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Annexes

Introduction

Le lait de vache est considéré comme une source essentielle de nutriments, tres largement
répondu en nutrition humaine. 1l est une source incontournable en protéines (3,9%) et en lactose
(3,2%) Jensen et al., (1991). En outre, il contient d'autres nutriments importants tels que les
oligo-éléments, minéraux (0,7%) et les triglycérides, ainsi une source de plus de 400 acides
gras, tels que les acides gras monoinsaturés et polyinsaturés bénéfiques (Jensen, 2002), I'acide
rumeénique considéré comme étant un acide linoléique conjugué (CLA, C18: 2 cis-9, trans-11),

’acide linoléique (C18 : 2 cis 9,12), acide a-linolénique (C18 : 3 cis 9,12,15) et I’acide oléique
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(C9 C18: 1) (Rutkowska et al., 2012). En plus de ces acides gras, il existe d’autres présents
dans la matiére grasse du lait, appartenant au groupe des acides gras a chaines irrégulieres et
ramifiées. Ces acides gras induisent des effets anticarcinogénes et peuvent étre utilisés comme
des outils potentiels de diagnostic de la fonction du rumen (Vlaeminck et al., 2006). De plus,
les acides gras essentiels a courte chaine (AGCC) possedent également des propriétes
biologiques, physiologiques et nutritionnelles hautement bénéfiques. Ils jouent un role
fondamental dans l'activité anticarcinogene, dans l'inactivation de la croissance de
microorganismes pathogénes ainsi que dans le potentiel thérapeutique des maladies touchant le
colon (Adamska et al., 2017).

Par ailleurs, plusieurs études portées sur plusieurs especes de ruminant ont révélé que la
composition en acides gras des fromages dépend de la nature du lait de fabrication (Adamska
et al., 2017). Cependant, la composition en acide gras contenue dans le lait destiné a la
fabrication du fromage est affectée par plusieurs facteurs fondamentaux, a savoir la nature du
régime alimentaire distribué aux animaux, la saison, le processus de fabrication appliqué et le
stade de lactation (Chilliard et al., 2006). Ces facteurs de variations peuvent avoir des
conséquences sur les caractéristiques quantitatives et qualitatives du fromage fabriqué (Colin
et al. 1992). De plus, ces mémes facteurs revétent une importance particuliére dans le cas des
fromages appelés « Fromages a controle d’origine », car les modifications du lait de départ
doivent étre limitées, voire interdites pendant le traitement. Seul I’effet du stade de lactation sur
le rendement en fromage est toléré puisqu’il dépend de la physiologie de I’animal (Kefford et
al. 1995). En outre, les lipides et les acides gras du lait sont considérés comme des éléments
importants qui influencent la valeur nutritionnelle des fromages fabriqués tels les fromages a

pate molle de type Camembert (Adamska et al., 2017).

Selon une étude menée par Schlienger et al. (2014), les fromages fermentes comme le
camembert pourraient étre consommés quotidiennement par les personnes atteint

d’hypercholestérolémie modérée.

Dans un autre contexte, La flore microbienne du lait cru, composee essentiellement de
bactéries lactiques est connue pour ses aptitudes acidifiantes et son implication dans la
formation du goQt, des arémes et de la texture de nombreux produits laitiers dont les fromages
(Tormo, 2010). Au-dela des technologies fromageéres, les bactéries lactiques sont impliquées
aussi dans un grand nombre de fermentations spontanées de produits alimentaires (Stiles et
Holzapfel, 1997), ce qui a conduit & la reconnaissance de leur statut « GenerallyRecognized As
Safe », excepté pour les entérocoques (Klaenhammer et al., 2005).
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Il est important de signaler que les ferments lactiques jouent un réle prépondérant dans le
processus technologique de transformation du lait et dans la recherche de nouvelles souches
connues pour leurs activités biologiques intéressantes dans le secteur de 1’industrie laitiére
(Boumehiraetal., 2011). En industrie fromagere, les bactéries lactiques sont impératives dans
les premieres étapes de la transformation du lait, mais elles agissent aussi, directement et
indirectement, dans la grande phase d’affinage et dans la qualité sanitaire des produits (Lee et
al., 2006). Leur action est en relation directe a deux aspects de leur métabolisme : I’activité
protéolytique et la production d’acide lactique (Desmazeaud, 1998). L’utilisation industrielle
des bactéries autochtones (comme Starters) semble étre une voie plus prometteuse, cependant
peu étudiée (Fall, 2011). Enfin, les bactéries lactiques sont considérées comme bénéfiques et
sont largement connues pour leur effet probiotique et peuvent avoir des effets bénéfiques sur la
santé du consommateur en contribuant a sa protection contre certaines maladies ou a prévenir

certaines carences (Turpin, 2011).

Dans ce travail de recherche, nous nous sommes proposé d’évaluer I’impact de la
variabilité de la composition de lait de vache en tenant compte de la variation du stade
physiologique de lactation des vaches laitieres et son influence sur la qualité physico-chimique
et microbiologique. En outre, dans cette étude nous allons étudier I’effet du stade de lactation
sur la qualité physico-chimique et microbiologique d’un fromage artisanal a pate molle de type

Camembert.

Pour ce faire, ce travail fera I’objet de deux grandes parties :

La premiéere partie : Une étude bibliographique dans laquelle nous avons apporté des
rappels surs :
— les intéréts nutritionnels et technologiques du lait de vache cru
— les intéréts des bactéries lactiques en industries laitieres
— intéréts et propriétés nutritionnels des fromages fabriqués a partir de lait
de vache
s La deuxiéme partic: mettra en relief les étapes de I’expérimentation et
I’organisation générale des essais. Il est a noter que cette partie de notre travail de

recherche était scindée en trois grands projets, a savoir :
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1) Qualité physico-chimique et microbiologique des échantillons du lait de

vache des différents stades de lactation

2) Isolement de la flore lactique a partir d’un lait de vache récolté selon les
trois stades de lactation

3) Effet du stade de lactation de la vache laitiére sur les qualités physico-
chimiques, microbiologiques et nutritionnelles des camemberts fabriqués

a partir du lait du départ

21



Partie
Bibliographique



Chapitre 1

Lait : composition physico-
chimique, microbiologique, et
Interét nutritionnel



I- Qualité nutritionnelle
Le lait de vache accapare la production mondiale soit une moyenne de 90%, il en est de
méme pour les pays tropicaux avec un pourcentage de 70% (FAO, 1998). Ce lait est considéré
étant une source riche en grande variété de nutriments essentiels tels les minéraux, les vitamines
et les protéines facilement assimilables, ce qui le rend essentiel a I’ensembles des fonctions du

corps (Steijns, 2008).

Le lait et les produits laitiers renferment des nutriments fonctionnels tels que les
phytostérols, les acides gras et plusieurs genres de bactéries probiotiques. Ces ingrédients sont
qualifiés en promotion de la santé. (Steijns, 2008). De plus, les protéines laitieres participent a
la construction des tissus et de la masse musculaire chez les nourrissons, les personnes ageées,

hospitalisés et les athletes. (Steijns, 2001).

Les laits produits a partir de différentes especes de mammiferes jouissent des
caractéristiques similaires et contenant des composants communs : eau, protéines, lactose,
matiéres grasses et minérales. Néanmoins, les valeurs de ces composants s’avérent différentes

d’une espéce a une autre.

I1-Composition du lait
I1-1- Les différentes phases du lait

Selon Fredot (2006), le lait renferme trois phase

e Une phase aqueuse, contenant le lactose, les protéines sériques, les composants minéraux
solubles, 1’azote non protéique et la fraction soluble de la caséine
e Une phase gazeuse, comprend 1’oxygéne et le CO2 dissous (5% du volume du lait)
e Une phase contenant les éléments en suspensions comme les globules gras, les cellules
microbiennes et les leucocytes.
e Une phase micellaire comportant les protéines coagulables sous forme de caseines, ainsi
que la fraction insoluble des composés minéraux.
11-2- Eau
Selon Amiot et al., (2002), I’eau est le composant le plus considérable du lait, en
proportion. L’eau est caractérisée d’un dipdle et de doublets d’¢électrons libres lui accordent un
caractére polaire. Au moyen de ce caractere polaire une solution vraie est formé avec les
substances polaires telles que les glucides, les minéraux et une solution colloidale avec les
protéines hydrophiles du sérum. Cependant, les matieres grasses possedent un caractére non

polaire (ou hydrophobe), elles forment alors une émulsion du type huile dans 1’eau. Egalement

24



pour les micelles de caséines qui sont de caractere solides, forment une suspension colloidale

dans ’eau.

Mabhaut et al., (2003) ont enregistré une quantité moyenne d’cau de I’ordre de 875 g /1

de lait, cette derniére se trouve sous deux états :

e [’cau extra micellaire, représente environ 90% de 1’eau totale, contenant la quasi-
totalit¢ du lactose, des sels minéraux solubles, de 1’azote soluble. Il est a noter que les éléments

hydrosolubles dont les protéines solubles sont liées a une petite partie de cette eau.

¢ [’eau intra micellaire, représente environ 10% de I’eau totale, une partie de cette eau
est liée aux caséines et la deuxieme se caractérise par des propriétés de solvants. Alors, les
transferts de cette eau dans les opérations de déshydratation et hydratation semblent beaucoup

plus lents.

11-3- Les glucides

Le lactose est le sucre primordial du lait ; il prédomine ainsi la composition de la matiere
séche total (Luquet, 1985 ; Mathieu, 1998 ; Dosogne et al., 2000). La teneur moyenne en
lactose dans le lait de vache est d’environ 49 g/l (Alais, 1984). D’autres glucides peuvent se
trouver en petite quantité tel le glucose et les galactoses qui résultent de 1’hydrolyse du lactose
; bien entendu que certains glucides peuvent se combiner aux protéines. Ainsi, le lait écrémé en

contient 52% et la poudre de lactosérum, pres de 70% (Amiot et al., 2002).

I1-4- La matiére grasse

Selon Jeantet et al., (2008), la matiére grasse du lait est composée essentiellement de
triglycérides (98%), et est présente sous forme de globules gras d’un diamétre de 0.1 a 10 um.
La maticre grasse du lait de vache exprime la moiti¢ de I’apport énergétique de ce lait. Cette
derniére est composé de 65% d’acides gras saturés de 35% d’acides gras insaturés. La matiere
grasse du lait est constitué d’une grande variété d’acides gras (plus de 150 d’acides différents),
les acides gras a courtes chaines sont plus dominant par rapport au acides gras a longues
chaines ; avec une teneur élevée en acide oléique (C18 :1) et palmitique (C16 :0) et une teneur

moyenne en acide steéarique (C 18 :0).

La figure L1illustre un globule gras du lait. La membrane est constituée de phospholipides,
de lipoprotéines, de cérébrosides, de protéines, d’acides nucléiques, d’enzymes et d’oligo-

¢léments (métaux) et d’eau (Bylund, 1995).
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Figure 1 : Composition de la matiere grasse du lait (Bylund, 1995)

La matiére grasse du lait est constituée d’1% de phospholipides. Ces derniers sont riches
en acides gras insaturés. Par ailleurs, Le lait de vache renferme un taux réduit en acides gras
essentiels (acide linoléique C18 :2 et acide linolénique C18 :3) par rapport au lait maternelle
(1.6% contre 8.5% en moyenne) (Jeantet et al., 2008).

Selon Stoll (2003), I’acide acétique et 1’acide butyrique sont les principaux constituants
de la matiere grasse du lait. L’acide acétique est le produit des glucides pariétaux des fourrages
(cellulose) et I’acide butyrique est formé a partir des glucides rapidement fermentescibles (sucre
de betterave). Ainsi, la matiére grasse du lait résulte des réserves lipidiques mobilisables de la
vache. Enfin, dans certaines conditions, la matiére grasse du lait renferme des graisses

alimentaires.

11-5- Protéines
D’aprés Jeantet et al., (2007), le lait de vache contient 3.2 % a 3.5 % de protéines, classés
en deux genres différents : les caséines, qui représentent 80 % des protéines totales ; et les
protéines sériques, qui représentent 20 % des protéines totales. Ces deux genres de protéines

précipitent a un pH de 4.6.
La classification des protéines est illustrée dans le tableau 1.
a-Caséines

La caseine est un polypeptide complexe, formé suite a la polycondensation de differents

aminoacides citant la leucine, la proline, I’acide glutamique et la sérine. La caséinate de calcium
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forme une dispersion colloidale dans le lait. Les micelles protéiques ont un diamétre de 0.1 pm.
(Fig . 2) (Jean et Dijon., 1993).

La caseine est composee de 94% de protéine, 3% de Calcium ,2.2% de phosphore, 0.5%

d’acide citrique et de 0.1% de Magnésium. (Adrian et al., 2004).

Molecules de k-caséire

AN Chanes
szillantes

-~

' .. Groupe PC,
.

