saison
laitiere et stade de maturation, met en évidence un profil microbien spécifique qui lui est

inhérent.




5 Caractérisation physiologique et biochimique des isolats purifiés

Afin d'identifier les 194 isolats retenus, les caractéristiques phénotypiques présentées dans les
tableaux (19, 20, 21) sont utilisées. Sur la base de ces résultats, les isolats lactiques sont
rassemblés en quatre groupes et chaque groupe en sous-groupes.

Le microscope optique révele une coloration Gram positive, une forme de coque et des
bacilles, cependant I'examen macroscopique montre des colonies blanches lenticulaires ou
rondes, des colonies rondes transparentes et des petites colonies blanches rondes
correspondant consécutivement aux groupes 1, 2, 3 et 4 et ne présentant aucune mobilité
(tableau 19).

A T'exception des BAL du groupe 2, tous les isolats testés sont incapables de résister a un
traitement thermique a 63°C pendant 30 min.

Aucun des isolats en forme de coque n'a produit de dioxyde de carbone a partir du glucose, a
I'exception du groupe 3. Cela confirme les caractéristiques homofermentaires de ces isolats et

les groupes qui ont degagé du CO> témoignent leurs caracteres hétérofermentaires.

Tableau 19: Caractérisation morphologique, culturale, physiologique et biochimique des
bactéries lactiques isolées.

Aspect Coques Bacilles
MICroscopique
Aspect Colontes blanches Colonies Colonies Petites
macroscopique lenticulaires blanches transparentes colomies
rondes rondes blanches
rondes

Groupes
SOUs-groupes
Reaction de Gram
Activite de catalase
Test de mobilite
Thermo-résistance
a63°C
Production de
co2

Sur la base du profil de fermentation (tableau 19) et la croissance a 25°C et 45°C (tableau

20), les BAL étudiées sont regroupees comme suit :




Cocci mésophiles homofermentaires, 21 isolats : groupe 1
Cocci thermophiles homofermentaires, 92 isolats : groupe 2
Cocci mésophiles hétérofermentaires, 34 isolats : groupe 3

Des bacilles, 47 isolats : groupe 4.

Tous les isolats présentant une forme de cocci sont soumis a des tests supplémentaires, a
savoir les tests d'esculine, de Sherman et au tellurite, afin de les distinguer les uns des autres
(tableau 21). Pour une confirmation supplémentaire, ces bactéries sont a nouveau soumises
au test classique de fermentation du sucre (tableau 22).

En tenant compte des exigences biochimiques et physiologiques des isolats, les 4 groupes sont

divisés en sous-groupes :

Groupe 1

Selon la figure 26, ce groupe est divisé en quatre sous-groupes LC1, LC2, LC3 et LC4 en
fonction du catabolisme de 1’arginine et la production d’acetoine.

Le catabolisme de l'arginine est indiqué par une coloration violette ADH*, tandis qu'une

réponse négative ADH" est indiquée par une coloration jaune (figure 27). La production

d'acétoine, par contre, est caractérisée par une coloration rouge cerise révélant une réaction

acétoine (+).

Figure 26: Répartition du premier groupe en sous-groupes en fonction d’ADH et la
production d’acétoine.




Figure 27 : Catabolisme de I'arginine sur le milieu BPC M16.

Les isolats du premier sous-groupe représentés par LC1 sont a 9% avec ADH", acétoine,

résistantes a pH 6.5 (figure 26).

Les isolats du second sous-groupe LC2 a caractére dominant, sont a 67% avec ADH",
acétoine™ ; également résistants a pH 6.5.

Le troisieme sous-groupe LC3 est a 14% avec ADH", acétoine™;

Le dernier sous-groupe LC4 est & 10% présentant un ADH- et sans production d’acétoine.
Les deux derniers sous-groupes montrent une sensibilité aux changements de pH.

Tous les isolats du premier groupe révélent une sensibilité a différentes concentrations de
NaCl mais tous réduisent et coagulent le lait dans le milieu de Sherman avec 0.1% de bleu

de méthyléne.

Groupe 2

Les vingt-cing souches appartenant a ce groupe favorisent la croissance dans des conditions
thermophiles selon le tableau 20 et se reproduisent en milieu Sherman avec 0.3% de bleu de
méthyléne (Annexe 4). Les souches restantes (72.82 %) ne se développent ni dans le milieu
Sherman ni dans un milieu acide (pH 4). Par ailleurs, tous les isolats du groupe 2 présentent
un noircissement sur la gelose a I'esculine et la gélose au tellurite de potassium, indiquant une

réponse positive (figure 28).




Figure 28: Noircissement sur la gélose au tellurite (-1-) et sur la gélose a I'esculine (-2-).

Groupe 3

Il est & son tour divisé en deux sous-groupes, dont le premier sous-groupe, représenté par
5.88%, n'hydrolyse pas I'arginine et ne produit pas de dextrane.

Le deuxiéme sous-groupe dominant 94.12%, montre une résistance a un pH de 9.6 avec

production de dextrane (tableau 20).

Groupe 4
Les BAL représentées sous forme bacillaire, sont réparties en 3 sous-groupes :

v Sous- groupe (1) : lactobacilles homo fermentaires thermophiles 7 isolats ;

v Sous-groupe (2) : lactobacilles hétéro fermentaires, thermophiles 24 isolats ;

v Sous-groupe (3) : lactobacilles hétéro fermentaires mésophiles 16 isolats. Ces derniers
révélent une sensibilité au milieu alcalin (9.6) et a une concentration de 6.5 % NaCl
(tableau 20).

Conformément aux tests réalisés (tabeaux 20, 21 et 22), nous arrivons a séparer les
entérocoques des lactocoques. En effet, les isolats en forme de coque sont expliqués en
fonction de leur distribution en groupes :




Groupe 1

Présente, outre le profil mésophile, les caractéristiques suivantes: une sensibilité aux
changements de pH et aux concentrations de NaCl, une aptitude a hydrolyser l'arginine et a
utiliser le citrate. Ce qui laisse a supposer le genre lactococcus. Parmi les lactocoques
identifiés nous citons :

» LC1 : représenté par deux isolats ne fermente pas le mannitol, le saccharose et
I'arabinose mais fermente le lactose et le maltose, correspond a I'espece présumée :
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis d’aprés quelques auteurs Garvie
(1984) et Devriese et al. (1995).

LC2 : quatorze isolats, relatifs a I’espéce présumée : Lactococcus lactis subsp. Lactis
avec un profil fermentaire réduit. Selon Lopez-Diaz et al. (2000) ; Prodromou et al.
(2001) et plus recemment Pino et al. (2018), cette souche est considérée comme
I'espéce de lactococcus la plus importante dans le fromage.

LC3: figuré par 3 isolats, est identifié et présumé étre : Lactococcus lactis subsp.
Cremoris, fermente le lactose et le mannitol sans pour autant fermenter 1’arabinose et
le xylose Teuber (1995) ; Rabah (2010).

LC4: 2 isolats, fermentant le maltose mais pas le lactose et mannitol, semble
appartenir a ’espéce présumée : Lactococcus plantarum. A en croire Alaoui Ismaili
et al. (2016) qui ont aussi mis en exergue sa présence a partir de lait de chamelle au

Maroc.

Groupe 2

Représenté par les isolats de ses trois sous-groupes, dévoile leur capacité a résister et a

persister dans des conditions drastiques : large envergure de température de 25°C a 45°C,
milieu restrictif a forte concentration en sel, large fourchette de pH de 4 & 9.6 et survie a 63°C
apres 30 minutes. Ces caractéristiques sont clairement orientées vers le genre : Enterococcus
(Fisher et Phillips, 2009).

Pour différencier entre les espéces présumées du genre entérocoques, on s’appuie sur la
réduction du bleu de méthyléne a 0.3% (tableau 21), la fermentation des hydrates de carbones
et la production de dextrane. Il en ressort :

A/ Vingt-cinq isolats de son premier sous groupe produisent du dextrane a partir du
saccharrose et réduisent et caillent le lait. lls fermentent tous les sucres sauf le mannitol,
I’arabinose et le raffinose. Ces isolats répondent aux critéres de I’espéce présumee :

Enterococcus faecalis (Entl) d’aprés Boubekri et Ohta. (1996) et Ghalouni et al. (2018).




B/ Soixante souches de son deuxieme sous- groupe, ne réduisent, ni coagulent le lait, ne
produisent pas d'acétoine mais fermentent tous les sucres testes. Ces caractéristiques peuvent
étre liées a I’espéce présumée : Enterococcus faecium (Ent2) selon Devriese et al. (1993).

C/ Son troisieme sous-groupe comprend sept isolats a catalase positif, rassemblés en amas
avec des caractéristigues mesophiles, homofermentaires, montrant une capacité a se
développer en milieu hyper-salin ~ 18% Na CI, en milieu & pH de 6 a 9.5, ne produisant pas
d'ammoniac a partir de l'arginine, fermentant tous les sucres testés a part le raffinose, le
mannitol et le saccharose. Ces indications nous menent a supposer qu’il s’agit des

microcoques (MIC).