Noyau hydrophobe

Figure 2 : Structure d'une sub-micelle caséique (Bylund, 1995)

Tableau 1 : Classification des protéines (Brunner, 1981 cité par Pougheon, 2001)

Noms Pourcentage de Protéines (%6) Nombre d’AA
Caseines 75-85
Caséines a s1 39-46 199
Caséines a sz 8-11 207
Caséines 25-35 209
Caseines k 8-15 169
Caséines g 3-7
Protéines du lactosérum 15-22
-Lactoglobuline 7-12 162
-Lactalbumine 2-5 123
Serum albumine 0.7-1.3 582
Immunoglubilines (Gz, G2, A, 1.9-3.3 -
M) 2-4 -
Protéose- peptone

AA : Acide aminé
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b-Protéines du lactosérum

Le lactosérum du lait de vache renferme 15 % a 28 % de protéines et 17 % de matiére
azotées (Debry, 2001). Selon Thapon (2005), les protéines du lactosérum ont une excellente

valeur nutritionnelle, par leurs richesses en acides aminés soufrés, en lysine et en tryptophane.

e L'a-lactalbumine
L'a-lactalbumine est une protéine de 123 acides aminés, caractérisee par trois variantes
génetiques (A, B, C). Cette protéine est considéréee comme Métalloprotéine (elle posséde un
atome de calcium par mole) du type globulaire (structure tertiaire quasi sphérique). Elle

présente environ 22 % des protéines du serum (Vignola, 2002).

e La p-lactoglobuline
La B-lactoglobuline est la plus importante des protéines du sérum du fait qu’elle en
représente environ 55%. Son point isoélectrique est 5.1. La B -lactoglobuline est une protéine
de 162 acides aminés comportant 7 variantes genétiques (A, B, C, D, E, F, G). Lors du chauffage
la fixation d'une molécule de caséine K et d'une B-lactoglobuline se fasse également par un pont
disulfure (Debry, 2001).

e Lesérum-albumine
Représente environ 7% des protéines du sérum. Elle est constituée de 582 résidus
d'acides aminés. Comportant un seul variant génétique A qui est identique au sérum albumine

sanguine (Vignola, 2002).

e Lesimmunoglobulines
Ce sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire responsable de lI'immunité. On
distingue trois grandes classes d’immunoglobulines : IgA, IgG, IgM. Elles sont trés abondantes
dans le colostrum. Les immunoglobulines sont les protéines du lactoserum les plus sensibles a

la dénaturation thermique (Thapon, 2005).

e Protéoses-peptones
Elles forment la fraction protéique soluble aprés chauffage du lait acidifié a pH 4.6 vers
95°C pendant 20 a 30 minutes. C'est un groupe hétérogéne issu de la protéolyse par la plasmine
de la caséine B (Debry, 2001).

11-6- Les minéraux
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Le lait contient des sels sous formes d’ions. Leurs proportions varient selon
I’animal, la race et le stade de lactation. Ces différents sels sont rapportés dans le tableau ci-

dessous en mg/ 100 ml (Hanzen, 1999).

Tableau 2 : Composition du lait en sels minéraux en mg/ 100 ml selon (Hanzen, 1999)

Potassium | Calcium chlore Phosphore | Sodium Soufre Magnésium
141 123 119 95 58 30 12

Le calcium et le phosphore sont les principaux éléments de la structure de la micelle.
Ainsi, ils s’aveérent responsables de sa stabilité, simultanément avec le magnésium. De plus, le
potassium, le sodium, le chlore et le lactose sont responsables de 1’équilibre de la pression

osmotique du lait vis-a-vis du sang (Hanzen, 1999).

I1-7- Les enzymes

Le lait contient naturellement de nombreuses enzymes, ce sont des éléments organiques
de nature protidique, produites par les cellules ou par les organismes vivants. Les enzymes du
lait agissent comme des catalyseurs dans les réactions biochimiques (Luquet, 1985). Selon
Alais (1984), certains enzymes sont présentes sous formes concentrés dans la couche de la
surface des globules gras, elles sont emportés dans la creme (réductase aldéhydique,
phosphatase); d’autres précipitent avec la caséine a pH=4,6 (protéase, catalase, lipase) (Adrian
et Regine,2003).

11-8- Les vitamines

Généralement, les vitamines sont de petites molécules de structures trés variées,
néanmoins, elles occupent habituellement un réle de coenzyme qui associées a une apoenzyme
de nature protéique, produisent une activité biocatalytique. Les vitamines sont classées en deux

grandes catégories (Luquet,1985):

e Les vitamines hydrosolubles : (vitamine du groupe B, vitamine C) présentes dans la
phase aqueuse (lait écrémé, lactosérum).
e Les vitamines liposolubles ;(vitamines A, D, E) associées a la matiére grasse (créeme et

beurre).

11-9- Les hormones
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Les hormones qui se trouve dans le lait appartiennent aux protéo-hormones et aux
hormones peptidiques et aux hormones stéroides (Luquet, 1985). Selon Alais (1984), le lait ne
contient que trés peu d’hormones ; la mamelle n’en produit pas et seulement 1 a 2% des

hormones exogene sont éliminées par cette voie.

I11-Facteurs influengant la composition du lait

Selon Coulon (1994), la composition chimique du lait et ses caractéristiques
technologiques varient sous 1’influence de multiples facteurs. Les principaux facteurs sont liés
a ’animal (facteurs Génétiques, stade de lactation, état sanitaire ...), au milieu et a la conduite

d’¢levage (Saison, climat, alimentation).

I11-1- Facteurs liés a I'animal

Ce sont les facteurs intrinséques, ils sont d'ordre génétique, physiologique (age au Premier

vélage, rang de mise bas, stade de lactation, état de gestation...) et sanitaire.

I11-1-1- Effet génétique

Le rendement d’un animal dépend de son potentiel génétique (génotype) et des conditions
d’élevage (environnement). De plus, pour avoir une production laitiere importante, il est
nécessaire d’assurer a I’animal, les conditions d’élevage adéquates pour extérioriser son
Potentiel (Boujenane, 2003). Selon le méme auteur, si le potentiel génétique de 1’animal est
faible, son rendement le sera aussi, méme si les conditions d’¢levage sont trés perfectionnées.
Il semble alors que la performance d’un animal est toujours inférieure ou égale a son potentiel
génétique. Le tableau 3 illustre les résultats de contrdle laitier par race sur I’ensemble des

lactations d’apres I’Institut de I’élevage (2018).

D’autre part, Coulon et al., (1991) ont constaté que le facteur race des vaches laitieres
influent sur le taux protéique et butyreux (TP et TB). Ainsi, le facteur génétique, agit sur le
volume et la composition du lait produit. Ce sont les Frisonnes qui produisent le plus grand
volume de lait, en moyenne 7890 kg par vélage. Cependant, le lait produit a partir des vaches
les moins productives se caractérise par leurs richesses en corps gras (5%), contrairement au
Frisonnes qui fournissent un lait contenant que 3,61%. Selon Froc et al., (1988), la race
Normande produit moins de lait par rapport a la Pie Noire (- 4kg/j), mais se caractérise par des
taux protéiques (+ 2 a + 2,5 %o0), butyreux (+ 2 a + 3 %o0) et calciques (+ 0,1 %0) nettement

plus élevés et des micelles de caséine plus petites.

Tableau 3 : Résultats du contr6le laitier par race sur I’ensemble des lactations
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Nb de % sur Durée de Production B TP
lactation total lactation/jour | moyenne/kg (9/kg) | (g/kg)
Prim 1428 836 66.1 366 11 206 39.7 32.1
Holstein
Montbéliarde | 382 681 17.7 334 8 570 39.0 33.2

Source : Institut de I’élevage,( 2018)

I11-1-2-Facteurs physiologiques

I11-1-2-1- Age au premier vélage

L'age au premier vélage est lié au poids corporel et au développement général lors de la
premiére saillie. Selon Craplet et al. (1973) le poids corporel au premier vélage doit étre
d'environ 60 a 70 % du poids adulte. En outre, plus le poids de la vache laitiére au vélage
diminue, plus sa production laitiere décline en premiére lactation (Wolter, 1994). Craplet et
al. (1973) notent qu’en France, dans une région peu ¢étendue et au sein de la méme race, les
génisses vélent a des ages tres différents. D’autres auteurs ont constaté que la grande variation

de I’age au premier vélage selon les races, pouvant aller jusqu’a sept mois (Bougler et Tondu,

1972).
111-1-2-2- Rang de mise bas

Le développement de 1’activité sécrétoire de la mamelle dépond principalement de I’age
de I’animal. Chez les vaches bien exploitées, la capacité productive s’¢léve progressivement
(Tableau 4). Le sommet de la production lactée est atteint & la 5°™ mise basse, aux environs de
la 8eme année elle diminue au cours des lactations suivantes (Zelter, 1953). Les variations de
la production laitiére en tenant compte le numéro de lactation, sont justifiés par la variation
corporelle, par I'augmentation du tissu mammaire durant les premiéres gestations et ensuite par
leur vieillissement normal. Craplet et Thibier (1973) mentionnent que le TB régresse
lentement mais régulierement dés la deuxieme lactation pour se stabiliser a partir de la

cinquieme, cependant le TP reste assez stable au cours des lactations successives.

Tableau 4 : Influence du numéro de lactation sur la quantité et la composition du lait

produit
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N° de Nbr des | Quantité de | Matiére | Composition
lactation | vaches | lait produite | graisse du lait %
(L/lactation) (afl)
ESD MA Caséine | Lactose
1 187 3310 41.1 90.1 33.6 27.3 47.2
2 138 3590 40.6 89.2 335 26.6 46.2
3 108 3840 40.3 88.2 32.8 36.3 45.9
4 102 4110 40.2 88.4 33 26.1 45.7
5 75 3930 39 87.2 32.6 254 45.3
6 65 4020 39.1 87.4 33 26.2 44.8
7 44 4260 39.4 86.7 32.5 25.3 44.8
ESD : Extrait sec dégraissé source : Robinson et al
(1973)

I11-1-2-3- Stade de lactation

Les teneurs en matieres grasses et en protéines du lait évoluent inversement a la quantité
de lait produite. Elles sont maximales au début de lactation (période colostrale), pour atteindre
leurs minimums au 2™ mois de lactation. Ces taux augmentent plus rapidement dans les trois

derniers mois de lactation (Pougheon et Goursaud, 2001).

D’apres Guéguen et journet, (1961), la composition du lait en minéraux varie selon le
stade de lactation, une baisse brutale pendant les premiers jours suite au vélage a été enregistre.
En outre, les teneurs en Calcium et en Phosphore du lait régressent légerement jusqu'a leurs
stabilisations en moyenne lactation pour augmenter a nouveau en fin de lactation. Les écarts
extrémes ne dépassent pas 15%. Néanmoins, les teneurs en Potassium et en Sodium subissent
des variations importantes et en sens inverse, de 1,7 a 1,3g/L pour le Potassium et de 0,4 a

0,6g/L pour le Sodium.

111-1-3-Facteurs liés a I’environnement

L’environnement de I’animal se caractérise par la réunion des facteurs agissant sur
I’expression d’un caractere donné. Ces facteurs sont liés a la conduite d’¢élevage (alimentation,
abreuvement, mode de traite, tarissement, période de vélage, hygiene, confort ...etc.) et la

saison (lumiere, température ...etc.)

111-1-3-1- Facteurs alimentaires
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L’alimentation est 1’un des facteurs de variation de la production laitiére, mené par
I’¢leveur. Une diminution courte et brutale du niveau de 1’alimentation engendre une réduction
importante de la quantité de lait produite et une chute variable du taux protéique. Cependant, la
mobilisation des graisses corporelles résulte un gain trés important du taux butyreux du lait
produit associée a une modification de la composition en matiere grasse (augmentation des
acides gras a chaines longues). En outre, un apport de fourrages a volonté entraine un meilleur
taux azoté avec un accroissement de 1I’apport non proté¢ique (ANP) et des caséines. L’ajout de
matieres grasses dans la ration conduit généralement a une baisse du TB. Cela est due a une
perturbation des fermentations ruminales, par contre, elle influence la composition en AG de la

matiere grasse du lait (Pougheon et Goursaud, 2001).

I11-1-3-2- Facteurs climatiques et saisonniers

Selon Pougheon et Goursaud (2001), la saison joue un réle important dans la production
du lait d’une fagon continue, le TB s’avére minimum en juin — juillet et maximum a la fin de
I’automne. Le taux de protéines connait deux minimums, le premier a la fin de I’hiver et le
second au milieu de 1’été et se caractérise ainsi par deux maximums, a la mise a I’herbe et a la

fin de la période de paturage.

I\VV-Microbiologie du lait cru
IVV-1- Microorganismes du lait

Le lait comporte un nombre variable de cellules ; ces derniéres consistent a des
constituants normaux comme les globules blancs ainsi a des éléments d'origine exogéne tels
des microorganismes contaminants (Gripon et al., 1975).

Les microorganismes presents dans le lait sont notamment les bactéries, les levures,
les moisissures et les virus. Plusieurs espéces bactériennes ont la capacité de se cultiver
dans le lait. Ce dernier représente pour elles, un substrat nutritif. Durant leurs proliférations
dans le lait, elles dégagent des gaz (oxygene, hydrogene, gaz carbonique, etc.), des
substances aromatiques, de I’acide lactique (responsable de I’acidification en technologie
fromagere), diverses substances protéiques, méme des toxines entrainant des pathologies
chez ’homme (Institut de 1I’élevage, 2009).

Selon Agabriel et al.,, (1995), les principales caractéristiques des bactéries qui
contamine le lait, ressortent de I'état sanitaire de I'animal et de la nature des fourrages. En
outre, Robinson (2002) a constaté que la contamination du lait dépond ainsi des conditions
hygiéniques lors de la traite, de la collecte, de la livraison et de la température de

conservation du lait.
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D’autres part, parmi les micro-organismes contaminant le lait, les bactéries alterent le
plus significativement la qualité hygiénique, I'aptitude & la conservation et également la
transformation de la matiere premiére (Adda et al., 1982).

I\VV-2-Flore originelle

Le lait issu d’un animal sain, prélevé dans de bonnes conditions hygiéniques renferme

peu de microorganismes (moins de 103 germes/ml). Lors de la traite, le lait est quasiment sterile
et protégé par des molécules inhibitrices nommés Lacténines dont 1’effet se rapproche d’une
heure. (Cug, 2007).

La flore originelle des produits laitiers comporte I’ensemble des microorganismes
présents dans le lait au moment de la traite, cette flore est dominée essentiellement par des
mésophiles (Vignola, 2002). Elle regroupe des microcoques, des streptocoques lactiques et
des lactobacilles.

Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont étroitement liés avec
I’alimentation (Guiraud, 2003) et n’ont aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur
sa production (Varnam et Sutherland, 2001). Le tableau n°5 met en évidence les
principaux microorganismes originels du lait avec leurs proportions relatives. Il importe de
signaler qu’une dominance des Micrococcus sp est marquée dans le lait cru suivi par les
Lactobacillus. Cependant les Streptococcus ou Lactococcus sont trés peu répandu dans le lait

cru avec un pourcentage de moins de 10%.

Tableau 5 : Flore originelle du lait cru (Vignola, 2002)

Microorganismes Pourcentage (%)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram négatif <10

IVV-3- Flore de contamination

La flore de contamination regroupe I’ensemble des microflores qui contamine le lait,
de la traite jusqu’a la consommation. Elle renferme la flore d’altération, qui engendre des
défauts sensoriels et réduit la durée de conservation des produits, et aussi la flore

pathogene dangereuse détériorant 1’état sanitaire (Vignola, 2002).
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Ces contaminations peuvent étre causées par plusieurs microorganismes provenant de
I’environnement tels que les entérobactéries, Pseudomonas, Flavobacterium, microcoques,
Corynébactéries, Bacillus, etc., par le biais du matériel de traite et de stockage du lait, par le
sol et par 1’herbe ou la litiere.

Des contaminations fécales traduit la présence de Clostridium, d’entérobactéries
coliformes et, éventuellement, d’entérobactéries pathogénes : Salmonella, Yersinia. Ce qui
exige I’importance d’un controle rigoureux du lait (Leyral et Vierling, 2007).

Le lait issu d’un animal malade peut contenir d’autres genre de microorganismes,
causant des mammites tels les Streptococcus pyogenes, Corynebactérium pyogenes,
staphylocoques, etc. Il s’agit ainsi de germes d’infection générale qui peuvent passer dans le
lait en absence d’infection des mamelles citant Salmonella et Brucella qui cause la fievre
de Malte, et exceptionnellement Listeria monocytogenes, qui provoque la listériose,
Mycobacterium bovis et Tuberculosis, agents de la tuberculose ; Bacillus anthracis, agent du
charbon, Coxiella burnetii causant la fievre Q, et quelques virus. (Leyral et Vierling, 2007).

La contamination du lait dépend essentiellement des conditions d’hygiénes au cours
des manipulations, citant I’état de propreté de I’animal et notamment celui des mamelles,
du milieu environnementale (étable, local de traite), du trayon, du matériel de récolte du
lait (seaux atraire, machines a traire) et, enfin, du matériel de conservation et de transport
du lait (bidons, cuves, tanks) (FAO, 1995).

V-Influence du stade de lactation sur la qualité du lait
V-1 Stades de lactation
V-1-1- Début de la lactation

Selon Faverdin et al., (1987) le début de lactation se caractérise par 1’élévation de la
quantité de lait produite parallelement avec le niveau de production, 1’augmentation entre la
production initiale (P1= moyenne des 4,5 et 6°™ jours) et la production maximale hebdomadaire
(PM) est d’environ 6 kg de lait concernant les faibles productrices (PM= 20 kg chez les
primipares et 25 kg chez les multipares) contre 10 kg de lait pour les fortes productrices (PM=

30 kg chez les primipares, 45 kg chez les multipares).

Une perte énergétique importante s’observe au début de lactation. Cette perte est due a
I’importance des besoins nutritifs, accompagnés d’une faible aptitude d’ingestion de la vache.
Cela conduit a la mobilisation des reserves corporelles ; ces derniers sont de I’ordre de 15 a

60kg de matieres grasses permettant a produire de 150 a 600 kg de lait, selon le potentiel des
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animaux. Néanmoins, les réserves protéiques mobilisables, s’averent plus réduite avec une
valeur allant de 5 a 10 kg, servent a produire 100 a 200 kg de lait, selon le potentiel des animaux.
(Hoden et al, 1988).

Par ailleurs, d’aprés Sérieys (1997), I’ensemble des besoins d’entretien et de gestation tel
que la production laitiere de la vache différe dans des proportions importantes allant de la fin
de lactation jusqu’au pic de lactation suivante et cela dépend du niveau de production de ces
vaches. Selon Meschy (1992), il est inévitable de puiser des réserves minérales osseuses, lors
de la production laitiére, cela oblige leurs reconstitutions en fin de lactation ou la capacité

d’absorption est plus élevée.
V-1-2- Milieu de la lactation

Faverdin et al (1987) ont constaté que la production laitiere pendant le deuxieme stade
de lactation (entre les semaines 10 et 40), est plus importante chez les primipares par rapport
au multipares avec un pourcentage de 93.8% contre 89.2% respectivement. Cette phase se
caractérise par un bilan énergétique hautement positif, ainsi, les besoins azotés sont plus
facilement couverts. Cela est expliqué par la capacité d’ingestion et la réduction des besoins

énergétiques. (Hoden et al,1988).
V-1-3- Fin de la lactation

La fin de lactation représente les deux derniers mois de lactation. Cette période se
traduit par une diminution importante de la production laitiere due a 1’effet des hormones de

gestation.

D’ou le role de la progestérone a inhiber les contractions de ’utérus en empéchant la
naissance prématurée et par conséquent cette hormone inhibe la lactogénése en éliminant la
formation des récepteurs a la prolactine, en bloguant la synthése de la prolactine par la glande
pituitaire et en empéchant la liaison des glucocorticoides avec leurs récepteurs (Martinet et
Houdebine, 1993).

Selon Dulphy et Rouel (1988), en fin de lactation, les vaches ont une capacité d’ingestion
importante en entrainant une prise de poids due a la suralimentation (+2,3 UFL dans les 2
essais). De plus, Walter (2001) a constaté que pendant cette méme phase de lactation, plus les
apports en énergies sont excessifs, plus I’engraissement des vaches 1’est aussi. Cependant, cet
engraissement excessifs ne peut pas étre corrigé pendant la période de tarissement. Il est donc
recommandé d’éviter les aliments concentrés et de se contenter des fourrages. Ces derniers

peuvent suffire largement a couvrir les besoins nutritifs des vaches ayant une grande capacité
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d’ingestion. Enfin, I’éleveur est appelé a préparer la vache au tarissement en réduisant les
apports alimentaires essentiellement le concentre et en contrdlant les valeurs nutritives mis a la

disposition des vaches.

V-1-4- Tarissement

Le tarissement est une phase de repos physiologique avant la lactation suivante. Pendant
cette période seche, la vache ne produit pas de lait et cela dure environ deux mois avant la date
du vélage (Sérieys, 1997). Ce repos physiologique est primordial pour la bonne relance
hormonale et la régénération des tissus mammaires. D’aprés Wolter (1997), le tarissement joue
un réle important lors de la préparation des vaches au vélage sur le plan alimentaire pour le bon
démarrage de la lactation et pour la prévention des troubles qui entourent le vélage. Il se
caractérise par des besoins quantitatifs relativement bas mais aussi par des exigences

qualitatives en rapport avec la gestation.

V-2 - Effet du stade de lactation sur la qualité du lait

L’effet de stade de lactation sur la composition chimique du lait et sur les variations de
sa production ont fait I’objet de nombreux travaux tel Agabriel et al (1990) ; Rémond (1987)
et Schultz et al (1990) qui ont constaté que le taux de matiéres grasses et de protéines évolue
inversement avec la quantité du lait produite. Ces mémes teneurs s’aveérent maximales lors des
premiers jours de lactations, minimales en 2eme et 3eme mois de lactation, pour s’accroitre
ensuite jusqu’a la fin de la lactation. Cette élévation peut €tre expliquée par 1’avancement du
stade de gestation, en diminuant la production laitiére. Pour les deux taux, les écarts entre les

mois extrémes atteignent 7 g/kg (Rémond, 1987 ; Schultz et al, 1990).
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Figure 3 : I’évolution du TP et TB du lait en fonction du stade de lactation
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Selon Coulon et Roybin (1988), I’évolution de la production laitiére est en moyenne
lineaire entre le premier et le huitieme mois de lactation et entre le 2eme et le 9eme mois de

lactation (Fig. 3).

D’aprés Agabriel et al., (1990), la persistance mensuelle moyenne de la production
laitiére était de 1’ordre de 0.92 ces résultats rejoignent ceux de Faverdin et al., (1987) qui ont
noté des persistantes supérieure chez les primipares égale a 0,93 contre 0,91 chez les multipares.
Toutefois, la production laitiere demeure inférieure de 3,3 kg/j au cours de leurs trois premiers

mois de lactation.

Par ailleurs, Gueguen et journet (1961), ont rapportés que la composition du lait en
minéraux varie selon le stade de lactation. Une diminution brutale de la teneur en minéraux a
été observée durant les premiers jours suivant le vélage, par contre les taux de Calcium et de
Potassium du lait régressent graduellement jusqu’a la moyenne lactation ou ces valeurs
connaissent une stabilisation pour augmenter a nouveau en fin de lactation. Les écarts extrémes
étaient de ’ordre de 15%. Par contre, les valeurs des Potassium et Sodium ont subi des
variations importantes et en sens inverses de 1,7 a 1,3g/L pour le Potassium et de 0,4 a 0,6¢/L
pour le Sodium.
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Chapitre 2
Bactéries lactiques



I- Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été mise en évidence sous plusieurs genres, en 1919 par Orla-
Jensen, ces microorganismes ont la capacité de fermenter les glucides en induisant la
production de I’acide lactique (Tredez, 2008). Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes,
procaryotes, hétérotrophes, généralement Gram positives, immobiles, asporulées, anaérobies
mais aérotolérantes. (Gevers 2002). Leurs formes peuvent étre coccoide, coccobacillaire ou
bacillaire. Les bactéries lactiques sont soit mésophiles ou thermophiles avec une température
optimum de croissance entre 20°C - 30°C et 30°C - 45° respectivement. La majorité des souches
se développent a pH 4.0 - 4.5, certaines sont se multiplient a pH 9.6 et d’autres a pH 3.2 (Jozala
et al., 2005).

Les bactéries lactiques tirent leurs énergies des substances hydrocarbonées tels que les
sucres, les alcools et les acides organiques ce qui les rendent chimio-organotrophe. Elles
possédent souvent des exigences nutritionnelles complexes en termes d’acides aminés, de
peptides, de vitamines, de sels, d’acides gras et de sucre (dellaglio et al., 1994). En générale
ces bactéries ne possédent ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase a I’exception
de quelques souches sous certaines conditions). Elles sont protéolytiques, ne liquéfient pas la
gélatine, et ne forment pas d’indole ni d’hydrogéne sulfureux, ces bactéries sont également

incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al., 1994 ; Salminen et al., 2004).

Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire strictement saccharolytique
en utilisant les glucides (Fig.4), ce qui leurs permet de produire soit de : ¥ L’acide lactique
exclusivement (bactéries homolactiques strictes) ; ¥ L’acide lactique et I’acide acétique
(bactéries hétérolactiques facultatives) ; ¥ L’acide lactique, de I’acide acétique ou de 1’éthanol

et du CO2 (bactéries hétérolactiques strictes) (Vandamme et al., 1996).
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Figure 04 : Représentation schématique des principales voies métaboliques des bactéries

lactiques ayant des impacts technologique (dellaglio et al., 1994).
I1-Principale caractéristique des bactéries lactiques

11-1- Caractéres morphologiques :

L’¢étude morphologique des bactéries sert a orienter la recherche de leurs identifications.
Cette étude se compose d’un aspect macroscopique et d’un autre microscopique. Le volet
macroscopique touche principalement les caractéristiques des colonies cultivées sur milieu
solide. Il est a noter, que les colonies des bactéries lactiques sont entre 0.5 et 1.5 mm de
diametre, de formes circulaire, a contour régulier, a surface lisse et de couleur blanche avec un
aspect laiteux. L’aspect microscopique concerne 1’observation microscopique des bactéries
lactiques suite a une coloration qui met en évidence les deux formes majeures : coques (0.5a 2
pm de diametre) ou batonnets (0.5 a 2 um de diametre, 1 a plus de 10 um de long) (Dellaglio
et al., 1994). Toutes les bactéries lactiques sont a gram positif et en général immobiles. Leurs
dispositions sont tres hétérogenes (cellules isolées, paire, tétrades, amas irréguliers, longues ou

courtes chainettes) spécifique a chaque genre bactérien (Hassaine, 2013).

11-2- Caractéres biochimiques et physiologiques
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Les bactéries lactiques se distinguent des autres groupes de bactéries par un ensemble de

caractéristiques biochimiques et physiologiques qui leur sont propre.

L’ensembles des bactéries lactiques se caractérise par la capacité de fermenter certains
sucres en acide lactique. Certaines sont homofermentaires, par ce qu’elles produisent tres
majoritairement de 1’acide lactique. Les hétérofermentaire résultent de I’acide lactique
accompagné par d’autres composés (généralement 1’acétate et 1’éthanol) (Bolotin et al., 2001 ;
Miyoshi et al., 2003). Les bactéries lactiques sont asporulantes, ne se développent pas en
présence de 6.5% de NaCl, ou lorsque le pH est supérieur a 9.6 (Dellaglio et al., 1994). Elles
sont anaérobies mais souvent micro-aérophiles, et présentent des exigences nutritionnelles
complexes concernant les acides aminés, les peptides, les sels, les acides gras et les glucides
fermentescibles. (Dellaglio et al., 1994).

I1-3- Caractéres de la structure

Les bactéries lactiques sont unicellulaires, composé obligatoirement d’une paroi, un
cytoplasme renfermant les acides nucléiques, principalement I’ADN chromosomique et parfois
des plasmides. Le cytoplasme et entouré d’une membrane cytoplasmique (Stiles et Holzapfel
; 1997).

I1-4- Habitat des bactéries lactiques

Ces bactéries sont connues par leurs facilit¢ d’adaptation physiologique, pouvant
coloniser différents milieux du point de vue physico-chimique et biologique, en résultant des
effets bénéfiques ou, plus rarement des altérations biologiques. Les plantes vertes représentent
la source originale des bactéries lactiques, et grace a des processus d’évolution et d’adaptation,
ces bactéries ont eu la capacité¢ de coloniser d’autres environnement et d’autres habitats
présentant les conditions satisfaisantes a leurs besoins nutritifs (Kelly et al., 1998 ; Carr et al.,
2002). De ce fait, le lait et les produits laitiers fermentés sont devenus 1’habitat caractéristique
des bactéries lactiques, pouvant y accéder a travers le corps de ’animal, les excréments ou les
végétaux (Dellaglio et al., 1994). En outre, les bacteries lactiques font partie de la microflore
naturelle de la bouche, du tractus intestinal et du vagin de 1’espéce humaine et de nombreux

animaux homéothermes (Holzapfel et al., 1998).