Groupe 3

Subdivisé en deux sous-groupes, le troisieme groupe exhibe les résultats suivants :

a/ Les isolats du premier sous-groupe (Lnl), représentés par 5.88%, de forme cocci ovoide,
caractérisés par la production de gaz a partir du glucose, n'hydrolysent pas l'arginine, ne
fermentent ni I'arabinose ni le raffinose et ne produisent pas de dextrane. Ces isolats montrent
cependant une résistance au milieu alcalin. Cependant, ces isolats présentent une résistance
aux milieux alcalins. lls sont présumés étre identifiés a Leuconostocs mesenteroides (Villani
et al.,, 1997). En accord avec certaines publications scientifiques, les Leuconostocs
mesenteroides subsp cremoris ne produisent pas de dextrane (Milliere et al., 1989;
Halzapfel, 2006).

b/ Les isolats du deuxieme sous-groupe (Ln2) sont dominants avec 94.11%, en plus du

caractere meésophile et hétérofermentaire, produisent de I'EPS bien annoncé par de larges

colonies, hydrolyse l'arginine et produit du dextrane. (Garvie, 1984). Ces isolats ne
fermentent ni le raffinose, ni le mannitol ou le saccharose mais fermentent le lactose.

Ils peuvent étre accordés a la sous- especes présumée : Leuconostoc mesenteroides sp
mesenteroides (Carr et al., 2002 ; Tahlaiti, 2019).

La répartition des sous-especes présumées du genre leuconostocs isolées de nos échantillons
est en contraste avec les résultats conclus par Khedid et al. (2009), ou Leuconostoc

mesenteroides subsp. mesenteroides n'est représenté que par 4.20% pour le lait de chamelle.

En accord avec la littérature, Leuconostoc mesenteriodes est important comme agent
aromatique dans les fermentations laitieres et veégétales par la production de diacétyle et
produit rarement assez d'acide pour provoquer la coagulation du lait (Garvie, 1981).

Leuconostoc mesenteriodes subsp. mesenteroides est connu pour sa capacité a produire du




dextrane a partir de la gélose au saccharose. lls peuvent également provoquer une altération

des aliments mais sans poser de probléme sanitaire (Bjorkroth et al., 2014).

Groupe 4

La résistance a une ample marge de températures, 1’aptitude a hydrolyser 1’arginine et le profil
fermentaire sont les tests qui nous ont permis d’identifier 1’appartenance des isolats du
quatrieme groupe au genre présumé Lactobacillus. Selon le tableau 22, les tests de
fermentation des hydrates de carbone par la galerie classique nous guident a spécifier les

especes de Lactobacillus en les classant de maniére précongue en trois sous- groupes :

Sous- groupe (1): Sept isolats (Lbl) homo fermentaires, thermophiles, présentant une
sensibilité au NaCl 6.5% et au milieu alcalin, n’hydrolysent pas de 1’arginine, produisent du
dextrane, ne fermentent pas : le cellibiose , le mannitol, le raffinose, I’arabinose , le mellibiose
, le maltose et le xylose mais fermentent le saccharose, le lactose et le galactose, ce qui nous
fait penser a Lactobacillus helveticus dont cing isolats soit 10.63% du nombre total des
lactobacilles isolés et seulement deux isolats de Lactobacillus Delbrueckii. Il est rendu que
Lactobacillus helveticus est bien adapté pour se développer activement dans le lait et les
produits laitiers (De los Reyes-Gavilan et al., 1992).

Toutes les souches de Lactobacillus helveticus sont aptes a fermenter le galactose résiduel
(tableau 20). Cette propriété est utilisée pour les différencier des espéces de Lactobacillus
delbrueckii. Ces isolats sont inclus dans les cultures de démarrage pendant la production de
fromage (Hammes et al., 1999), en I'occurrence, Lb delbrueckii ssp qui est le starter
communément connu pour les produits laitiers fermentés par la production de grandes
quantités d'acide dans le lait et la synthése de vitamines (Forssen et al., 2000).

Bien que ces deux sous-espéces soient bien identifiées phénotypiquement, elles ne sont pas

vérifiées et confirmées par une étude moléculaire en raison de l'indisponibilité de séquences

suffisantes pour identifier un bon nombre de souches suivant le quota imposé en raison de la
situation sanitaire exceptionnelle (2020/2021) qui a presque affecté toutes les activités,
notamment ici en Algérie, telles que I'importation de produits de laboratoire ou I'expédition

d'échantillons biologiques a I'étranger a des fins de recherche.

Sous-groupe (2) : Les vingt-quatre isolats (Lb2) obtenus sont représentés entre Lb.
acidophilus et Lb. fermentum. lls sont hétérofermentaires, thermophiles, avec une production

de dextrane, résistants au sel a une concentration de 6.5% mais sensibles a I'environnement




alcalin et produisent du NH3 a partir d'arginine. Ces isolats sont capables de fermenter tous les
sucres testés, sauf le xylose et le maltose. Un test supplémentaire par I'nydrolyse de I’ADH, a
permis de différencier les deux espéces. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par
Guessas et al. (2004).

Toutefois, Johnson (2014) explique que Lactobacillus. fermentum, présente généralement
une géne en tant que cultures secondaires (production de fromages gazeux) ce que nous avons

percu dans cette étude.

Sous-groupe (3): seize isolats (Lb3) présentant des caractéristiques meésophiles
hétérofermentaires, qui ne se reproduisent pas dans les conditions hostiles de pH et de NaCl.
Ces especes se répartissent entre Lactobacillus. plantarum (5 isolats) et Lactobacillus. casei
(11 isolats). Pour cette derniere sous-espece dominante, elle fermente tous les sucres
expérimentés sauf le saccharose et I'arabinose (tableau 22). Cet aboutissement coincide avec
celui de Badis et al. (2004). Certaines souches de Lactobacillus. casei, comme l'indiquent
Herreros et al. (2003), métabolisent le lactose plus lentement que les lactocoques, mais la
production finale d'acide peut étre similaire ou méme supérieure a celle des lactocoques.

En second rang on trouve Lactobacillus. plantarum, qui ne fermente pas le xylose et

I’arabinose comme 1’indiqué Larpent (1996) ; Khedid et al. (2009) ; Bennani et al. (2017)
et n’hydrolyse pas l'arginine (Guessas et al., 2004).

Les souches de Lactobacillus. plantarum sont souvent présentes dans les fromages (Devoyod
et Muller, 1969). Les souches de ce groupe peuvent étre utilisées comme culture de départ
pour accélérer le processus de maturation, produire les saveurs recherchées et éliminer les

imperfections causees par des bactéries indésirables, puisqu'elles inhibent leur croissance.




Tableau 20 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques des BAL isolées.

Formes Coques Bacilles
Groupes 2 4
Sous-groupes 4 2
60

Nombre d’isolats 2
INH; a partir de -
|’ arginine
Croissance a
Temperature(C™)
25
37
45

Croissance en milieu
sale (Nacl%)
4
6.5
18

Croissance a pH
4.5

6.
Q.

Production de
dextrane a parfir du:

Glucose

Saccharose

Tableau 21 : Détermination biochimique des isolats en forme de coque.

Formes Coques
Groupes
Sous-groupes 4

Esculine

Lait de Sherman
0.1%
0.3%

Reésistance a la
Téllurite




Tableau 22 : Caractérisation des souches lactiques selon le critere de la fermentation des
hydrates de carbone.

Coques

Groupes

Sous-g1 LC3 | LG4
UCIES

Cellobiose

Lactose

Mannitol

Saccharose

Raffinose

Arabinose

Mellibiose

Maltose

Xylose

Galactose | + | ND ND

(+): Reaction positive ; (-): Réaction négative ; (+): Résultat intermédiaire ; ND : Non déterminé.

LC1: Lactococcus. lactis subsp lactis biovar diacetyllactis ; LC2 : Lactococcus. lactis subsp lactis; LC3: Lactococcus.
lactis subsp cremoris ; LC4 : Lactococcus. plantarum ; Lnl : Leuco nostoc. mensenteroides subsp. Cremoris ; Ln2 : Leuco
nostoc. mensenteroides subsp.mesennteroides; Ent 1 :Enterococcus. faecalis; Ent 2: Enterococcus. faecium; Lbl:
Lactobacillus spp Lb2: Lactobacillus spp ; Lb3: Lactobacillus spp.

En évaluant les résultats illustrés dans la figure 29, on constate que la prévalence des souches
correspond a la hiérarchie suivante :

1/ Des entérocoques a 44% dans nos échantillons confirme une fois de plus leur héte de
prédilection dans le lait cru et ses dérivés dans le bassin méditerranéen comme I'ont noté
plusieurs études Micari (2001) ; Cheriguene et al., (2007) ; Ouadghiri (2009) ; Hassaine
(2013) et dernierement Saidi (2020) isolés du lait de brebis (Italie), du lait de chévre (Ouest
de [I'Algérie), lait cru de chévre (Maroc), du lait de chamelle (Sud de 1’Algérie)
respectivement. Dans L'ben, Rayeb (Mechai et al., 2014 ; Ghalouni et al., 2018), dans le
j'ben marocain (Ouadghiri et al., 2005) ou le nombre de cellules comptées varie selon le type
de matrice, a titre d’exemple, dans le fromage frais, elles sont dénombres entre 4 - 6 log

ufc/g et dans le fromage affiné entre 5 a 7 log ufc/g.




Des recherches antérieures ont mis en évidence la présence d'entérocoques dans la microflore
autochtone des fromages corses de la région de Bastelicaccia et de Venaco selon Casalta et
al. (2001) ; Casalta (2003). Les entérocoques sont par ailleurs présents dans la microflore
indigéne d'autres fromages méditerranéens au lait cru, dont I'Orinotyri, un fromage grec au
lait de brebis a raison de 60% (Prodromou et al., 2001), le fromage italien Pecorino Sardo
d’aprés Madrau et al. (2006) et le Zlatar en Serbie (Terzic-Vidojevic et al., 2007).