11-5- Taxonomie des bactéries lactiques
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La taxonomie des bactéries lactiques évolue progressivement depuis la description du
Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis). Au cours de ces derniéres années, le nombre
de nouvelles especes a connu une élévation énorme. Les réorganisations réalisées ont participé
a la fusion des especes en une seule et a I’identification d’une espéce comme un nouveau genre
(Pot, 2008). Les bactéries lactiques se classifient selon des critéres phylogénétiques a I’aide des
méthodes moléculaires. Toutefois, la caractérisation Phénotypique et biochimique classique

reste pratique pour I’identification préliminaire des microorganismes.

Les caractéristiques phénotypiques servent a identifier les especes a I’intérieur des genres
telles que I’aptitude a : fermenter les hydrates de carbone, tolérer différentes concentrations en
bile, produire des polysaccharides extracellulaires, exiger des facteurs de croissance, produire
de I’acétoine et synthétiser certaines enzymes. La composition en G+C de I’ADN, la
composition en acides gras, la mobilité électro phorétique de la lactate déshydrogénase sont
¢galement d’autres critéres qui peuvent étre étudiés pour I’identification des espéces lactiques
(Vandamme, 1996 ; Stiles et Holzapfel, 1997). La morphologie joue le rdle caractéristique clé
afin de décrire et classifier les genres des bactéries lactiques. Il est a noter que les bactéries
lactiques se divisent arbitrairement en bacilles ( Lactobacillus et Carnobacterium) et coques
(tous les autres genres). Le genre Weissella, est le seul genre qui comporte a la fois des bacilles
et des coques (Collins et al., 1993). A ce groupe de bactéries lactiques, appartient plusieurs
genres comme Aerococcus, Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus et Weissella. (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Pot, 2008). Des genres nouveaux, par
exemple Alloiococcus, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia, Globicatella,
Helococcus ; Ignavigranum et Lactosphaera, ont également été décrits, comportant des souches
qui montrent des liens physiologiques et phylogénétiques avec les groupes des bactéries
lactiques (Broadbent, 2001). Le genre Bifidobacterium est derniérement considéré par
plusieurs auteurs comme bactéries lactiques, quoi que le pourcentage en G+C qui est de I’ordre
de 55%, soit largement supérieur a celui des autres genres. Ainsi, la voie métabolique de
fermentation des sucres est différente. Les études phylogénétiques basées sur I’analyse des
séquences des ARN ribosomiques ont confirmé I’appartenance de ces différents genres a un
méme groupe qui inclut également Clostridium, Bacillus et Propionibacterium (Figure 5) selon
Stiles et Holzapfel, (1997) ; Pilet et al., (2005).
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Figure 05 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres
Associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).

11-6- Classification des bactéries lactiques
11-6-1- les différents genres des bactéries lactiques

Auparavant, les bactéries lactiques ont été classé selon les caractéristiques
phénotypiques dont la morphologie, le mode fermentaire, la croissance a différentes
températures, I’isomére de 1’acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates de
carbones (De Roissart et Luquet, 1994 ; Holzapfel et al., 2001). Les genres les plus étudiés
sont Lactobacillus, Lactoccoccus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus, et Pediococcus
(Drouault et Corthier, 2001). A I’heure actuelle le groupe des bactéries lactiques liées aux
aliments renferme les 12 genres suivantes Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus et Weissella et Bifidobacterum.

Le Tableau 6 met en évidence les différents genres des bactéries lactiques ainsi que leurs
principales caractéristiques physiologiques.
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Tableau 6 : Principaux genres des bactéries lactiques (Matamoros, 2008)

Forme de Type de Configuration de .
Genre la . - ) Espéce type
fermentation I'acide lactique
cellule
Aerococcus Coques Homofermentaire Ac. Viridans
Carnobacterium  Bacilles Hétérofermentaire L (+) Cb. divergens
Enterococcus Coques Homofermentaire L (+) Ec. faecalis
Lactobacillus Bacilles Homo ou hétéro- D(-),L(+)ou Lb. delbruckii
fermentaire D/L

Lactococcus Coques Homofermentaire L (+) Lc. lactis
Leuconostoc Coques Hétérofermentaire D (-) Ln.mesenteroides
Oenococcus Coques Hétérofermentaire D () Oe. Oeni
Pediococcus Coques Homofermentaire D/LoulL (+) Pc. damnosus
Streptococcus Coques Homofermentaire L(+) Sc. salivarius
Tetragenococcus Coques Homofermentaire L(+) Tc. halophilus
Vagococcus Coques Homofermentaire L(+) Vc. fluvialis

ovoides
Weissella Petits Hétérofermentaire D/LouD (-) We. viridescens

bacilles

11-6-2- Caractéristiques des principaux genres de bactéries lactiques

11-6-2-1- Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est considéré étant le plus répandus quantitativement par rapports

aux autres genres de bactéries lactiques. Représenté sous forme de bacilles longues et fines

(parfois incurvés), groupés en chaines, asporulés, immobiles, catalase négative, et se

développent a une température optimale allant de 30 a 40 °C. Les Lactobacilles présentent des

exigences nutritionnelles différentes en glucides, en acides aminés, en acides gras, en

nucléotides, en vitamines et en minéraux. (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a été classés en trois groupes par ORLA-JENSEN. Cette

classification est souvent utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec,

2004) :

Groupe | « Thermobacterium » : ce sont des lactobacilles homofermentaires thermophiles, ont

la capacité de se développer a une température de 45°C. Les especes les plus répandus dans les

aliments (lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.
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Groupe Il « Streptobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires mésophiles,
parfois hétérofermentaires en fonction du substrat. Les especes les plus retrouvés dans les
aliments sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

Groupe 111 « Betabacterium » : regroupe des lactobacilles hétérofermentaires. 1l comporte les

especes Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.
11-6-2-2- Le genre Lactococcus

Les lactocoques sont des coques groupées en paires ou en chaines et de longueur variable.
Ces microorganismes sont anaérobies facultatives, homofermentaire et ne produisent pas de
I’acide lactique L (+), toutefois, les espéces Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis
produisent le diacétyle. Leur température de croissance optimal avoisine les 30 °C, capable de
survivre a une température de 10 °C mais ne se développent pas a 45°C. Certaines especes
secretent des exoplysacchariudes et des bactériocines. Ces bactéries sont actives a 3% de bleu

de méthyléne et arrivent & hydrolyser I’arginine (Tamime, 2002).

Selon Zhang et Cai., (2014), le genre Lactococcus exige un pH proche de la neutralité,
ne pouvant pas se développer a un pH de 4,5. Ces bactéries peuvent se développer a 4% de

NaCl. Ce qui fait de ce genre un habitant typique des plantes, des animaux et de leurs produits.

Récemment, le genre Lactococcus présente cing especes, Lactococcus lactis est I’espéce
la plus importante avec ses trois sous-espéces : Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris et
Lc. lactis ssp. hordniae (Pot et al., 1996 ; Pot, 2008). D’aprés Guiraud (1998), le genre
Lactococcus est connus par les especes suivantes : Lc. Lactis ssp. cremoris, Lc. Lactis ssp.
Lactis et Lc. diacetilactis. La sous espéce Streptococcus Lactis ssp. diacetylactis est remplacée
par la sous espéce Lactococcus Lactis ssp. Lactis. Le lait est un habitat préféré des lactocoques
(Dellaglio et al., 1994 ; Corroler et al., 1999). Lactococcus lactis est considéré étant 1’espéce
la plus étudiée et la plus détectée dans les laits crus (Corroler et al., 1998 ; Dalmasso et al.,
2008).

11-6-2-3- Le genre Streptococcus

Ces microorganismes sont des coques a gram positif, se présentent sous forme de paires
ou en chainettes, non sporulés, parfois capsulés, immobiles, anaérobies facultatifs, fragiles aux
variations de température et de pH. Ils sont retrouvés dans la peau et les muqueuses de I’homme
et des animaux. Leur pouvoir pathogeéne est tres polymorphe selon les especes (Ctinils, 2010).
Les Streptocoques renferment plus de 40 especes divisés en six groupes, chacune se caractérise

par des propriétés spécifiques et d’un potentiel pathogénique distinct (Kilian, 2002). Le premier
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groupe s’agit de pyogenic ; qui renferme la majorité d’especes pathogeénes de I’homme et des
animaux, le deuxiéme est celui du groupe mitis regroupant les espéces commensales de la cavité
buccale et du pharynx de I’homme. Toutefois, Streptococcus pneumoniae est une espéce
pathogene trés importante. Le troixiéme groupe renferme les bovis, ces microorganismes vivent
au niveau du colon. Le quatrieme est le groupe mutans se trouve dans les dents humaines et
certains animaux et enfin le groupe anginosus et salivarius fait partie de la microflore

commensale de la cavité buccal et du pharynx.

Streptococcus thermophilus se caractérise par son habitat (lait et produits laitiers), son
caractére non pathogene et sa résistance a la haute température. Cette souche est capable de
résister a une température de 52°C. Il est a noter que le nombre limité des hydrates de carbone
permettent de distinguer les St. thermophilus des différents Streptocoques (Pilet et al., 2005).

11-6-2-4- Le genre Enterococcus

Les Entérocoques comportent les streptocoques fécaux (Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium). Ce sont des cellules ovoides isolées, en paires ou en courtes chaines,
se développent a 6,5% de NaCl, au pH 9,6. Leur température de croissance de 10° a et 45°C
avec une température optimale
de croissance de 35°C a 37°C (Zhang et Cai, 2014). Ces microorganismes peuvent étre
mobiles, homenfermentaire, pouvant fermenter 1’arabinose et le sorbitol (Tamime, 2002 ; Ho
et al., 2007).

11-6-2-5- Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella sont des bactéries lactiques typiques
(LAB). Ces bactéries se rapprochent au genre Lactobacillus. Elles sont gram positif, catalase
négative et anaérobie facultatif.

Le genre Weissella comprend deux type différents sur le plan morphologique ; les bacilles
(appelés avant les lactobacilles hétérofermentaires "atypique™) et les coques de forme ovoide
(Leuconostocs, Oenococcus et Streptococcus "typique™) : Weissella paramesenteroides et
Weissella hellenica (Bjorkroth et Holzapfel, 2003).

D’aprés Hammes et Vogel ., (1995), toutes les especes du genre Leuconostoc et
Oenococcus ont les caractéristiques physiologiques similaires tel que 1’absence de I’arginine
déiminase, la production prédominante du D (-) - lactate a partir du glucose. Cependant les
especes de Weissella ont une forme ovoide (W. paramesenteroides, W .hellenica et W.

thailandensis).
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Le genre Leuconostoc et notamment les especes Ln. mesenteroides ssp. cremoris et Ln.
lactis sont largement utilisés parallelement avec les lactocoques dans les industries laitiéres
grace a leurs intéréts technologiques, tel que la production de 1’acide lactique et du CO2 ainsi
que la secrétions des substances ardmatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a partir des

citrates du lait (Hassan et Frank, 2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et al.,2008).

Actuellement, I’espéce Leuconostoc oenos isolée a partir du vin a été classée dans un
nouveau genre, Oenococcus oeni et certaines especes de lactobacilles hétérofermentaires ont
été groupées avec Leuconostoc paramesenteroides dans le nouveau genre Weissella (Stiles et
Holzapfel, 1997).

11-6-2-6- Le genre Pediococcus

Selon Pilet et al., (2005), ces bactéries lactiques sont des coques homofermentaire
regroupés en tétrade. Elles sont mésophiles, généralement incapables d’utiliser le lactose et
exigent plusieurs facteurs de croissance. Quelques especes se caractérisent par leur tolérance a
des teneurs trés élevés de sel, tel que I’espece Pediococcus halophilus, renommé
Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus qui se développe a une

concentration elevé d’NacCl allant jusqu’a 18%.

Les especes de Tetragenococcus ont un role déterminant dans la fabrication des produits
alimentaires a concentration élevée en sel tel que les sauces de soja, toutefois, les pediocoques
servent parfois comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud et Rosec, 2004 ;
Tosukhowong et al., 2005).

11-6-2-7- Le genre Bifidobacterium

Le genre Bifidobacterium a été détecté par Tissier en 1899 (Biavati et al.,2000), 32
especes ont été enregistrés de ce genre (Dong et al., 2000). Ces microoganismes sont Gram
positif, anaérobie, immobiles, non sporulés et catalase négative (a I’exception de B. indicum et
B. asteroides). Les Bifidobacterium ont marqué un pourcentage élevé en G+C (entre 55 et 67%)
(\Valeria, 2009). Le tractus intestinal humain et animal représente 1’hote des Bifidobacterium,
cette bactérie est présente dans la microflore fécale de ’adulte avec un pourcentage de 3%

contre 91% chez les nourrissons (Hadadji et al., 2005 ; Boclé, 2005).
11-6-2-8- Le genre VVagococcus

Les especes du nouveau genre Vagococcus sont presque similaires avec les lactocoques
au point de vue morphologique, cependant, ces deux genres sont facilement distincts par leur

composition en acides gras. Quelques especes de Vagococcus sont mobiles (Teixeira et
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al.,1999). Les amorces d’oligonucléotides spécifiques a ce genre et ses espéces sont
disponibles, ce qui rend I’identification des bactéries de ce genre fiable et faisable (Ammor et
al.,2006).

I11-Biodiversité des bactéries lactiques dans les fromages

Des études menées sur la biodiversité de la flore lactique dans les fromages a pate molle,
portées essentiellement sur le Camembert montrent que les lactocoques sont largement marqueés
dans la flore lactique au cours de I’affinage du camembert avec une valeur de 109ufc/g de
fromage (Richard, 1984 ; Desmasures, 1995), avec une prédominance de 1’espéce
Lactococcus lactis. Au niveau intraspécifique, Corroler, (1999) a révélé une prédominance de
la sous-espéce Lc lactis ssp. lactis et Lc. lactis ssp. cremoris au plan geénotypique. Les
lactobacilles représentent le second groupe de bactéries lactiques dominants avec une valeur de
3.10ufc/g de fromage au cours de I’affinage, tant a ’intérieur qu’en surface, Lb. paracasei et
Lb. Plantarum sont les deux espéces les plus frequemment présents (Choisy et al., 1997 ; Henri
Dubernet et al., 2004).