Par ailleurs, dans une étude réalisée par Casalta et al. (2009), Enterococcus. faecalis est une
espece dominante dans la microflore du fromage de brebis aprés huit mois d'affinage, alors
que dans la microflore du fromage de chévre apres huit mois d'affinage, c'est I'espece
Enterococcus. faecium qui est dominante. 1l est vrai que les entérocoques, qui sont des
bactéries commensales, contribuent de maniere significative a I'affinage des fromages, grace a
leur aptitude a survivre dans des conditions d'affinage extrémes.

Leur présence dans les fromages méditerranéens pourrait s'expliquer par les pratiques
traditionnelles de traite et de fabrication qui sont encore effectuées a la main par certains
éleveurs.

2/ En second lieu apparait les lactobacilles (24%) avec leurs espéces présumées selon les tests
préliminaires d'identification phénotypique. Des résultats similaires sont obtenus par Henri-
Dubernet et al. (2004) et Gaglio et al. (2013). En effet, les souches de Lactobacillus

constituent une partie importante de la flore bactérienne des fromages en cours de maturation.

Les souches Lb. acidophilus, Lb. casei et Lb. fermentum (wang et al., 2009 ; Tulumoglu et
al., 2014) pour leurs propriétés prophylactiques, sont désormais de plus en plus utilisés dans
des applications technologiques et thérapeutiques, comme dans les fermentations laitiéres ou
comme produit probiotique, permettant le renforcement du systéme immunitaire en cas
d'infection, 1’établissement de I'équilibre de la flore intestinale aprés une antibiothérapie, la
réduction de la diarrhée chez I'hnomme, la baisse du taux de cholestérol et I'amélioration de
I'intolérance au lactose.

3/ Les leuconostocs suivent ensuite avec 17%. Des travaux récents sur les effets des
polysaccharides extracellulaires produits par les souches de Leuconostocs. mesenteroides sur
la qualité des yaourts et le mode d'action pendant la fermentation et la production des yaourts
constituent un point trés intéressant pour le développement de starters pour l'industrie du
yaourt. En tout cas, cette souche a démontré des caracteristiques de floculation équivalentes a
celles de la gomme xanthane et une meilleure activité émulsifiante que la gomme de caroube.
Un test rhéologique sur un échantillon de produit laitier aprés fermentation par cette bactérie a

donné une viscosité et une élasticité plus importantes au lait fermenté et peut préserver le




pouvoir de rétention d'eau du lait fermenté et fournir un fluide thixotropique positif. 1l a
également eté déemontré que le Leuconostocs. mesenteroides est un additif organique naturel
qui peut se substituer aux additifs chimiques dans les produits laitiers (Wang et al., 2021).

4/ Les lactocoques se situent autour de 11% avec leurs sous- espéces pré-établies par des

tests d'identification phénotypique avec une dominance de Lactococcus. lactis de 67%.

Sur la base de souches indigénes isolées de produits laitiers dans I'Ouest de I'Algérie, Belarbi

et al. (2022) ont revélé que Lc. lactis s'est avéré sir et a présenté des qualités
biotechnologiques remarquables, telles qu'une acidification élevée, une activité protéolytique,
une production d'EPS et une inhibition des bactéries indesirables, ce qui en fait de bons
potentiels pour l'utilisation du levain.

5/ La flore halotolérante est de loin représentée par 4%. Cette flore d’affinage est réputée
pour ses attributs protéolytiques en cours de maturation. Nos résultats sont en accord avec
ceux de Dahou (2017) qui précise que cette flore composée de Micrococci et de

Brevibacterium, évolue apres le salage et devient majoritaire en fin de maturation.

BLC EERt Ln WLb mMIC

4%

Figure 29 : Répartition en pourcentage des souches isolées des échantillons du j’ben Elgafs.




5.1 Répartition des souches caractérisees par des tests

phénotypiques

L'étude de I'écologie microbienne réalisée sur nos échantillons fait apparaitre les bactéries
lactiques les plus significatives dans cette zone d'étude, la commune El Ouldja, et qui sont
représentées dans le lait et le j'ben Elgafs préparé dans le laboratoire dans des conditions

contrdlées (tableau 23).

Suivant la figure 30 ci- apres, les lactocoques sont a 17% dans le lait et a 15% apres le
démoulage du caillé, puis diminuent a 3% a la fin de la période de maturation.

Les entérocoques sont a 43% dans le lait et le caillé, diminuant a 38% aprés 15 jours de
maturation.

Les leuconostocs sont a 14% dans le lait et a moitié de leur charge initiale dans le caillé, puis
augmentent a 32% a la fin de la période de maturation.

Les lactobacilles sont a 26% dans le lait, se concentrent a 33% dans le caillé, puis diminuent
avec la maturation jusqu'a 18%.

Partant d'une faible proportion de la population dans le caillé 2%, la flore d’affinage
(Microcoques) se développe faiblement puisque le fromage n'a pas été saumuré ou salé, pour
atteindre 9% en fin de maturation sachant qu'elle constitue des auxiliaires protéolytiques

actives au cours de l'affinage.

__/\\

\\

‘““h-.__

-

Importance des bactéries hctiques en %

S3 54
Stades de production

S1: Stade lait ; S2 : Stade caillé (C) ; S3: C+5J; S4: C+10J; S5 : C+15J.

Figure 30 : Dynamique des bactéries lactiques isolées au cours des divers stades de
production.




Le tableau 23, montre que les lactocoques sont caractérisés par quatre especes avec une
dominance de Lactococcus. lactis subsp. Lactis 14 isolats suivi par 3 souches de Lc. lactis
subsp, tandis que Lc. lactis subsp lactis. biovar et Lc. plantarum sont au méme nombre de 2
souches.

Pour les entérocoques, Enterococcus. faecalis représente le plus petit nombre d'isolats 25 par
rapport a I’Enterococcus. faecium qui est en nombre 60. Cette distribution est cohérente avec
celle de Saidi (2020) ou l'espéce En. faecium est la plus fréguemment rencontrée dans le lait
de chamelle : 46 % des isolats d'entérocoques sélectionnés.

Les leuconostocs, mesenteroides sp mesenteroides sont les especes les plus significatives des
leuconostocs avec 32 isolats contre les 2 souches de Leuconostoc mesenteroides spp.

Les lactobacilles sont majoritairement des Lactobacillus fermentum 15 isolats. La méme
observation est soulevée par Cheriguene et al. (2007) pour laquelle Lactobacillus fermentum
constitue le principal groupe d'isolats de bacilles, comptant 11 isolats soit 7.18% dans le lait
de chévre collecté dans I'Ouest de I'Algérie.

Ensuite, Lactobacillus casei suit avec 11 isolats et de loin Lactobacillus Delbrueckii 2 isolats.

Quant a la flore d’affinage, elle comprend 7 isolats.

En se référant aux résultats obtenus a travers cette étude phénotypique, pour la moyenne des
trois saisons laitieres étudiées, on peut considérer que la microflore des j’bens Elgafs
préparés avec du lait cru de vaches locales reflete une dynamique et une complexité
taxonomique (tableau 23 et figure 30), qui varie en fonction du temps de maturation.
Autrement dit, elle est influée par la structure et la composition physico-chimique de la
matrice fromagére d’aprés Irlinger et Mounier (2009) ; Montel et al. (2014) ; Gatti et al.

(2014) en utilisant des sources d'énergie autres que les hydrates de carbone du lait pendant la

période de maturation, et ¢a, malgré la diminution de I’humidité du fromage.




Tableau 23 : Distribution des souches lactiques suivant les tests phénotypiques.

Genres Espéces Nombre des isolats

Lactococcus 2
Lactococeus lactis subsp lactis. biovar
diacerylactis
Lactococcus lactis subsp. Lactis
Lactococcus lactis subsp.

Cremoris
Lactococcus
plantarum

Enterococcus Enterococcus
faecalis
Enterococcus faecium

Leuconostocs Leuconostoc mesenteroides spp

Leuconostoc mesenteroides sp mesenteroides
Lactobacillus Lactobacillus helvericus

Lactobacillus Delbrueckii

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus casei

Microcoques ND
(Flore d*affinage)

5.2 Approche moléculaire de I’identification des isolats sélectionnes

Les treize pour cent correspondant aux vingt-cing souches sélectionnées sont identifiés par
analyse REP-PCR ciblant 'ADN génomique (tableau 24).

Les isolats LC1, LC2, LC3 et LC4 sont codés respectivement comme STRD2, STRD3,
STRD4 et STRD7.

Les isolats SMRB1, SMRB3, SMRB6, SMRB7 SMRB8, SKAB1, SKAB4 et SKAB5
correspondent a I'isolat Ent1.

Quant a ceux de SHWI6, SHWI2, SHWI4, SHWI10 et SHWI3, ils correspondent a Lnl et
Ln2 (annexe 7).

Pour cette identification, des amorces d’ADN classiques sont utilisées, celles-ci ne permettant
que l'identification de I'espéce (figures 31, 33).

Etant donné que de nombreuses espéces de lactobacilles sont physiologiquement trés
similaires, l'identification des lactobacilles par des méthodes phénotypiques est souvent




limitée. Par conséquent, les isolats SA25, SA2, SA3, SIR et SA9, qui représentent

respectivement les isolats Lb2 et Lb3, sont identifiés a I'aide d'amorces spécifiques en vue de

caractériser les especes et les sous-especes (figure 32).

Les profils GTGs-PCR obtenus suivant le tableau 24, sont comparés par le logiciel Gel CSL
030 et I'identification des bandes est faite par le programme NCBI Blast en utilisant la base
de données exhaustive des espéces de référence.

Le résultat de I’identification génotypique (figures 31, 32 et 33) confirme 1’appartenance et
la similarité a 100% des isolats testés aux différents genres prédits par 1’identification
phénotypique, dont la distribution est répertoriée dans le tableau 24 :

Les isolats de Lactococcus codifiés STRD représentent I’espéce Lactococus. Lactis ;

Les isolats d’Enterococcus codifiés SKAB, SMRB correspondent a 1’espece Enterococcus
faecalis,

Les isolats de leuconostocs codifiés SHWI représentent I’espéce Leuconostoc mesenteroides,
et enfin les isolats de Lactobacillus codifiés SA9, SA25, SA2, S1R et SA3 sont représentés
par trois espéces : Lactobacillus casei; Lactobacillus fermentum et Lactobacillus
acidophilus respectivement.

Néanmoins, un isolat que I'on supposait initialement étre leuconostoc (SHWI7) se révele étre

Enterococcus faecalis.

La diversité des isolats identifiés et évalués par REP- PCR, illustrée dans les figures 31, 32
et 33, montre la présence de plusieurs clusters. Ceci dit, qu'a I'intérieur de chaque population
en ’occurrance les enterocoques, les lactocoques et les leuconostocs, on apercoit des sous-
populations relativement liées aux conditions environnementales de la zone d’étude et /ou
les conditions physico-chimiques du substrat, qui tendent a sélectionner les souches les mieux
adaptées et qui, par conséquent, présentent des séquences proches tel que SMRB1, SMRB3,
SMRB6, SMRB7 et SMRB8 pour les entérocoques et STRD2, STRD4, STRD5, STRD6

et STRD7 pour les lactocoques et pour les leuconostocs SHWI12, SHWI4, SHWI6 et SHWI10
et d’autres sequences éloignées telque SKAB1, SKAB4, SKAB5, STRD3 et SHWI3 pour les

entérocoques, lactocoques et leuconostocs consécutivement.

La répartition des especes en fonction de leurs traits phénotypiques est bien confortée par
I'analyse moléculaire qui reste une méthode efficace pour la taxonomie des BAL. Cette
analyse refléte donc la présence d'un consortium riche et diversifié en BAL que I'on peut

trouver dans le lait de vaches locales de la commune El Ouldja (W. de Relizane).




Tableau 24 : Identification des isolats lactiques par analyse REP-PCR de I'ADN.

Code de la souche

[dentification moléculaire
(Pearson comélation)

% de Conformite

STRD?

Lactococcus lactis

STRD3

Lactococcus lactis

STRDA

Lactococcus lactis

STRD3

Lactococcus lactis

STRD6

Lactococcus lactis

STRD7

Lactococcus lactis

SKABI

Enterococcus faecalis

SKAB4

|
Enterococcus faecalis

SKAB3

Enterococcus faecalis

SHWI7

Enterococcus faecalis

SMRBI

Enterococcus faecalis

SMRB3

Enterococcus faecalis

SMRB6

Enterococcus faecalis

SMRB7

Enterococcus faecalis

SMRBS

Enterococcus faecalis

SHWI6

Leuconostoc mesenteroides

SHWI2

Leuconostoc mesenteroides

SHWI4

Leuconostoc mesenteroides

SHWI10

Leuconostoc mesenteroides

SHWI3

Leuconostoc mesenteroides

SA9

Lactobacillus casei

SAL5

Lactobacillus fermentum

SA2

Lactobacillus fermentum

SA3

Lactobacillus acidophilus

SIR

Lactobacillus acidophilus




HL’.[HFﬁHIHlMHﬂFE!FIHHHHl ab¢ d et ghi | kIl mnap qgr

i AL

L: ATCC 49032 Lactococcus lactis | | D*ATCC14300 Enterococcus faecalis

F: STRD ¢ 3KAB]
G STRDS d: SKAB4

H: STRDS f: SKABI
[: TR’ b SHWIT
J: STRDA ] SMRB1

M : STRDS k: SMRB3
| SMRBS

m: SMRB7
n: SMRBS

Figure 31: Profils de dendrogrammes des lactocoques (a gauche) et des entérocoques (a
droite) représentatifs et des souches de référence des produits de la (GTG) 5-PCR.
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Figure 32: Profils de dendrogrammes des lactobacilles représentatifs et des souches de
référence des produits de la (GTG) 5-PCR.
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Figure 33 : Profils de dendrogrammes des leuconostocs représentatifs et des souches de
référence des produits de la (GTG) 5-PCR.




6 Etude des aptitudes technologiques des isolats sélectionnés

Les principales caractéristiques technologiques des souches lactiques sélectionnées sont
évaluées apres 24 heures d'incubation & 30°C, afin de déterminer leur aptitude a étre utilisées
dans l'industrie laitiére, c'est-a-dire leurs propriétés acidifiantes, protéolytiques, lipolytiques,

leur godit et leur texture ainsi que leur activité antibactérienne.

Observation : Les codes de souches sont abrégés comme suit pour simplifier le traitement des
résultats explicités dans I'annexe 7 :
Les codes de souche sont abrégés comme suit pour simplifier le traitement des résultats:
Enterocoques : SMRB = MR ; SKAB = KA
Lactocoques : STDR=TR ;
Leuconostocs : SHWI = HW.

6.1 Pouvoir acidifiant

Les propriétés acidifiantes des BAL constituent les principales caractéristiques technologiques
pour l'industrie laitiere. En effet, le taux d'acidification du caillé au rythme et au moment
appropriés est une étape clé dans la fabrication d'un fromage de haute qualité, en particulier au
cours des 24 premiéres heures (Pappa et al., 2006 ; Gatti et al., 2014). A cette fin, le pH et la
production d'acide lactique sont suivis pour les isolats choisis. L’acidité titrable est formulée
en degré Dornic (1°D = 0.1 g/l d’acide lactique). La cinétique d’acidification, a révélé une
progression en acide lactique avec une chute du pH aprés 24 heures de l'inoculation des

souches expérimentées (figures 34, 35 et 36).

a/ Lactocoques et entérocoques

Tous les isolats sphériques réduisent le pH en dessous de 6.5 apres 6 heures d'incubation. Seul
I'isolat TR4 appartenant au Lactococcus.lactis montre la plus grande capacité d'acidification
avec un pH proche de 5.7 et une quantité d'acide lactique de 3.5 g/I.

Vingt-quatre heures plus tard, le pH de tous les isolats testés chute visiblement pour atteindre
un pH compris entre 4.72 et 5.87 équivalent a 9.1- 4.7 g/l d'acide lactique attribué aux

lactocoques TR4 -TR2 respectivement. Lorsque les isolats sont comparés entre eux, une




différence dans la vitesse d'acidification est clairement visible et varie d'une espéce a l'autre.

En effet, I'isolat Enterococcus .faecalis MR1 abaisse le pH a 4.93 avec une production de 7.2

g/l d'acide lactique. Ce résultat le fait passer a la deuxiéme place du classement (figure 34).

Les souches dites " rapides™ ayant une capacité accélérée de production d'acide lactique apres
6 heures d'incubation sont de bons ferments considérés pour les applications laitieres
(Herreros et al., 2003 ; Meghoufel, 2019). Cette propriété est étroitement accordée a la

présence de plasmide codant ’allele Lact+ (lactose positif).

Acidité dornic (°D)

2H 4H  6H  BH 2H 4H 6H BH 24H

Temps (Heures) Temps (Heures)

Figure 34 : Evaluation et comparaison du pH et de la quantité d'acide lactique produite par les
souches de Lactococcus TR7, TR4, TR2 et d'Enterococcus MR1, MR7, MR8 et KA5 apres 24
heures.

b/ Leuconostocs

L'activité acidifiante des souches de Leuconostocs mesenteroides apres 6 heures d'incubation
varie entre un pH 6.02 - 6.49 soit 2.8 - 2 g/l d'acide lactique produit (figure 35).

Aprés 24 heures, le pH se situe entre 5.73 -5.88 avec une concentration d'acide lactique de
6.1- 6.6 g/l. Ce résultat reflete le profil d'acidification de ces souches qui est moyennement
efficace. Ceci est lié a leur sensibilité aux variations de pH et a leur profil hétérofermentaire
(Cogan, 1987 ; Badis et al., 2004).
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Figure 35 : Evaluation du pH et de la concentration d’acides lactiques générés par les
souches Leuconostocs. mesenteroides (HW4, HW6, HW3) aprés 24 heures d’inoculation.

¢/ Lactobacilles

Selon la figure 36, les lactobacilles : Lacbacillus casei A9, 2A, Lactobacillus. acidophilus
A3, 1R, Lactobacillus. fermentum A25, A2 présentent une augmentation progressive de
I’acidité. Toutes les souches abaissent le pH du lait a moins de 6.42 au bout de 6 heures. La
souche 2A s’avére la plus performante avec un pH de 5.13 et 7.7 g/l d’acide lactique aprés
24 heures d’incubation. En revanche, la moins compétitive est représentée par la souche A9
avec un pH 6.3 soit 4 g/l d’acide lactique. Sur cette observation, on remarque qu’au sein de la
méme espece il existe une hétérogénéité dans la production d’acide et la réduction du pH.

Cet aboutissement est aussi rapporté par Luquet et Corrieu. (2005) ; Labioui et al. (2005)

et le méme phénomene est observé par Zantar et al. (2014) dans le lait de chévre.