L’évolution de la flore lactique du Venaco, pate molle a croute lavée fabriquée a partir de
lait cru de chevre ou de brebis, a été étudié par Casalta (2003). Ces fromages ont été fabriqué
sans ferments ajoutés. En effet, les bactéries dénombrées provenaient exclusivement de la flore
naturelle du Venaco. De plus, Casalta (2003) a constaté que les lactocoques, présents dans les
laits de I’ordre de 10° germes/ml, se développaient progressivement pour atteindre environ 10°
ufc/g apres 2 jours. Ce genre est considéré étant le principal agent acidifiant du Venaco. Les
lactobacilles hétérofermetaires facultatifs, sont parmi les flores quantitativement majoritaires
du Venaco. Dix fois plus nombreux dans les laits de chévre (2.10%) que dans les laits de brebis
(10%). Leur nombre augmente rapidement au cours des premiers jours d’affinage pour atteindre
environ 107 ufc/g aprés 15 jours. Les leuconostocs et les entérocoques, déja présents dans le lait

de chevre ou de brebis, sont aussi retrouvés au cours de ’affinage du Venaco.
IV- Intéréts et roles des bactéries lactiques dans I’industrie agroalimentaire

D’apres Belyagoubi (2014), I’intégration des bactéries lactiques dans des applications
industrielles repose essentiellement sur leurs propriétés fonctionnelles et technologiques dont
I’activité¢ acidifiante, propriétés enzymatiques (activité protéolytique, peptidasique et
lypolytique), et la production de métabolites citant la péroxyde d’hydrogéne, les acides

organiques et les bactériocines.

Ainsi, les bactéries lactiques participent a 1’amélioration des valeurs nutritionnels des
b

aliments, par leurs propriétés de bioconservation, de probiotique et la réduction de la formation
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des produits toxiques. De plus, plusieurs bactéries lactiques ont la capacité de produire des
bactériocines en diminuant les gaz issus de la fermentation, ce qui permet I’amélioration du

go(t et de la qualité du produit fini (Makhloufi, 2011).

IV- 1-Domaine alimentaire

1V-1-1-Pouvoir texturant

La consistance et la rhéologie des produits alimentaires transformés dépendent
essentiellement des substances appelées exopolysaccharides (EPS) synthétisées par les
bactéries lactiques (Welman et Maddox, 2003 ; Ruas- Madiedo et al., 2002). Les
exopolysaccharides (EPS) servent comme agents épaississants naturels en industries
alimentaires. Les souches lactiques produisant les EPS ; Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et
Steptococcus thermophilus sont utilisés en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des
yaourts dans le but d’améliorer la texture, d’éviter la synérése et d’augmenter la viscosité des
produits fini. (Durlu-Ozkaya et al., 2007 ; Amatayakul et al., 2006). Toutefois, les EPS issus
des souches Lactococcus lactis ssp. Cremoris participent a améliorer la structure et la viscosité
des produits laitiers fermentés (Ruas-Madiedo et al., 2005).

1VV-1-2-Pouvoir aromatisant

Les composés d’ardmes produits par les bactéries lactiques ayant un pouvoir aromatisant
participent aux qualités organoleptiques des fromages. Ces composés sont produits lors du
métabolisme du citrate dont 1’acétoine et le diacétyle, qui sont les plus répandus (Tamime,
1990). Le diacétyle est produit généralement suite a la fermentation du citrate (Vignola, 2002).
Mahaut et al., (2000) notent que les Leuconostocs hétérofermentaires s’associent aux
lactocoques lors de la production des composants ardmatiques (éthanol, acide acétique,

diacétyle et acétoine).
IV-1-3-Pouvoir acidifiant

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques represente une propriété métabolique
largement recherchée dans les industries alimentaires. La fonction acidifiante apparait suite a
la production de 1’acide lactique a partir de de la fermentation des hydrates de carbone au cours
de la croissance bactérienne (Mayra-Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008). Les
souches lactiques L. lactis subsp. lactis, ssp. cremoris et biovar. diacetylactis représentent les
bactéries les plus connus pour leurs différents intéréts technologiques, ainsi que pour leur
aptitude acidifiante (Casalta et al., 1995 ; Lafarge et al., 2004).
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IVV-1-4-Pouvoir protéolytique

Les bactéries lactiques sont incapables de synthétiser les acides aminés nécessaire a la
synthése protéique. De ce fait les bactéries lactiques font appel a un systeme protéolytique dans

les environnements riches en matiére azoté ( Law et Haandrikman, 1997).

La paroi cellulaire des bactéries lactiques est associée a des protéases, qui catalysent
I’hydrolyse de protéines en peptides comprenant 7 a 16 résidus aminés, d’ou vient le role des
endopeptidases (exopeptidases) responsable a la dégradation des peptides en unités
transportables d'acides aminés et en petits peptides. Des études comparatives menées sur la
protéolyse du Cheddar fabriqués avec ou sans ferments ont prouvé I’importance de ces bactéries
lactiques dans la production d’acides aminés libres et des petits peptides durant la phase de

maturation (Lynch et al., 1997; Lane et Fox, 1996; Farkye et al., 1995).

Par ailleurs, Les lactobacilles ont généralement une activité protéolytique plus prononcée que
les lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009). Selon Jeanson
(2000), une synthese de deux types de protéases agissant sur les caséines (protéines impliquées

dans la coagulation du lait) est effectuée lors d’une coagulation du lait.

e Type | : protéolyse de la casé€ine 3,
e Type Il : protéolyse des caséines B, asl et .

IVV-1-5-Pouvoir lipolytique

Les activités lipolytiques des bactéries lactiques jouent un réle déterminant lors de la
maturation du fromage, elles participent principalement au développement des saveurs (Ortiz
De Apodaca et al., 1993). Ordofiez et Ortiz De Apodaca (1977), ont constaté une activité
plus marqués des lipases extracellulaires, par rapport aux lipases intracellulaires présents dans
plusieurs microcoques isolés du fromage contre les acides gras a courte et longue chaine

estérifié aux triacylglycérols.

Stadhouders et Mulder (1958), ont noter que certaines souches de microcoques ont
hydrolysé la matiere grasse du lait en creme dans les conditions du laboratoire, sans pouvoir
hydrolysé la graisse du fromage. Toutefois, d'autres auteurs ont constaté que l'utilisation des
souches choisies de microcoques améliore la saveur du fromage (Reiter et al., 1967; Schleifer
et Kloos, 1975).

1VV-1-6-Pouvoir antibactérien

Les bactéries lactiques contribuent a la préservation des qualités hygieniques des aliments

par le biais de leur aptitude inhibitrices vis-a-vis des microorganismes nuisibles (Caridi et al.,
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2003). Ces microorganismes ont la capacité de produire de nombreux metabolites aux
propriétés antimicrobiennes tels que les des acides organiques, du peroxyde d’hydrogene, du

dioxyde de carbone, de la reutérine, du diacétyle et des bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

Certaines souches lactiques produisent des bactériocines a spectre d’action plus ou moins
large tels que la nisine et la lactostrepcine produites par Lc. lactis, la diplosine par Lc. cremoris,
la plantaricine par Lb. plantarum, la mesentérocine et la leucocine produites par Ln.
mesenteroides (Piard et Desmazeaud 1992 ; Piard et al.,, 1992 ; Vandenbergh 1993 ;
Corbier et al., 2001). La production de ces peptides biocides sert a lutter contre les bactéries a

Gram positif d’altération ou pathogenes (Edima, 2007).
IV-2-Domaine de la santé

Les bactéries lactiques représentent actuellement un groupe d’organismes utilisés pour
I'enrichissement de certains yaourts et laits (Klaenhammer et al., 2007). L’utilisation de ces
microorganismes est due aux intéréts nutritionnels et thérapeutiques que porte ces derniers. Les
bactéries lactiques enrichissent le milieu en vitamines (B et K), acides aminés, composes
organiques (acide lactique et acétique), enzymes (lactase) et bactériocines responsables de
I'inhibition des bactéries pathogénes (Soomro et al., 2002). Les Lactobacillus et des
Bifidobacterium sont les plus fréquemment utilisées comme probiotiques (Khan et Ansari,
2007). Les lactobacilles ont été introduits dans des laits fermentés (Heller, 2001 ; Oliveira et
al., 2001), des fromages (Gomes et Malcata, 1998 ; Nayra et al., 2002) et des glaces
(Christiansen et al.,1996).

Les probiotiques sont bénéfiques pour la santé de 1’hote. Ils permettent 1’annulation de
I’activité de certains pathogenes, servent a améliorer 1’utilisation du lactose et ont la capacité
de réduire le cholestérol sanguin et le niveau des substances carcinogenes. De plus, les
probiotiques participent dans 1’inactivation des composés toxiques et dans la stimulation du
systeme immunitaire. (Ninane et al., 2009). Plusieurs études ont prouvé I’intérét préventif et
curatif des bactéries lactiques sur des différents types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010).
Selon Elghaish et al., (2011), les bactéries lactiques se caractérise par leur capacité de diminuer

les allergies alimentaires grace a leur 1’activité protéolytique.
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Chapitre 3

Géneralités sur les fromages



I-Définition du fromage

Le fromage est une forme de conservation de la matiere utile du lait (Protéines, matiere
grasse ainsi qu’une partie du calcium et phosphore), et notamment les qualités nutritionnelles

et organoleptiques trés appréciables par ’homme (Jeantet et al., 2008).

Le fromage est un produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenus exclusivement des
produits laitiers : lait, lait partiellement ou totalement écrémé, creme, matiere grasse, babeurre,
utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage ou apres
élimination partielle de la partie aqueuse (directive n°88-1206 décembre 1988, article ler)
(Mahaut et al., 2000).

Certains fromages renferment des moisissures sur la croute externe, soit a 1’intérieur,
ou bien sur la croute et a I’intérieur (Majdi, 2009). Le fromage est un aliment riche en graisses,
protéines, calcium et phosphore, caractérisé par une longue durée de conservation par rapport
a celle du lait. Selon la norme (codex alimentarius), « le fromage représente un produit affiné
ou non affiné, de consistance molle ou demi-dure, protéines de lactosérum : caséines ne

dépassent pas celles du lait » (Mallay, 2012).

Les textures et les goQts des différents types de fromages dépendent de 1’origine du lait
(notamment le régime alimentaire de 1’animal), qu’il soit pasteurisé ou pas, de la teneur en
matiére grasse, des especes bactériennes et des moisissures utilisées, du procédé de fabrication,
du temps de maturations. De plus I’utilisation des herbes, des épices, la fumaison sont des

facteurs variant le godt (Majdi, 2009).
II- Le fromage a pate molle type Camembert
I1-1- Caractéristiques et valeur nutritionnelle
I1-1-1- Définition

Veisseyre (1975), a défini le Camembert comme étant a fromage a pate molle, en forme
cylindrique plate, d’un caillé non divisé. Ce fromage a un diameétre de 10 a 11 cm et une
épaisseur de 3 cm. Il est constitué d’au moins 40% de matiere grasse et de 110g de matiere
séche. Le Camembert est un fromage affiné moisissures superficielles, d’origine de Normandie

(France).
11-1-2- Composition et valeur nutritionnelle

Le Tableau 7, met en exergue une composition moyenne comparative du lait et du

fromage.
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Selon le mode de fabrication du Camembert, la teneur en matiére azoté est située entre
30 et 50 % de matiere azotée / matiere séche. Le Camembert est considéré parmi les meilleures
sources alimentaires de protéines ayant une digestibilité éleveée (Mietton, 1995). Ces protéines
ont une grande valeur biologique, caracterisée par leur composition équilibrée en acides aminés
d’une part, et par leur propriété de former une pate fromagére trés désirés par les

consommateurs d’autre part.

La mati¢re grasse du Camembert (25 a 40%) assure 1’onctuosité de la pate et participe
également a créer la flaveur particuliere conférée au produit fini (Neelakanten et al, 1971). En
ce qui concerne le lactose, il faut savoir que les fromages affinés en générale ne contiennent pas
de glucides. Seulement une petite quantité reste dans le caillé aprés égouttage, et celle-ci est
transformée par la suite en acide lactique au cours de I’affinage. Concernant les autres
nutriments, le Camembert constitue une source importante en calcium. (200 a 700 mg/ 100g),
en phosphore, en sodium et en vitamines (notamment du groupe B) (ECK, 1990). De plus, le
petit Camembert est un fromage de diametre réduit (80-85 mm de diametre) ayant un extrait
sec supeérieur a 60 g. Sachant que la dénomination Véritable Camembert de Normandie est

protégée par un label de qualité qui definit notamment une aire de production.

Tableau 7 : Composition moyenne comparée du lait et des fromages Selon Alais et Linden
(1993)

Lait Fromage
Eau Eliminée en partie par la fabrication
. Teneur en eau varie de :
Environ 87% -35% (péte cuite dure)
-50% (pate molle)
-80% (fromage frais)
Glucides -lactose 5 % Pratiquement éliminé avec 1’eau par la
Les ferments lactiques transforment le lactose fabrication.
en acide lactique, ce sucre peut
étre également transformé en alcool.
Lipides -environ 4 % se retrouvent dans la majorité des
Sous forme de globules gras tres petit fromages sauf dans les fromages maigres
en émulsion dans le liquide ; » !
Ce sont en majeure partie des 23 % fromages a pate molle,
triacylglycérols (beaucoup d’oléine) avec un 30 % fromages a pate dure.
peu de lécithines.
Protéines Environ 3,5 %. la caséine coagulant avec la présure,
Les plus importantes en quantités sont les est 1’élément essentiel de tout les
caséines : 3 % Les proteines du serum sont aussi fromages (méme maigre) :
d’un apport non négligeable. 18 % fromages a pate molle,
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19 % fromages blancs au lait
crémé, 24 % fromages a pate ferme.