Acidité [degrés Dornic)
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Figure 36 : Cinétique de I’activité acidifiante des lactobacilles produite apres 24 heures.




6.2 Pouvoir protéolytique

L'activité protéolytique est mise en évidence par la présence d'un halo ou d'un dépdt clair
autour de la biomasse résultat de I'nydrolyse de la caséine (figure 37). Au vu des résultats,
toutes les souches testées montrent une croissance avec une activité protéolytique reproduite

par des zones dont les diameétres varient entre 1 et 13.5 mm comme le montre la figure 38.

a- Lactocoques

Tous les lactocoques testés font preuve d'une activité protéolytique >2mm.

La souche TR2, dont l'activité est la plus faible, et la souche TR7, a l'activité la plus élevée,
7mm (figure 38). On a souligné l'importance des protéases ou protéinases pour les
lactocoques, dont la plupart des souches sont composées de deux communautés protéolytiques
bien définies, dont une variante prt* et l'autre variante prt. La variante prt, selon Champagne
et al. (1998), se sert des acides aminés libres et se reproduit plutdt bien dans le lait.

Mais la croissance de la variante prt™ est vivement favorisée par la présence des produits de la

protéolyse de la variante prt*, dont I'nydrolyse de la caséine.

b- Entérocoques

Pour les espéces E. faecalis (figures 37, 38), I'activité protéolytique maximum s'observe dans
la souche MR7, et l'activité minimale s'observe dans les souches MR1 et MR6, avec des
valeurs respectives de 5 et 2 mm, alors que la souche MR2 ne présente aucune activité, ce qui
témoigne d'une variabilité intra-especes.

La variabilité intra et interspécifique (polymorphisme allélique quantitative) de la protéolyse
(caseine o s1), notamment chez Lactococcus .lactis et Enterococcus .faecalis, est couramment
signalée pour les souches provenant de sources naturelles comme la fermentation spontanée
(Giraffa et al., 2004 ; Franciosi et al., 2008).Toutefois, si I'on se base sur la biobliographie,

les activites aminopeptidase et protéinase des entérocoques sont peu importantes.

c- Lactobacilles

Pour tous les lactobacilles testés, une activité protéolytique > Imm est notée.




Les souches A3 et A2, faisant preuve de la plus forte activité, et la souche 1R, avec la plus
faible activité, 1mm. Alors que les souches A25, A9 et 2A affichent quasiment la méme
activité protéolytique (figure 38). Les lactobacilles générent des protéases neutres qui sont
actives sur la caseine, mais leur action differe grandement selon les espéces (Castberg et
Morris, 1976). Grace au temps de la maturation, au nombre de micro-organismes présents
dans la masse du fromage et au potentiel enzymatique qu'ils représentent, les lactobacilles
sont, outre les agents acidifiants impliqués dans le mécanisme d'égouttage, des acteurs
importants dans la formation des constituants de I'aréme et de la saveur par la dégradation de

la caséine en libérant des oligopeptides et des acides aminés.

d- Leuconostocs

La souche leuconostoc HW6 révéle la plus grande zone de lyse de 13.5 mm (figure 38). En
fait, selon Crow et al., (2001) ; Casalta et al. (2009), les leuconostocs peuvent avoir un role
essentiel dans la maturation du fromage car ils peuvent étre engagés dans la protéolyse et
d'autres mécanismes enzymatiques pendant la maturation du fromage. L'activité protéolytique
des espéces du genre leuconostoc est décrite par la bibliographie comme peu protéolytique,

mais la grande activité protéolytique de Leuconostocs. mesenteroides pourrait se justifier par

la lyse cellulaire délivrant les enzymes protéolytiques indispensables (Alegria et al., 2013).

Lactococcus lactis FEnterococcus faecalis

Figure 37 : Pouvoir protéolytique de certaines espéces lactiques sur milieu PCA-lait a 10%.

Bien que certaines souches présentées dans la figure 38 ne disposent pas une activité
protéolytique élevée < 4 mm, leur systeme protéolytique est essentiel pour une croissance
optimale dans le lait et participe de maniére expressive au développement du golt dans les




produits laitiers fermentés (Lopez-Kleine et Monnet, 2011 ; Washington. Luiz Gongalves
et al., 2015).

A en croire les observations de Coppola et al. (1988), I’activité protéolytique et acidifiante
des souches pourraient étre affectées par le type de lait. Certains auteurs comme Kaminarides
et al. (2019) ont signalé que les moisissures, apportées en sus par la plante 1’alfa pour notre
j’ben, contribuent a l'augmentation de l'activité protéolytique pendant la maturation du
fromage.

Suite a nos résultats, certaines souches telles que lactococcus lactis TR7 (7mm),
Lactobacillus fermentum A2 (7 mm), Lactobacillus acidophilus A3 (7.5 mm) et Leuconostoc
mesenteroides HW6 (13.5 mm) font état d'une activité protéolytique digne d'intérét, laissant
supposer leur usage en tant que cultures de démarrage et susceptibles de libérer des peptides
et des acides aminés, nécessaires a la formation de certaines propriétés organoleptiques

(texture et la saveur) importantes dans l'industrie laitiére.

Lactocoques Entérocoques Lactobacilles : Leuconostocs
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Figure 38: Diamétres d’hydrolyse de la caséine par les souches sélectionnées (a, b, ¢ et d).

6.3 Pouvaoir lipolytique

Les résultats positifs du test d'activité lipolytique des isolats lactiques sur milieu aux
triglycérides illustrés dans la figure 39, montrent des zones translucides ou des dép6ts autour
des disques, dont la taille du calibre, mesurée a I’aide du pied a coulisse, dépend de I'affinité
des estérases et /ou des lipases des bactéries lactiques pour les triglycérides (Holland et al.,
2005 ; Zantar et al., 2014 ).




La souche Leuconostoc. mesenteroide HW3 affiche un meilleur score de 7 mm, suivi de
Lactobacillus casei 2A de 6 mm, Lactococcus lactis TR3 de 5.5 mm et Enterococcus
faecalis MR8 de 4.5 mm (figure 40). Par contre, les autres espéces sont faiblement
lipolytiques. Neanmoins, cette faible activité lipolytique des BAL offre un avantage pour leur
utilisation comme cultures de démarrage, dégradant peu de composés gras du lait, juste assez
pour produire les aromates sans rancir le produit résultant.

Nos résultats sont en oppose a ceux de Karam et al. (2012) qui ont constaté que les
entérocoques ont manifesté une activité lipolytique significative en présence de 1% d'huile
d'olive ; les lactobacilles ont fait preuve d'une activité lipolytiqgue modérée et les leuconostocs
ont eu une activité lipolytique faible.

D'apres la littérature, les lipases sont trés présentes dans les bactéries et sont produites a la
fois par des bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Les bactéries lactiques sont jugées peu
lipolytiques par rapport a d'autres especes bactériennes telles que Acinetobacter. Pourtant,

leur concentration élevée dans les fromages et leur présence pendant des périodes de temps

plus ou moins prolongées peuvent les faire libérer des acides gras libres en quantité

importante (Das et al., 2005).

Lactococcus .lactis Lactobacillus (souche 2A)

Figure 39 : Pouvoir lipolytique de certaines bactéries lactiques sur milieu aux triglycerides.
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Figure 40 : lllustration des diametres de lyse des souches lactiques testées en fonction de leur
aptitude lipolytique.

6.4 Pouvoir aromatisant

La production de diacétyle (CsHsO2), un composé volatil issu du métabolisme du citrate,
confére aux produits laitiers un ardbme de beurre et qui est révélé par la formation de lI'anneau

rouge, dépend de la souche, car il existe différents niveaux d'intensité de la couleur (élevée

(+++), moyenne (+) et faible (z)). Certaines souches n'ont pas produit de diacétyle (-) comme

I’indique la figure 41.

Il convient de souligner que les souches testées de Lactococcus .lactis TR7 et TR5 sont de trés
bonnes productrices d'acétoine, suivies par les souches de Leuconostocs HW1, HW2 et HW3
et tous les Lactobacillus sauf la souche 2A qui n'a donné aucun résultat (figure 41).

Ces résultats different de ceux de Boullouf (2017) qui a montré que les lactocoques isolés du
fromage traditionnel Bouhezza produisaient moins d’arémes que les lactobacilles.

Les entérocoques quant a eux, montrent une production d'arémes faible (MR7) a moyenne
(KA4).

La production de diacétyle et d'acétoine dans les échantillons du j’ben mature pourrait étre
corrélée a l'activité des entérocoques. De plus, le métabolisme du citrate par les entérocoques
est largement décrit par Coppola et al. (1988) a travers la production d'acétaldéhyde,

d'éthanol et d'acétoine (Franciosi et al., 2008 ; Raynaud et al., 2016). Grace a cette aptitude




aromatique, les especes lactiques participent aux caractéristiques organoleptiques des produits

fermentés.

Figure 41 : Métabolisme du citrate de certaines souches lactiques.

6.5 Pouvoir texturant

La production d'exopolysaccharides (EPS), sur la gélose hypersaccharosée, a donné lieu a de
grandes colonies d'aspect gluant et collant (figure 42). On y trouve, par ordre d'importance,
Lactobacillus. casei A9, Lactobacillus. acidophillus 1R, A2, Lactobacillus. fermentum A3,
Leuconostocs. mesenteroides HW10, Enterococcus. faecalis MR8 et Lactococcus .lactis TR2.
La souche Leuconostocs. mesenteroides HW3 ne parvient pas a produire les EPS et est donc
une bonne candidate pour servir de cultures auxiliaires (Parente et Cogan, 2004 ; Badis et
al., 2005).

La production des EPS est une caractéristique importante des BAL utilisées dans les
environnements laitiers, car elle confére une texture lisse et crémeuse aux produits laitiers,
trés appréciée des consommateurs. Ces bio-polymeéres ont un réle important dans I'industrie
laitiere, en améliorant leur aspect et leurs propriétés rhéologiques. lls peuvent étre employés

comme substitut dans I’industrie alimentaires a I'amidon, aux pectines, aux protéines de lait

etc., proposant un label de qualité a un codt réduit (Benhouna et al., 2019).




Figure 42 : Appréciation des colonies larges et gluantes de lactobacilles sur milieu
hypersaccharosé.

6.6 Activité antibactérienne

L'évaluation de l'activité antibactérienne des isolats lactiques par la méthode de diffusion a
partir des puits a révéle différentes activites inhibitrices contre les bactéries pathogénes. Les

souches ayant une zone d'extension translucide > 0.5 mm sont jugées comme productrices de

substances antimicrobiennes (Fleming et al., 1975) grace a la présence d’une protéine dite

"Bacteriocin-Like" (Rabah, 2010). Les résultats de l'activité inhibitrice des souches
productrices d'acide lactique contre les bactéries indicatrices sont présentés dans le suivant
tableau 25.

- Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus : La souche Enterococcus. faecalis
MR7 montre la plus forte activité antibactérienne vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus de I’ordre de 7.5-7 mm.

Lactobacillus .casei A9 et Enterococcus. faecalis KA5 présentent une activité antibactérienne
identique contre Staphylococcus aureus a 4.5 mm. Cependant, KA5 reste impuissant contre

Pseudomonas aeruginosa.

- Salmonella: La souche Lactobacillus acidophillus 1R, manifeste la meilleure capacité
inhibitrice contre Salmonella de 5.5 mm suivi par Lactobacillus casei A9 de 4.5 mm et
Enterococcus faecalis KA5 de 4 mm.




- E.coli : Dans I'ensemble, toutes les souches testées exercent a des degrés divers une activité
antagoniste contre les bactéries pathogenes E.coli, avec des zones d'inhibition ne dépassant
pas 3.5 mm.

Le principal role des souches de démarrage est d'assurer un développement acide constant
pendant la production du fromage. La production de bactériocines peut donner des avantages
competitifs & ces souches. Cette caractéristique est généralement considérée comme un critere
de base dans la sélection des souches de demarrage primaires (Parente et Cogan, 2004).
D'aprés O’sullivan et al. (2002), les BAL sont trés actives sur les pathogénes Gram positives,
qui se traduit par de grandes zones d'inhibition (figure 43). Des travaux supplémentaires
devraient étre effectués pour estimer leur potentiel bactériocine en tant que culture auxiliaire
contribuant & la salubrité et a la conservation des aliments.

La production d'acide lactique et d'acide acétique, la chute conséquente du pH et la production
d'acides organiques par les BAL sont les facteurs les plus importants dans I'inhibition des
souches pathogenes. En effet, la production d'acide lactique, de H20, de bactériocines et
d'autres substances antimicrobiennes par les lactobacilles contribuent, avec le maintien d'un
pH acide < 4.5, a créer un véritable effet barriere qui réduit considérablement le risque
d'infection (Antonio et al., 1999 ; Adams et Moss, 2008).

Tableau 25: Représentation du comportement inhibiteur des souches lactiques sur les
indicateurs pathogeénes et d'altération.
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STA : Anti- Staphylococcus aureus ; SAL : Anti-Salmonelles ; E.C : Anti-E. coli ; PS : Anti-Pseudomonas aeruginosa.

Figure 43: Visualisation des zones d'extension de certaines souches lactiques contre les
bactéries indicatrices seélectionnées.

7 Essai de préparation d’un j’ben affiné a pate molle avec un microbiote

"controle"

Apreés 15 jours de maturation, deux fromages sont évalués sur des critéres organoleptiques par
un jury non initié a ce type de fromage " j'ben Elgafs "(figure 44). Pour rappel, les fromages
sont fabriqués au laboratoire LSTPA de Hassi Maméche, Université de Mostaganem
(Algérie). Les souches caractérisées que nous avons isolées, purifiées et identifiées sont
utilisées dans la transformation d’un lait épuré, nécessaire pour la préparation d’un fromage a
pate molle de type j'ben Elgafs qu’on a nommé j’ben I (expérimental), tandis que le j’ben 11
(témoin) est préparé avec du lait cru prélevé sur un troupeau vivant en stabulation entravée.

Tous les attributs sont notés sur une échelle de 0 a 10 dans chacun des tests d'évaluation
visuelle, olfactive et gustative. Enfin, le dégustateur donne une évaluation finale du produit
dégusté. Pour rappeler, les deux échantillons testés ont été servis incognito. Les résultats de

I'évaluation sont présentés dans le tableau 26.




Tableau 26: Evaluation sensorielle aprés 15 jours de maturation des deux j’bens.

j’benl j’benIl

Visuel
Aspect de la surface 8.87 8.50
Aspect de la Pate 8.75 8.25

Olfactif
Aromes
Intensité

Gustatif
Saveurs

Description finale

Moyenne

J’ben | : Expérimental ; j’ben II : Témoin.

- J'ben | (expérimental) est jugé de qualité "appréciable” et caractérisé par une texture molle
et homogeéne avec une surface lisse de couleur créeme. De bonne capacité d'étalement (souple),
riche en goQt typique qui persiste avec une Iégere note fermentée. Cette sensation est due a la
moisissure apportée par I’alfa. Le golt amer ne fut soulevé par aucun des membres du panel.
Aucune différence significative n’est détectée. Ceci indique une bonne dynamique du levain
ensemencé. Aussi, la soumission physique du fromage a un écrasement entre deux doigts
(une contrainte de pression) ou a un cisaillement par la fourchette, effectuée par certains jurys,
montre que le degré de dureté du j'ben I est acceptable.

- J'ben Il (témoin) avait une couleur créme et un godt Iégerement doux. Il dégageait un
aréme naturel mais se révélait plutdt acide et salé en bouche. La performance finale attribuée
par les membres du jury est acceptable. La diminution des notes de saveur est due a un godt

légérement vif et granuleux (figure 44).

Au vu de ces résultats, les dégustateurs ont attribué la meilleure appréciation au j'ben I avec

une note globale de 7.85 contre 6.66 pour le j'ben II.




Cette étude montre qu'il y a un engouement et une évolution vers des produits laitiers a base
de paturage " les laits a I’herbe" par rapport a une supplémentation en concentré et en
ensilage. Evidemment, le paturage permet aux animaux d’exprimer un comportement naturel.
Une conclusion similaire est rapportée et confirmée par Getter et al. (2015).

Dans une autre étude proposée par Bekhouche-Guendouz (2011) sur les composantes du
bien-étre animal " la promiscuité” montrent des scores faibles pour la pratique de la
stabulation en I'absence de paturage, qui sont principalement dus a des conditions d’hygiéne et
d'entretien insuffisantes dans les étables et qui, a priori, sont défavorables a la vocation
laitiére.

Les fromages artisanaux sont également appréciés pour leurs ardmes et saveurs typiques, qui
sont attribués a l'activité métabolique de la microflore inhérente présente dans le lait cru.

En effet, la documentation indique que I'ajout de ferments lactiques indigenes au lait
pasteurisé donne lieu a des fromages typiques qui sont similaires aux produits fabriqués avec
du lait cru.

Les résultats de I'évaluation sensorielle et technologique des isolats testés et lI'analyse de la
littérature suggerent que ce microbiote mérite d'étre exploité pour la préparation de levains
locaux destinés a des essais, tout en préservant certaines des typicités des fromages
traditionnels, soit le revétement avec la plante "I’alfa" pour notre type de fromage.

La sélection de souches autochtones de bactéries lactiques et leur utilisation en fromagerie

industrielle et semi industrielle permet de personnaliser les fromages et les produits ayant des

propriétés organoleptiques similaires.




J’ben I(expérimental)

J°’ben I (expérimental) J’ben II (témoin)

Figure 44 : Aspect visuel des deux j’bens apres le démoulage (1), pendant 1’affinage (2) et
avant la dégustation (3).




Concluston genérale et perspectives




Conclusion genérale et Perspectives

La fermentation est utilisée depuis des temps immémoriaux pour la sauvegarde des aliments.
Les récents progrés technologiques dans la transformation du lait ont abouti a une
modification de sa flore native. Quand le fromage est produit de lait cru selon un savoir-faire
traditionnel, la microflore environnementale intervient de maniére complexe dans le
mécanisme de fermentation et donc dans la définition de la valeur du fromage. La race du
troupeau, la zone géographique et la saison de lactation caractérisent également la flore
lactique indigéne du lait et du fromage.

Ce projet vise a définir et a valoriser la composition microbiologique de j'ben Elgafs, un
nouveau produit du terroir algérien préparé a partir du lait cru de vaches locales de la zone
jusqu'ici inexplorée d’El Ouldja (W. de Relizane) dans le Nord-Ouest de I'Algérie.
L’appréciation physico-chimique et microbiologique du lait cru et du j'ben Elgafs mesurée
dans cette étude a permis de mieux comprendre les caractéristiques des lots produits en
fonction de la saison laitiere "moyenne, basse et haute" et du stade de production de lait, de
caillé de lait au démoulage et de j'ben de 5, 10 et 15 jours de maturation.