Minéraux | -Tres intéressante valeur minérale car tres riche grande richesse en calcium et en
en calcium et en phosphore.
Le calcium étant plus abondant que le phosphore, surtout dans les fromages
phosphore, le rapport Ca / p= 1,39 donc a pate ferme
le lait est recalcifiant. rapport Ca / p= 1,26 en moyenne, donc
-Contient aussi potassium et chlorure de sodium aliment recalcifiant ;
: plus au moins riches en chlorures de
-pas de fer. Sodium selon leur fabrication adjonction
de sel,
pate lavée a I’eau salée, etc...)
Vitamines -B1 en petite quantité -les fromages fermentés a pate molle,

-B2 assez importante.

-C en quantité variable dans le lait frais, mais
pratiqguement détruite au contact de I’air durant
les manipulations et le
transport et par la pasteurisation et I’¢bullition.
-A en quantité importante dans la matiere
grasse, donc absente dans, les laits écrémés
-D en quantité variable selon la saison

notamment les fromages bleus, sont de
bonnes sources de vitamines B, du fait
les syntheses réalisées par les
moisissures.
-se retrouve dans le fromage selon la
teneur en matiéres grasses

I1-2- Etapes de la fabrication

I1-2-1- Nature de la matiere premiere

La fabrication des fromages a pates molles de type Camembert fait appel a I’'usage d’un

lait de bonne qualité physico-chimique et sanitaire. De plus, la nature du lait utilisé lors de la

fabrication dépend essentiellement de la production du lait cru. Dans les pays connus par leurs

grandes traditions fromageres notamment la France, le Camembert est fabriqué a partir de lait

cru ou bien d’un lait pasteurisé, contrairement au pays ou la production du lait cru est deficitaire,

I’utilisation du lait recombiné est recommandé, ce lait est composé de produits d’importation

(poudre de lait et matiere grasse laitiere anhydre : MGLA) et des volumes d’eau reconstitution

bien appropriés (Remeuf et al.,1991). Les mémes auteurs affirment également que [’aptitude

a la transformation du lait en fromage dépond de plusieurs paramétres citant ici; la

composition chimique du lait (notamment sa richesse en caséines), la charge microbienne et la

nature de sa microflore, !'aptitude au développement des bactéries lactiques et Enfin, son

comportement vis a vis de |’enzyme coagulante a savoir la présure.

11-2-2- Traitements préliminaires du lait
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Les laits réceptionnés a I’usine doivent étre controlés afin d’écarter tous les laits
impropres a la transformation fromagére (laits plus ou moins acides ayant une charge
microbienne importante). Aprés un entreposage & basse température (3-4°C), Certains
traitements technologiques sont appliqués sur les laits destinés a la fabrication fromageére dont
I’homogénéisation et le traitement thermique, afin d’assurer un produit fini appréciable tout en
assurant un bon rendement de fabrication. (Lenoir, 1974 ; Miranda et Gripon, 1986).
Cependant, une mauvaise manipulation de ces traitements, engendre des modifications physico-

chimiques et nutritionnelles désagréables (Feuillat et al, 1976 ; Lemieux et al, 1994).
11-2-2-1-Standardisation

La standardisation sert a ajuster la composition du lait selon celle du fromage a élaborer.
Pour ce faire, la teneur en matiere grasse du lait doit étre aux alentours de 28g/l et le taux de

protéine du Camembert doit étre supérieur a 31 g/kg de fromage) (Bertrand, 1988).
11-2-2-2- Homogénéisation

L’homogénéisation est une action mécanique effectuée a I’aide d’un homogénéisateur, a
une température de plus de 60° C. L’objectif principal de cette étape est de stabiliser I’émulsion
de la matiére grasse du lait en réduisant le diamétre des globules gras aux alentours de 1 micron

par une pression de 100 a 200 bars (Bourdier et Luquet, 1991).
11-2-2-3- Traitements thermiques

Le traitement thermique des laits destinés a la fabrication fromagére dépend de la
température et de la durée du chauffage. Ce traitement peut influer la flore microbienne initiale
d’une part et la composition physico-chimique du lait d’autres part. cette influence se manifeste
par des changements des différentes caractéristiques du lait et par conséquent, 1’altération de la
qualité du produit fini notamment sa valeur nutritive (ECK, 1990). Ainsi, la thermisation
(traitement a 64°C pendant 15 a 20 secondes) est indiquée pour éliminer les bactéries
psychotrophes. Ces microorganismes se développent dans les laits réfrigéré (a la ferme ou bien
eu niveau de la fromagerie) dont les especes les plus connus sont; Pseudomonas,
Achromobacter et Flavobacterium produisant des lipases et des protéases exocellulaires
résistantes a la pasteurisation (a 72-74°C pendant 15-20 secondes) et également a la stérilisation
UHT (a 132°C pendant 1-2 secondes) (Lenoir et al, 1983). Ces enzymes secrétés dégagent des
godts désagréables (malte, amer, rance), et favorisent également les pertes du rendement
fromager. Ce traitement n’assure pas totalement la protection de la santé du consommateur, du

faut qu’il ne détruit qu’une partie des germes pathogenes (Bertrand, 1988).
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Par ailleurs, la technique de pasteurisation est la plus adaptés dans les industries fromageres afin
d’assurer la destruction totale des germes pathogeénes présents dans le lait tout en réduisant ainsi la flore
banale. Il est a noter que la technique de pasteurisation est adaptée selon des barémes appropriés
(température / temps de chauffage) ; une pasteurisation basse a 63° C pendant 30 minutes, ou
bien une pasteurisation haute (HTST) 72° C pendant 20 secondes (Luquet et Bourdier, 1991).

11-2-3- Etapes clés de la fabrication du Camembert

La fabrication du Camembert ; un fromage a caractéristiques organoleptiques spécifiques,
fait appel a de nombreuses étapes technologiques notant principalement I’ensemencement—

maturation, la coagulation, 1’égouttage et enfin I’affinage. (Fig. 6)
11-2-3-1- Phase d’ensemencement — maturation

La premicere étape de fabrication du Camembert a partir d’un lait est d’en introduire des
ferments lactiques sélectionnés qui servent a coaguler le lait (en provoquant 1’acidification) et
participent aussi dans 1’activité protéolytique au cours de 1’étape de 1’affinage de ce fromage.
De plus, la dose des ferments lactiques mésophiles ensemencée dans un petit volume de lait.
Elle est de ’ordre de 1.5 a 2% (Lenoir et al, 1983). Il est nécessaire d’accorder un temps de
maturation suffisant afin d’assurer un bon développement des souches lactiques ensemencés

(Bertrand, 1988).

Dés que les souches revivifient, ce levain est servi a ensemencer les grandes cuves de
coagulation. D’autres part, le phénoméne de I’affinage fait appel a ’inoculation des levains
fongiques notamment Penicillium Camemberti, Penicillium caseicolum ainsi que Geotrichum

candidum.
11-2-3-2- Coagulation

11 s’agit d’une formation d’un gel (coagulum) provenant dans le cas du Camembert des
changements de propriétés physico-chimiques autour des micelles de caséines en contribuant a
leur déstabilisation compléte. La coagulation adaptée généralement pour les fromages a pates
molles est mixte. Elle est assurée par la combinaison de 1’action de la présure (coagulation
enzymatique) et celle des bactéries lactiques (coagulation acide). Pour ce qui est de la
coagulation acide (sous ’effet de I’acide lactique produit par les bactéries lactique), la chute du
pH conduit a la solubilisation du calcium et du phosphate inorganique. Par conséquent, le pont
salin casse petit a petit les micelles. Celles-ci se lient entres elles en formant un gel cassant, trés

friable et peu élastique (Mietton, 1995). La coagulation enzymatique est assurée par 1’action
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de la présure ; une enzyme protéolytique tirée de caillettes de veaux non sevrés. La présure
présente deux fractions actives la premiere dite majeur (80%) appelée Chymosine et la
deuxieme mineure (20%) est la pepsine (ECK, 1990). Il importe de signaler qu’au cours de la
coagulation enzymatique, la présure hydrolyse la caséine k au niveau de la liaison (Phel05-
Met106), ce qui provogque une déstabilisation des micelles de caséines. Ces derniéres se
floculent petit a petit afin de former un gel ferme et compact représente une bonne cohésion
(\Veisseyre, 1975).

NB : Le gel formé subit un découpage en portions égales dans le but de faciliter
I’¢élimination du lactosérum, cette étape est suivie d’un moulage ; qui s’agit de la mise du caillé

dans des moules pour permettre a obtenir la forme finale du fromage.

11-2-3-3- Egouttage

L’intérét principal de cette étape est de séparer le lactosérum du caillé, tout en réglant sa
teneur en eau, sa minéralisation et son délactosage.

D’aprés Bertrand (1988), durant I’étape de 1’égouttage, deux actions complémentaires
peuvent €tre observés, la premiére s’agit d’une expulsion du sérum par le coagulum qui se
contracte et se concentre (synérése), la deuxiéme consiste a la séparation du sérum et du caillé

par action physique.
11-2-3-4- Salage

La pate obtenue subit un salage par adjonction de chlorure de sodium. Le sel assure
I’élimination de certaines proliférations microbiennes, il permet de poursuivre 1’étape de
I’égouttage et sert comme exhausteur de golit en relevant la saveur du fromage (Alais et

Linden, 1993).

Le salage fait appel a deux techniques ; la premiére consiste a un salage a sec par
saupoudrage superficiel, par frottage ou par incorporation dans la masse du caillé. La deuxieme
technique représente le salage en saumure par immersion dans une solution saturée en NaCl «
317,8 g /1 ». La teneur en sel du fromage a pate molle type Camembert est de I’ordre de 1,7 a

2,5 g/100g de fromage. (Alais et Linden, 1993).
11-2-3-5- Affinage

C’est une étape de digestion enzymatique, il s’agit des enzymes de la flore microbienne

présente, responsables de la dégradation des constituants du caillé. La pate subit une multitude
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de modification autour de son aspect, sa texture et sa consistance. A ce stade, cette pate devient

un produit élaboré denommé fromage.

Selon Mietton (1995), I’affinage est assuré par 1’association de trois principales actions
biochimiques a savoir ; la dégradation des protéines, I’hydrolyse de la matiere grasse et la
fermentation du lactose.

Le Tableau 8 met en évidence les grandes transformations biochimiques au cours de I’affinage.
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Tableau 08 : Les grandes transformations biochimiques

au cours de I’affinage (Abdoune,
2003)
Groupes microbiens Origines Fonction
Bactéries
STREPTOCOQUES
LACTIQUES Levain lactique Acidification
Streptococcus lactis
Streptococcus cremoris
Streptococcus lactis Subsp
diacetylactis
Streptococcus thermophilus
LEUCONOSTOC Lait, éventuellement PdeUCUOg’iiéC;?posamS
LACTOBACILLES levain lait Production de composants
Lactobacillus plantarum darome
Lactobacillus casei , , _
MICROCOQUES Lait, saumure, sel Pro;ggg’;%'eiegrﬁgzgon
BACTERIES Lait Protéolyse, dégradation des

CORYNEFORM

Corynebacterium

acides aminés
éventuellement

Levain
Brevibacterium

Levures

lait, atmosphere des Production de composant
Kluyveromyces locaux , matériels de d’arome

Debaryomyces fromagerie, éventuellement
Saccharomyces levain
Moisissures Levain fongique

Désacidification
Protéolyse, lipolyse
production des composants

Penicillium camemberti

d’ardme
. . Lait, atmosphere des . ;
Geotrichum candidum locaUX maF'ZérieI de protéolyse, lipolyse,
P . Production de composants
fromagerie, Levain Jard
. arome
éventuellement
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La Figure 6 représente un diagramme des différentes étapes de fabrication du Camembert.

Lait

Y

Traitements préliminaires de Lait (homogénéisation et traitement thermique)

l

Ensemencement par des ferments lactiques mésophiles

Emprésurage

y

Coagulation

Découpage, brassage, égouttage

Moulage

Salage en surface ou dans une saumure

l

Affinage

L
Fromage a pate molle

Figure 6 : Diagramme des différentes étapes de fabrication du camembert
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11-2-3-6- Conditionnement—Emballage

Le conditionnement et I’emballage sont effectuées sur des lignes industrielles classiques,
les opérations sont achevées dans des chambres froides afin d’éviter les chocs thermiques.
(Mahaut et al, 2000).

11-2-3-7- Conservation du camembert

Selon Plati (1998), la réfrigération reste le meilleur moyen de conservation du
Camembert. Ce dernier est conservé a une température est comprise entre 4° et 8° dans son
emballage d’origine, tout en I’isolant du reste des aliments réfrigérés. Sa durée de conservation

ne dépasse pas les 10jours.
11-3- Place du fromage dans la couverture des besoins nutritionnels

Le fromage est un aliment hautement digestible, intéressant pour tout 4ge confondu. Les
fromages les plus riches en Calcium sont congus pour les enfants et les adolescents afin de
couvrir leurs besoins élevés en Calcium (environ 800 mg/jour). En ce qui concerne 1’adulte il
est conseillé de consommer des produits laitiers apportent 15% des besoins en vitamines A,
10% en thiamine, 40% en riboflavine, 30% en niacine et 25% en vitamine B12 (Dillon &
Berthlier, 1997). S’agissant des personnes agées, le fromage représente une source tres
appréciable de calcium, de protéines de haute valeur biologique. Toutefois, les troubles digestifs
liés a la mauvaise digestion des graisses marqués a un certain age nécessite la fabrication des

fromages a une faible teneur en matiere grasse (ECK, 1997).
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Partie Experimentale



Chapitre 1

Qualite physico-chimique et
microbiologigue des
echantillons du lait de vache
des différents stades de
lactation



I- Objectifs :

L’objectif principal de la premiére partie de cette theése consiste a étudier la variabilité de
la composition de lait de vache selon le stade de lactation des vaches laitiéres et son influence
sur la qualité des fromages a pates molles de type Camembert. Pour ce faire, un prélevement
des échantillons de lait de vache cru provenant de trois stades de lactation différents (premier,
deuxieme et troisieme stade) a été effectué. Ensuite des analyses physico-chimiques,
biochimiques et microbiologiques ont été réalisées sur les différents laits prélevés afin de définir
leurs qualités biochimiques initiales de point de vu composition (dosage des protéines, lipides
totaux, lactose, ESD, la densité, ’acidité et le pH), ainsi que leur état sanitaire (recherches des
flores mésophiles totales, des coliformes fécaux et totaux, clostridium sulfito-réducteur,
streptocoques fécaux, salmonelles, staphylocoques, la flore lactique, levures et moisissures).