Le lait est moins concentré en matieres grasses 28.50+1.75 et en protéines 26.80. Dés lors, la
teneur en matiéres grasses dans la matiere seche conditionne explicitement les propriétés
organoleptiques de notre j'ben, qui est en moyenne de 24.03%. Conformément au Codex
Alimentarius, 1978 révisé en 1999 et amendé en 2021, j'ben Elgafs préparé au laboratoire est
classé parmi les fromages affinés a pates molles, mi-grasses. Néanmoins, en raison de la
valeur élevée en lactose de 47 g/l de ce lait, on peut considérer que le lait des vaches locales
de la région El Ouldja est susceptible d'étre employé et valorisé dans l'industrie de
transformation des laits fermentés.

L'évaluation bactériologique du lait cru fait état d'une flore mésophile aérobie totale assez
faible pour les trois saisons, allant de 3.94 a 3.97 log ufc/ml. Ces concentrations sont
intimement liées a la fois aux bonnes conditions d’hygiene de la traite malgré le délabrement
des locaux et a lI'isolement du site d'étude, qui a pour conséquence une limitation des vecteurs
de contamination. Compte tenu des résultats obtenus, nous soulignons l'absence totale de
Staphylococcus aureus, de salmonelles et de clostridies sulfito-réductrices dans tous les
échantillons de lait testés. La qualité microbiologique du lait est non seulement importante

pour la sécurité alimentaire, mais elle influence également la qualité nutritionnelle des




fromages produits. Cependant, le niveau de FAMT sur le caillé aprés le démoulage et les lots
en fin de maturation révele une charge moyenne de 5.14 log ufc/g. Cette faible charge est liée
a la charge initiale de la matiére premiere d'une part et aux conditions d’affinage et
climatiques exceptionnelles de 2019/2020 d'autre part.

Par ailleurs, I'évaluation quantitative de la microflore lactique des échantillons de lait
provenant des trois fermes de la zone d'étude "EI Ouldja", et des j'bens expérimentaux, pour
chaque saison laitiere et chaque stade de maturation, montre un profil microbien inhérent,
tant par ses espéces dominantes que par sa quantité. Ainsi, les lactocoques ne sont présents
gu'en début dans le caillé a 15% puis régressent avec la maturation des j'bens a 3% car ils sont
moins bien adaptés aux conditions de transformation, tandis que d'autres espéces se retrouvent
de maniere ponctuelle, notamment les entérocoques qui sont a 43% dans le caillé, et
demeurent majoritaires a 38% aprés 15 jours de maturation. J'ben Elgafs contractent la
microflore environnementale de surface a Gram positif pendant la maturation. Celle-ci part du
caillé a 2%, pour atteindre 9% a la fin de la maturation. Dans de nombreux cas, les
caractéristiques du fromage sont influencées par I'activité métabolique de ces
microorganismes d’affinage en utilisant des sources d'énergie autres que les hydrates de
carbone du lait pendant la période de maturation, et ¢a, malgré la diminution de ’humidité du
fromage.

La caractérisation physiologique et biochimique des 194 isolats répertoriés a permis une
meilleure perception de la diversité des espéces composant la microbiologie du lait des vaches
locales de la zone d'étude. La prévalence des entérocoques 44% atteste une fois de plus de
leur héte de choix dans le lait cru et ses derivés dans le bassin méditerranéen ; le genre
lactobacilles est de 24%, suivi par les leuconostocs avec 17% ; les lactocoques sont autour de
11% ; et de loin, la flore halotolérante représentée par 4%. L'identification moléculaire des

treize pour cent de souches sélectionnées par l'analyse REP-PCR refléte une dynamique et

une complexité taxonomique : Lactococus Lactis (6) ; Enterococcus faecalis (9), Leuconostoc

mesenteroides (5), Lactobacillus casei (1) ; Lactobacillus fermentum (2) et Lactobacillus
acidophilus (2).

Les capacités technologiques mesurées pour l'ensemble des isolats criblés ont permis de
détecter des isolats au potentiel technologique divergent. Leur distance génétique révélée par
I'étude moléculaire illustre pleinement ce réflexe. En effet, aprés 24 heures d'incubation, les
isolats TR4, MR1 et 2A présentent la plus grande capacité d'acidification avec un pH proche
de 4.72, 4.93 et 5.13 respectivement, soit I'équivalent de 9.1, 7.2 et 7.7 g/l d'acide lactique.

L'activité protéolytique et acidifiante des souches pourrait étre affectée par le type de lait. Sur




la base de nos résultats, certaines souches telles que TR7, A2, A3 et HW6 manifestent une
activité protéolytique considérable, suggérant leur utilisation comme cultures de démarrage.
Globalement, toutes les souches testées présentent des activités antagonistes variables contre
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, E.coli et Salmonella.

Les résultats de I'analyse sensorielle ne mettent pas en évidence de défauts dans le j'ben
expérimenté, et celui-ci est jugé de bonne qualité de par sa texture douce et homogéne, sa
surface lisse et son goQt typique qui persiste en bouche. Ceci indique une bonne dynamique
du levain ensemencé issu de la zone d'étude EI Ouldja (W. de Relizane) et de la race bovine
autochtone. Sur la base des résultats des tests d'évaluation, les panélistes accordent au j'ben
expérimental le meilleur score de 7.85 contre 6.66 pour le j'ben témoin. Les variations de la
qualité sensorielle des deux j’bens, testés et comparés, sont principalement liées a la maitrise
de la cinétique d'acidification en cours de production d'une part, et d'autre part a la saison, a la
nature de I'alimentation du troupeau et a son bien-étre.

La recherche et la sensibilisation des consommateurs en vers les produits artisanaux ont
amelioré le scénario de la technologie laitiére. En effet, la production de j'ben Elgafs dans son
lieu d'origine se fait a petite échelle avec des ferments non définies, ce qui entraine souvent
des différences de texture et de godt. La standardisation de la composition, de la qualité des

matieres premieres et des conditions de production permet d'obtenir un produit défini de

qualité constante (propriétés organoleptiques) a I'échelle industrielle. L'introduction d'un

levain local contrélé dans le lait pasteurisé permet d'obtenir et de garantir une richesse
sensorielle et une diversité de fromages typiques similaires aux produits fabriqués a partir de
lait cru. Effectivement, la qualité du j’ben Elgafs découle en majeure partie de la composition
de cette microflore, la température, la durée et les conditions d’affinage.

En guise de conclusion, le maintenir in situ et la gestion de I'écosysteme microbien du lait de
vaches locales en Algérie permettront de consolider le lien avec le terroir en sauvegardant les
caractéristiques organoleptiques des fromages au lait cru et en assurant la sécurité alimentaire
et sanitaire des consommateurs.

Une nouvelle carte d'identité préliminaire pour "j'ben Elgafs" est élucidée et est préte a

figurer dans le répertoire des fromages locaux algériens.

En termes de perspectives, le travail que nous avons mené doit étre complété par :

v" L’identification moléculaire des isolats restants




L'analyse du profil des acides gras et des acides amines libres dans le j'ben Elgafs

serait utile pour mieux caractériser la qualité nutritionnelle de ce produit et envisager

la production de produits AOP a Il'avenir.

Une étude des parametres de production et de reproduction des races bovines locales
sur lesquelles on pourrait ensuite fonder valablement une amélioration géenétique pour
une amélioration de leurs performances.

La perspective de répondre a la demande de I’industrie laitiére pour préparer un levain
lactique local et la production des bactériocines potentiellement intéressantes.

Le concept de terroir pourrait se fonder, du moins en partie, sur la spécificité et le role
positif (production de composés aromatiques importants) que les levures et les
moisissures de la microflore secondaire du fromage sauraient apporter, ce qui est
important a étudier en profondeur.

Une étude in vivo des propriétés probiotiques des souches lactiques isolées pour

rechercher leur capacité a adhérer aux cellules épithéliales humaines.
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Annexe 1
Composition des principaux milieux de culture et diluants
% Eau physiologique
Pour 1 litre de milieu:
Chlorure de sodium
Eau distillé
pH=7,0 £ 0,1.
Gélose pour dénombrement (PCA).

Tryptone
Extrait de levure

pH=7,0+0,2.
% Milieu PCA-Lait

Peptone caséine
Extrait de levure
Glucose

pH =7,00 +0,2

0,

% Gélose hypersaccharosée

Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone
Saccharose
K2HPO4

MgS0O4, 7TH20
Eau distillée

pH= 6,8
Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min.




s Milieu MSE
Tryptone
Extrait de levure
Saccharose
Glucose

pH=7
Stérilisation par autoclavage a 120°

s BLVBL (Bouillon lactosé bilié au vert brillant)

Peptone

Lactose

Bile de beeuf déshydratée

Vert brillant

Eau distillée
pH=7,2+0,1.

% Milieu Rothe (s/c) (bouillon glucose a I’azide de sodium)

TIyptone. ......coiniiiiiii
Glucose
Chlorure de sodium
Phosphate di potassique
Phosphate mono potassique
Azothydrate de sodium
Eau distillée
pH=7, 2+ 0,2.

*

¢+ Bouillon hypersalé
Extrait de viande
Glucose

Peptone

Eau distillée
pH =pH 7,2

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min.




s Milieu EVA Litsky (bouillon glucosé a I’éthyle violet et azide de sodium)

Tryptone

Glucose

Chlorure de sodium

Phosphate di -potassiqUe...........c.oviniiimiieieeie e eiee e

Phosphate mono potassique

Azothydrate de sodium

Eau distillée

Solution a 0,01g d’¢éthyle violet dans 100ml d’H20
pH=7,2% 0,2.

% Milieu Chapman

Peptone
Extrait de viande de baeuf ..ot
Chlorure de sodium
Mannitol
Rouge de phénol
Agar Agar
Eau distillée
pH=7,4+0,2.

% Gélose MRS

Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Glucose

Acétate de sodium tri hydraté
Citrate d'ammonium

Hydrogénophosphate de potassium
Sulfate de magnésium heptahydraté
Sulfate de manganeése tétrahydraté

pH=6,2+0,2
% Gélose M17

Tryptone

Peptone de soja

Infusion de viande

Extrait de levure
Glycérohydrogénophosphate de sodium
Lactose

Acide ascorbique

Sulfate de magnésium

pH=6,2+0.2




Milieu de Gibson-Abdelmalek

Sterilisation par tyndallisation, 3fois pendant 30min & 100°c.
pH=6.5

% Gélose a lesculine

Trypticase

Extrait de levure

Chlorure de cystéine

L .1000 ml
pH=7,4+0,2

On ajoute de I'esculine a la concentration 1%, ce milieu est ensemencé et incubé a 37°C
pendant 24 heures. On ajoute 2 a 3 gouttes d'une solution a 1% de citrate de fer ammoniacal,
une coloration noire indique une réaction positive.

< Milieu MEVAG :

pH =7.020.2

% Gélose aux triglycérides

PEPLONE. .. oo e e e 59
Extrait de levure
TTIGLYCETIACS . . et 10ml

Stérilisation a 110°c pendant 5min.
pH =6,5




Annexe 2

Table de Mac Grady

3tubes par dilution

CAPACTERISTIQUE NOMEBERE DE MICROBE

[

4
-
—_

Lad
-]
J

L¥]

]

Pt | Rt | el | i | Rkt
Pl | Rk | L | Ll | L




Annexe 3

Tests culturals et physiologiques des isolats

o S

1. Test de catalase ; 2. Test d’oxydase ; 3. Test Mannitol-Mobilité.

Milieux utilisés et conditions d’incubation pour I’isolement des souches

Micro-organismes Milieux Température Duree Incubation
d’isolement °C
Entérocoques M17 37et 45 72 heures Aérobiose
pH=6.5
Streptocoques lactiques MRS 37et 45 72 heures Acérobiose
pH=6.8
Lactocoques MI17 30et 37 72 heures Acérobiose
pH=6.5
Leuconostocs M17 30 722496 Agérobiose
Hypersale 6,5% heures
pH=9.6
Lactobacilles MRS 37et 45 72 heures Anaérobiose
pH=6.2etpH
=35.5
Microcoques Chapman 10et 25 7 jours Aérobiose
et brevibacterium hvpersaléa 5%
pH=7
Pédiocoques M17 pH=6.5 |[30et37 72 heures Agérobiose




Annexe 4

Résultats des tests biochimiques

Apres

Croissance en milieu Sherman avec 0.1% de B.M avant et apres incubation.

Réaction (+) Réaction (-)

Resultats sur le milieu Clark et Lubs.




Profil fermentaire des hydrates de carbone des isolats testés avant et apreés incubation.




Annexe 5

Méthodologie adoptée pour I’identification moléculaire

Préparation du gel

Mettre 1.2 g d’agarose déshydraté dans un Erlenmeyer de capacité suffisante

Ajouter I’agarose a 100 ml de TBE

Mettre le mélange Agarose + TBE en régenération aux micro-ondes pendant 4 min.

Lorsque 1’agarose est complétement dissoute, laisser refroidir jusqu'a ce qu’il devienne
possible de saisir le flacon & main nue (température environ 45-50°C).

Ajouter 10ul de Bromure d’Edithium (BET) dans le mélange Agarose-TBE.

Agiter (sans chauffer) doucement pour éviter la formation de bulles d’air. Préparer le moule
pour le coulage du gel.

Placer le moule sur une surface bien horizontale.

Couler lentement le gel sur 3 a 5 mm d’épaisseur et laisser gélifier dans la cuve, le peigne mis
au préalable pour créer des espaces pour les puits.

Laisser refroidir 30 min environ avant d’enlever délicatement le peigne

Les puits sont placés du coté de la cathode & I’intérieure de la cuve de I’appareil a
électrophorese.

Le gel est enfin prét pour le dép6t des échantillons.

Volumes des composants de la solution mixte utilisée pour 1’amplification

d’ADN génomique.

Composant de la Concentration finale pour volume
solution mixte |finale de 20 pl pour un seul échantillon

Solution Tampon 2.5ul

DNTP 2l
Amorce 0.5l

Amorce 0.5ul

Taq polymerase 0.25ul
Eau distille sterile 14.25 ul




Aprés avoir placé les tubes contenant I’ADN bactérien dans le thermocycleur, une pré
dénaturation & 94°C pendant 15 minutes est entamée.

Ensuite, le programme d’amplification est exécuté selon trois étapes répétées en 35 cycles
définis :

o Dénaturation a 94°C pendant 3 min.
o Hybridation des amorces a 53°C pendant 1 min.
o Elongation (polymérisation) a 72°C pendant 2 min.

Enfin, une étape d’extension finale est réalisée a 72°C pour 5 minutes.

Migration

Fermer la cuve, branchée les fils et exercez un voltage de 90 v jusqu'a 101 v pendant 40 min

pour permettre la sortie de I’ADN des puits.

Laisser migrer jusqu'a ce que le colorant de charge arrive a proximité du bord du gel.

Quand le témoin de migration (colorant bleu) atteint 1I’extrémité du gel, le courant est coupé.




Annexe 6

Activite technologique du microbiote controlé

Microbiote a utiliser pour essai de fromage de type pate molle selon leurs aptitudes

biochimiques et technologiques selon le référentiel IFS « International Food Standard Dairy

and cheese ».

Composition

Action enzymatique

Effet sur 'affinage

Lactocoques

Acidification

Protection acide

Lactobacilles

Acidification-protéolyse

Consistance -gout

Leuconostocs

Fermentation du cifrate et
production du CO;

Goit-tenue du fromage

Entérocoques

Protéolyse

Consistance-go0t et odeur

Ferments
d'affinage

Protéolyse-lipolyse

Coloration de la crotte -gout &f
odzur




Annexe 7

Correspondance des souches codifiées selon le stade d’étude

Code lors
de I’étude

Phénotypique

Code lors
de I’étude
Moléculaire

Code lors
de I’étude
Technologique

LC1

STRD2

TR2

Lactococcus lactis

LC2

STRD3

TR3

Lactococcus lactis

LC3

STRD4

TR4

Lactococcus lactis

LC4

STRD7

TR7

Lactococcus lactis

Entl

SMRB
SKAB

MR
KA

Enterococcus

faecalis

Lnl

SHWI

HW

Leuconostoc

mesenteroides

Lb2

SA25, SA2

SA25, SA2

Lactobacillus

fermentum

Lb2

SAS, S1R

SAS, S1R

Lactobacillus

acidophilus

SA9

SA9

Lactobacillus casei




Annexe 8

Préparation du lait épuré

Pour la préparation du fromage a microbiote contrélé selon Institut National de I'Origine et

de la Qualité (2010).

Pour 1 litre de lait fromager :

- 98 grammes poudre de lait 26% MG
- 52 grammes poudre de lait 0% MG

- Eau déminéralisée : 850 ml




Annexe 9

Fiche d’analyse sensorielle comparative des fromages (F.I.L 2018)
Date :

Nom du dégustatateur :

Fonction :

Lieu:

Type du fromage :

Examen Nom du produit Points a examiner Vocabulaire

1/ Visuel Etat de la surface Surface : lisse, séche,
humide

Couleur:  blanche,
créme, jaune
Elasticité :  Souple,
ferme, cassante
Homogénéité :
homogene, crevasse
2/ Olfactif Lactique : lait frais,
naturel,

Autres : diacétyl,
fermenté, synthétique
Intensité Forte, fade, typée,
piquante

3/ Gustatif Saveurs Description de la
saveur : Sucrée,
acide, salée, amer
Description des
sensations : Douceur,
pigquant, crémeux,
fondant, onctueux
Description de la
finale bouche :
Agréable, tres
typique, riche en
arébme, intense et
persistante, plutot
courte

Observation aux dégustateurs :

Mettre une croix sur I’appréciation accordée au produit dégusté

Prestation finale :  appréciable acceptable désagréable Indifférent




Note d'appréciation sur 10 points a évaluer en fonction des commentaires des dégustateurs :
1) Etat de la Surface :

Surface : lisse : 1 Couleur : blanche : 1
Humide : 0.25 Créme: 0.5

Seche : 0 Jaune : 0

2) Pate:
Elasticité : Souple : 1 Homogeénéité : Homogene : 1
Ferme : 0.25 Crevasse : 0

Cassante : 0

3) ArOmes:
Lactique : Lait frais : 1 Autres : Diacétyl : 1
Naturel : 0.5 Fermenté : 0.5
Synthétique : 0
Intensité : typée : 1
Forte : 0,25
Fade: 0

Piquante : 0

4) Saveurs :

Description de la Saveur : Sucrée : 0 Description des sensations : Douceur : 1

Acide : 0.5 Crémeux : 0,5
Salée: 0 Onctueux : 0,25
Amer: 0 Fondant : 0.15
Piquant : O
5) Description de la finale a la bouche
Agréable : 1 Riche en ardbme : 0.25 Plutot courte : 0

Tres typique : 0.5 Intense et persistance : 0.15
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