I1-Matériels et méthodes

11-1- Echantillonnage :

Les laits de cette étude ont été collectés entre le mois de Mars et Avril 2016, a partir de
20 vaches laitieres de race Holstein, agées entre 36 et 60 mois. Les vaches ciblées dans notre
expérimentation ont été réparties sur 4 fermes situées dans les régions de Mazagran et de Hassi
Mameche (wilaya de Mostaganem (Algérie). Les vaches ont recu une alimentation a base de
concentré, accompagneé d’un paturage a plein temps. Il est a signaler que le niveau de production
laitiere moyen des vaches de notre étude est de 1’ordre de 22kg/jour. Dans ce travail de
recherche, trois stades de lactation ont été pris en considération avec des prélévements de lait
de mélange de la traite du matin et du soir, respectivement tout en respectant les regles
d’hygiéne et d’asepsie. Le premier stade de lactation est représenté par les trois premiers mois
de lactation, le deuxiéme du 4eme au 6eme mois et le troisieme du 7éme au 10éme mois. Enfin,
les différents échantillons de laits prélevés ont été mis dans une glaciére pour qu’ils soient
acheminés en toute sécurité au laboratoire et procéder a leurs analyses physico-chimiques et

microbiologiques.
11-2- Analyses physico-chimique du lait :

I1-2-1- Analyses effectués a I’aide de ’appareil « LactoStar » (FT 120, FossElectric,

Hilleroed, Danmark)

Le Lactostar est un appareil qui permet d’analyser avec précision plusieurs parametres.

Ce qui nous a aide a déterminer :

+ La teneur en Matiere grasse
+ La teneur en Protéine
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+ Lateneur en lactose
+ La teneur en extrait sec dégraissé
+ Ladensité

11-2-2- Acidité titrable

L’acidité titrable est déterminée par un titrage de I’acide lactique avec I’hydroxyde de
sodium a 0,1 N sur un volume de 10 ml de lait en présence de phénolphtaléine comme
indicateur ; le virage au rose est facilement perceptible, par comparaison avec un témoin
constitué du méme lait. Le virage de couleur est pris en considération lorsque la coloration rose
persiste pendant une dizaine de secondes (AFNOR, 1980). L’acidité titrable exprimée en degré
dornic est calculée selon la formule : L’acidité en degré dornic =V naon * 10

V nNaoH est le volume en millilitres de la solution d’hydroxyde de sodium 0,1N nécessaire.
11-2-3- pH

Le principe consiste a la mesure de la différence de potentiel entre une électrode de

mesure et une électrode de référence réunies en un systéme d’¢lectrodes combiné.

Le pH est déterminé directement en utilisant un pH-meétre électronique a 20°C (Hanna
H211, Hanna instrument, Portugal) et ce apreés avoir plongé I’¢électrode dans un bécher

contenant une suspension de lait a analyser.
11-3- Analyses microbiologiques

D’aprés Jora (1998), les analyses bactériologiques du lait sont limitées a la recherche de
la flore mésophile totale, les coliformes fécaux, les streptocoques fécaux, straphylococcus
aureus, les Clostridiums sulfito-réducteurs et les salmonelles. Ainsi, la recherche de la flore

lactique et des levures et moisissures a été effectuee.

I1- 3-1- Flore mésophile totale

La flore mésophile, (également désignée : germes aérobies totaux) est I’ensemble des

germes aptes a se multiplier a ’air libre avec une croissance optimale a 30°C (Leclerc et

Mossel, 1989).

Les dilutions 1072, 102 et 10 sont ensemencées en masse sur milieu solide PCA, suivi

d’une incubation a 30°C pendant 24h.

11-3-2- Flore lactique
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Elle est constituée essentiellement des genres Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus
et Leuconostoc. Leur recherche est importante car ce sont des germes utiles dans 1’affinage.
Leur quantification permet le suivi de la maturation du fromage, particulierement de la

protéolyse.
11-3-2-1 Dénombrement des Streptocoques lactiques

Le principe de ce dénombrement repose sur 1’utilisation du milieu spécifique (milieu
M17) rendu sélectif par addition d’acide nalidixique. L’incubation a lieu a 25°C pendant 72 h

(Bourgeois et Leveau, 1991).
11-3-2-2- Dénombrement des Lactobacilles

Le dénombrement de cette flore repose sur 1’utilisation du milieu MRS (De Man et al.,
1960) avec incubation a 37°C pendant 48 h. Ce milieu tient compte des caracteéres acidogenes
et acidophiles ainsi que des exigences nutritionnelles de ces germes (Bourgeois et Leveau,
1991).

11-3-3- Recherche et dénombrement de Clostriduim Sulfito-réducteurs

5 tubes a essai ont été ensemencés, par 2 ml de la solution 107! puis sont chauffés a 80°C
pendant 10 min et refroidi immédiatement. Par la suite, la gélose VF est ajoutée aux tubes

jusqu’au remplissage complet afin de forcer I’anaérobiose. Aprés homogénéisation, les tubes

sont incubes a 46x1°C pendant 48 h (Joffin, 1999).
11-3-4- Levures et moisissures

Les levures et moisissures sont des micro-organismes unicellulaires et filamenteux, se
développant dans les milieux acides (pH inférieur a 4,5) et a une température comprise entre 20
et 25 °C. Ces micro-organismes peuvent provoquer des accidents de fabrication comme la
détérioration du godt, le gonflement et le défaut de texture.

Le principe de ce dénombrement repose sur I’utilisation d’un milieu rendu sélectif par
addition d’antibiotiques tel que le milieu dit gelosé a 1’oxytétracycline glucose Agar (OGA)
(Jora, 1998).

11-3-5- Dénombrement des coliformes totaux

Le dénombrement des coliformes totaux peut se faire soit sur milieu solide tel que le
V.R.B.G (violet cristal rouge neutre bile glucosée) ; soit sur milieu liquide le bouillon lactosé
au vert brillant et a la bile (BLBVB).
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Le milieu VRBG a été utilisé avec un ensemencement en masse de 1 ml de chaque
dilution, les boites sont incubées a 37°C pendant 24 & 48 h (Jora, 1998).

11-3-5-1-Dénombrement des coliformes fécaux

La numération des coliformes fécaux est effectuée avec le méme milieu VRBG apres 48
h d’incubation a 44°C. Deux tubes ont également ¢été ensemencé du milieu liquide (BLBVB)

par 1ml de chaque dilution, puis incubé a 44°C pendant 48 h (test présomptif) (Jora, 1998).
11-3-5-2- Dénombrement des streptocoques fécaux

Les streptocoques fécaux se caractérisent par leur appartenance au groupe serologique D
de LANCEFIELD et par le fait que leur habitat normal étant le tube digestif des animaux, leur
présence en nombre excessif est un signe d’un défaut d’hygiéne. Dans le lait et les produits
laitiers, les streptocoques du groupe D sont recherchés et dénombrés en milieu liquide par la
technique NPP (nombre le plus probable). La technique en milieu liquide fait appel a deux tests

consécutifs :

o Le test presomptif : réservé a la recherche des streptocoques sur milieu de Rothe 1’agent
sélectif dans ce milieu est I’azide de sodium

e Le test confirmatif: réservé a la confirmation proprement dite sur milieu EVA LITSKY,
des tubes positifs du test de présomption. Les agents sélectifs du milieu sont 1’azide de
sodium et 1’éthyle violet.

- Recherche du caractére hémolytique

A partir des cultures en milieu liquide Eva Litsky, nous avons procéder & 1’isolement du
germe sur une gélose au sang de mouton défibriné, les boites sont incubées & 37°C pendant 48
h (Jora, 1998).

11-3-6- Recherche des salmonelles

Du fait de leur rareté et de I’endommagement des cellules, il s’applique un processus de
revivification et de multiplication, correspondant a un pré-enrichissement sur eau peptonée
tamponée, puis un enrichissement des cellules sur bouillon au sélénite de sodium cystine. Un

isolement est effectué par la suite sur milieu SS (Jora, 1998). (voir Annexes).
11-3-7- Dénombrement des Staphylococcus aureus

Le dénombrement est effectué sur milieu Chapman par étalement en surface de 0,1 ml
de chaque dilution, puis incubation a 37°C pendant 24 a 48 h (Jora, 1998).

I1-4- Traitement statistique
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Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse de variance suivie d’une comparaison

des moyennes en appliquant le test de Duncan (IBM SPSS software® version 20).

I11- Reésultats et discussion

I11-1- Résultats des analyses physico-chimiques

Le tableau 9 résume les résultats des teneurs en matiére grasse, matiére proteique, extrait

sec dégraissé (ESD), lactose ainsi que les valeurs du pH, de ’acidité et la densité des laits issus

des différents stades de lactation en g/l.

Tableau 9 : Analyses physico-chimiques des laits récoltés dans les trois stades de lactation

1" stade de 2éme stade de 3éme stade de signification
lactation lactation lactation

pH 6.53+0.10 a 6.69+0.15 a 6.41+0.23 a NS

Acidité 16.73+0.51 a 16.69+0.42 a 17.15+0.25 a NS
Densité 1023.63+1.52 a 1031.63+1.81 b 1030.50+1.61 b *
MG (g/l) 4156+1.01 a 33.13+0.92 b 28.4%0.81 ¢ *
Protéines (g/l) | 30.86+1.78 a 38.08+1.29 b 30.39+0.98 a *
ESD (g/l) 78.76x1.47 a 83.76+2.01 b 80.45+1.68 ¢ *
Lactose(g/l) 41.96+1.21a 53+0.87 b 50.83+0.78 ¢ *

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type (n=3). Les différentes lettres

affectées (a, b, ¢) et le symbole (*) indiquent un effet significatif du site de capture (P<0,05). NS indique

« effet non significatif » du parametre étudié.

I11-1-1 Matiere grasse

Les teneurs en lipides selon le stade de lactation sont illustrées dans le tableau 9 et la figure 7.

La comparaison des teneurs en lipides selon le stade de lactation montre une supériorité
plus marquée sur le lait du premier stade par rapport au deuxieme et troisieme. Les résultats
enregistrés montrent clairement que les contenus lipidiques des laits du deuxiéme et du
troisieme stade de lactation ont enregistré une baisse par rapport a celui du premier stade de
lactation (41.56 Vs 33,13 et 28,4 g/l).
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La teneur en matiére grasse décline apres le vélage et atteint son minimum lorsque les
vaches sont entre 40 a 60 jours post-partum, avec une Iégere augmentation journaliére par la
suite (Schultz et al., 1990 ; Barber et al., 1997 ; Walker et al., 2004). Cette baisse peut étre
expliquée principalement par un effet de dilution vue que la teneur matiére grasse évolue

inversement a la production de lait (Coulon et al., 1991 ; Varga et Ishler, 2007).

Les teneurs en matiére grasse enregistrés dans le lait du 2°™ stade de lactation vont de paires
avec les valeurs signalées par Sassi et al.;(2018), qui sont de 1’ordre de 33.72¢g/l durant le
printemps. Selon Coulon et al., (1986), la mise a I’herbe en fin d’hiver et en printemps engendre
une élévation du taux butyreux. Cependant, les résultats obtenus dans le lait du 1° stade de
lactation s’averent inférieurs a ceux rapportés par Linkmark et al., (2003) qui sont de 1’ordre
de 43.4¢g/1 pour le lait suédois. 1l en est de méme pour les résultats obtenus par Mansour (2015)
qui a enregistré un taux maximal de matiére grasse de 1’ordre de 45 g/l. D’aprés Mendia et al.,
(2000), les variations du taux butyreux du lait sont dues principalement aux facteurs

alimentation et aux stades de lactation.

MG (g/1)
W ler SL
45
W 2éme SL
40
3¢ SL
35 33,13 eme
28,4
30 ¢
I
25
20
15
10
5
0
ler SL 2éme SL 3éme SL

Figure 7 : Teneur en MG selon les trois phases de lactations
111-1-2- Matiere protéique

Les contenus protéiques des différents laits récoltes laissent observer que celui du
deuxiéme stade de lactation surclasse (P < 0,05) les laits du premier et du troisieme stade de

lactation de 19% et de 20,19% respectivement (tableau 9, figure 8).

71



Protéines (g/l)
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Figure 8 : Teneur en protéines selon les trois stades de lactation

Le stade de lactation a un effet sur la teneur en protéines du lait (Beever et al., 2001).
Apres le vélage, la teneur en protéines est la plus élevée, cette teneur baisse au fur et a mesure
pour atteindre son minimum entre la 5°™ et 6°™ semaines de lactation et augmente & nouveau

graduellement jusqu’a la fin de la lactation (Beever et al., 2001).

Néanmoins, nos résultats montrent que la teneur en protéines du lait issu du premier stade
de lactation est inférieure a celle du lait du deuxieme stade de lactation. Ce faible taux de
protéines peut étre expliqué par 1’état sanitaire des animaux et la présence de cellules
somatiques dans le lait. Selon Amiot et al., (2002), I’inflammation de la mamelle affecte la

synthese des protéines du lait « caséinex.

D’aprées Alais (1984), la teneur en protéines du lait de vache est comprise entre 33 g/l &
36 g/l contrairement au valeurs enregistrés dans notre étude. Toutefois, la teneur moyenne en
protéine du lait issu du premier et du troisieme stade de lactation avoisine celle obtenu par
Sassi (2018) qui a constaté que la teneur moyenne en protéine du lait de vache a la wilaya de
Relizane était de I’ordre de 29.82 g/l. Toutefois, la teneur moyenne en protéines issu du lait du
deuxiéme stade de lactation s’avere plus élevée que les normes avec une valeur de ’ordre de
38.08 g/l. D’apres Coulon et al., (1991), I’augmentation de la teneur en protéine est due

principalement a I’avancement du stade de gestation.

Par ailleurs, Remond (1987) et Schultz et al., (1990) affirment que les teneurs en
TP et TB sont maximales au cours des premiers jours de lactation, minimales durant les 2éme
ou 3¢éme mois de lactation, et s’accroissent ensuite jusqu’a la fin de la lactation. Cette

augmentation est due a ’avancement du stade de gestation. Ce dernier diminue la persistance
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de la production laitiere. Il est a noter que pour les deux taux (protéiques et butyreux), les écarts

entre les mois extrémes atteignent 7 g/kg (Remond, 1987 ; Schultz et al., 1990)
111-1-3- Extrait sec dégraissé (ESD)

Le contenu en extrait sec dégraisse entre les trois laits récoltés apparait dans des proportions

comparables (Tableau 9, figure 9).

ESD (g/l)
W ler SL
88
M 2eme SL
86 3éme SL
83|76
84
82 80{45
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76
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Figure 9 : Teneur en extrait sec degraisser selon les trois stades de lactation

Toutefois, le stade de lactation présente un effet significatif (P < 0,05) sur le taux de I’ESD.
A cet effet, une augmentation de ESD de I’ordre de 6 et 8 % pour les laits du deuxiéme et du
troisieme stade de lactation est observée respectivement par rapport a celui du premier stade
(78.76 Vs 83.7 et 85.449/1).

Le taux d’extrait sec dégraisse représente la teneur en éléments secs aprés soustraction de
la matiere grasse, les valeurs d’ESD sont beaucoup plus stables que celles de la matiére séche

totale, (Veisseyre, 1975)

Les teneurs en ESD des différents laits recoltés issus des trois stades de lactation s’avérent
inférieures a celle citée par Vierling (2008), soit une teneur supérieure a 8,59/100ml. Cela peut

étre justifié par la richesse de nos échantillons de laits en matiére grasse (Codou, 1997)

Selon Mathieu (1998), le taux d’ESD dégraissé doit étre supérieur ou égal a 85¢g/litre, car

une valeur inferieure laisse a suspecter le mouillage du lait.

Par ailleurs, Coubronne etal., (1980) affirment que les rations peu énergétiques

engendrent une baisse de la teneur en extrait sec dégraissé.
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111-1-4- Teneur en lactose

La teneur en lactose est plus élevée dans le lait du deuxiéme stade de lactation que dans
les laits du troisiéme et du premier stade de lactation (53 Vs 50.83 et 41.95 g/l) avec des

différences de I’ordre de 4% et 21% respectivement.

Lactose(g/l)
60 W lerSL
53
50,83 W 2éme SL
50 T \
41,96 3eme SL
40
30
20
10
0
ler SL 2éme SL 3éme SL

Figure 10 : Taux de lactose selon les trois stades de lactation

Selon Mathieu (1999), le lait comporte des glucides principalement représentés par le
lactose, ce dernier est synthétisé au niveau des cellules des acini a partir du glucose sanguin et
produit en majorité par le foie. Le lactose est considéré comme étant I’'unique glucide du lait de

vache avec un pourcentage de 99% des glucides du lait.

La Teneur moyenne en lactose dans les laits des différents stades de lactations est
comprise entre 41,96 g/l et 53 g/l. Par contre, Sassi (2018) a révélé que de la teneur en lactose
est dans I’intervalle de 45.22 g/l a 45.33 g/1.

Les résultats obtenus pour le lait du 3°™ stade de lactation corroborent ceux de Hoden et
Coulon, (1991) qui ont révélé que la teneur en lactose varie de 48 a 50 g/l dans le lait de vache.
Cependant la teneur en lactose dans le lait du 2°™ stade de lactation demeure supérieure a cet
intervalle alors que la teneur de lactose du lait du 1 stade de lactation est inférieure a ce dernier.

111-1-5- pH

La valeur du pH des différents échantillons de laits de vache issus de différents stades de

lactation sont illustrés dans le tableau 9 et la figure 11.
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Figure 11 : valeurs du pH selon les trois stades de lactation

Il importe de signaler, que le taux moyen de pH du lait du 2eme stade de lactation (6,69)
reste supérieur a celui du 1* et du 3eme stade de lactation dont la teneur en pH était de I’ordre

de 6,53 et 6,41 respectivement.

Les résultats obtenus dans le lait du premier stade de lactation vont de pair avec
I’intervalle des pH du lait normal affirmé par Mahaut (2000) et Vignola (2002) qui passe de
6,6 4 6,8. Cependant, les valeurs enregistrées dans le lait du 1 et 3°™ stade de lactation
s’avérent inferieur a cet intervalle. En outre, les pH obtenus dans le lait du 1% et du 2™ stade
de lactations rejoignent ceux les enregistrés par Sassi (2018) qui était comprises entre 6.51 et
6.78.

D’aprés Mathieu (1998), les valeurs des pH inférieurs a 6,5 ou supérieurs a 6,9 sont
anormales pour le lait de vache. L’état sanitaire du pis fait varier le pH du lait et son taux peut

dépasser 7 lors d’une mammite.
111-1-6- Acidité

L’acidité des laits échantillonnées des trois stades de lactations sont mises en exergue dans le

tableau 9 et figure 12.

La valeur d’acidité était supérieure dans le lait du 3eme stade de lactation avec un taux

de 17,15 suivi de celles des laits du 1° et du 2°™ stade de lactation (16,73 et 16,69)
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respectivement. Nos résultats vont de pair a I’intervalle rapporté par FIL-AFNOR qui est de
I’ordre de 15 a 18°D.

Acidité

18

17,5
17715

17 16{73 16169
16,5 W lerSL

16 W 2eme SL

3éme SL

15,5

15
14,5

ler SL 2éme SL 3éme SL

Figure 12 : Valeurs d’Acidité selon les trois stades de lactation

D’apres Vignola (2010), I’acidité titrable sert a mesurer les ions H+ qu’ils soient ionisés
ou disponibles dans le milieu. Elle associe I’acidité naturelle et 1’acidité développée. L acidité

du lait dépend principalement de la teneur en caséines et en sels minéraux (Alais, 1984).

111-1-7- Densité

Les résultats de densité des différents laits récoltés issus des trois phases de lactation sont

illustrés dans le tableau 9.

La teneur en densité apparait en valeur inferieur dans le lait du premier stade de lactation
(1023,63) par rapport a celles enregistrés dans les laits du deuxieme et du troisiéme stade de

lactation avec une teneur de 1031,63 et 1030,50 respectivement.

Les résultats obtenus dans les laits du 2°™ et 3°™ stade de lactation corroborent ceux de
Mahaut (2000) qui ont fixé un intervalle allant de1028 a 1034.Cependant, la faible densité du
lait du premier stade de lactation (1023,63) peut étre expliquée par sa richesse en matiere grasse

(Alais, 1984). Selon le méme auteur 1’addition d’eau fait baisser la densité du lait.
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Figure 13 : Valeurs de Densité selon les trois stades de lactation
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Il importe de signaler que nos résultats vont de paires avec ceux de Sassi (2018) qui a

déclaré des valeurs moyenne de densité allant de 1029.7 a 1030.04.

I11-2- Résultats des analyses microbiologiques

Le tableau 10 met en exergue les valeurs des différents parameétres étudiés tels que les

germes pathogénes (germes aérobies, coliformes totaux et fécaux, staphylococcus aureus,

clostridium sulfito-réducteur) ainsi que les levures et moisissures présent dans les laits des

différents stades de lactation

Tableau 10 : valeurs des bactéries d’altérations et pathogénes des laits de vache récoltés selon

le stade de lactation

Stades de lactation 1°r SL 2éme SL 3éme SL Normes
(UEC/mI) (UEC/mI) (UFC/mIly | Algérienne
Germes aérobies 0,08.10° 1,22.10° 0,25.10° 10°
Coliformes fécaux 52.10° 1,7.10° 4,5.10° 10®
Coliformes totaux 10° 5,7.10° 7.10° 10®
Staphylococcus aureus Abs Abs Abs Abs
Levure 6.10° 25.10° 29.10° /
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Clostridium sulfito- Abs Abs Abs 50
réducteurs
Moisissures 10 .108 3.10° 8.10° /
Salmonelles Abs Abs Abs Abs

111-2-1- Dénombrement de la flore totale aérobies

Les échantillons de laits des différents stades de lactation présentent une charge de germes
aérobies de ’ordre de 0,08.10° UFC/ml dans le lait du 1% stade contre 1,22.10° UFC /ml et

0,25.10% UFC/mI dans les laits du 2°™ et du 3°™ stade de lactation respectivement.

Les résultats obtenus laissent observer que les laits récoltés issus du premier et du
troisieme stade de lactation sont en bonne qualité en se référant aux normes algériennes qui

fixent un seuil de contamination a 10° UFC/ml

En effet, d’aprés Jora (1998) ces mémes valeurs n’ont pas dépassé la norme fixée a 10°
UFC/ml, d’autre part, ces derniéres sont également inférieures aux seuils tolérés par la
réglementation frangaise qui sont de ’ordre de 5.10° UFC/ml (Alais, 1984). De plus, la valeur
de la flore totale du lait issu du deuxiéme stade de lactation est de I’ordre de 1,22.10° UFC/ml.
Celle-ci s’avére inférieure au seuil exigés par la réglementations frangaise tout en dépassant les

normes algériennes fixés a 10°.

Par ailleurs, Les valeurs enregistrées de la flore totale des différents laits de notre étude
semblent inférieures a celles obtenus par Sassi (2018) qui étaient entre 1,6.10° UFC/ml et
3,8.10° UFC/ml.

Selon Faye et Loiseau (2002) un lait cru produit d’un animal sain, obtenu dans de bonne
conditions d’hygiene lors de la traite, est peu contaminé et se caractérise par une faible charge

de flore globale allant de 10%et 10° UFC/ml.
111-2-2- Dénombrement des staphylococcus aureus

Les résultats obtenus dans les différents stades de lactation sont conformes a la norme

fixée par le journal officiel algérien qui exige I’absence totale du germe Staphylococcus aureus

Selon Booth et Dodd, (2000), le Staphylococcus aureus est 1'une des bactéries
pathogénes majeures, cette bactérie cause des infections mammaires tout en augmentant par la
suite la permeabilité entre le compartiment sanguin et le lait ce qui modifie enfin la composition

de ce dernier.
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La présence des staphylococcus aureus dans le lait peut étre due aux mammites sub-
cliniques des vaches. Sachant que les infections mammaires aux staphylococcus aureus
constituent la source principale de contamination du lait au moment de la traite. Il importe de
signaler que cette bactérie est responsable d’environ un tiers des mammites cliniques et une
grande majorité des mammites chroniques chez la vache laitiere. D’ou la présence de ce germe
dans le lait dans le cas des quartiers infectés peut atteindre les 10 & 10° bactéries/ ml en
moyenne contre 10° et 108bactéries/ml le cas d’infection sub-clinique, et d’infection clinique

respectivement (Bassa et al., 2010).

111-2-3- Dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs

Nos résultats vont de pair au normes exigés par le journal officiel algérien qui est de
I’ordre de 50. Il est a noter, que le lait ne représente pas un milieu favorable a la croissance des
clostridium ce qui explique le faible niveau de contamination suite a ce germe par rapport a
d’autres

(Julien, 2008).

Selon Benzakour et al., (2009), I’absence des Clostridium sulfito-réducteur dans le lait
de vache cru reflete une bonne pratique d’hygiene de la traite, des étables ainsi qu’une bonne
santé des vaches. Cependant la présence de ce germe dans le lait laisse a déduire un manque

d’hygiéne du sol, de I’alimentation de bétail, de I’environnement des étables et de 1I’eau (Gledel,

1978).

111-2-4-Dénombrement des coliformes totaux

Les échantillons de lait issu du premier stade de lactation présentent une charge en
coliformes totaux conforme aux normes exigés par le journal officiel algérien, (10%). Cependant,
les charges en coliformes totaux présentent dans les échantillons de laits issues du 2°™ et 3°M®
stade de lactation s’avérent supérieurs aux normes algériennes fixés a 103 avec des valeurs de
5,7.103UFC/ml et 7.10° respectivement. Ces résultats sont inférieurs a ceux de Afif et al.,
(2008) qui ont mentionné une charge de 3,2.10° UFC/ml.

D’aprés Larpent (1997), la présence des coliformes dans le lait n’est pas forcément une
contamination fécale, elle peut étre due a la présence de ces germes dans les résidus humides

rencontrés au niveau de 1’équipement laitier. Toutefois, Magnusson et al., (2007), ont signalé
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que les litieres fortement souillées contiennent plus de coliformes ce qui augmente la prévalence
de mammites provoquant par la suite une contamination plus importante des trayons et du lait.
Il est & noter que la contamination du lait aux coliformes peut étre due au manque d’hygiéne de

la traite et des mauvaises conditions de transport.
111-2-5- Dénombrement des coliformes fécaux

La charge en coliformes fécaux enregistrés dans les différents échantillons de lait cru
issus des différents stades de lactations dépasse la norme Algérienne fixé a 10 3 UFC/ml, avec
des valeurs allant de 1,7.10° pour le lait du 2eme SL contre 4,5.10° pour le lait du 3°™ SL et
enfin 5,2. 10% pour le lait du 1% stade de lactation. Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus
par Sassi (2018) qui sont de ’ordre de 1.2 10 UFC/ml en été contre 4.1 10° UFC/ml en
printemps et enfin 5.2 103 UFC/ml en printemps a la wilaya de Relizane.

Selon Aggad et al.,(2010) et Fatine et al., (2012) les coliformes fécaux ne peuvent pas
survivre longtemps en dehors de I’intestin. Ce qui fait que la présence de ce germe dans le lait
annonce une contamination fécale récente. De plus, une forte contamination du lait par des
coliformes fécaux indique une mauvaise qualité hygiénique lors de la production laitiere. Les
principales sources de contamination par des coliformes sont les pis et les tétines, le fumier, le
sol, I’alimentation, 1’eau et le personnel (Bille et al., 2009). La présence de ce germe en grande
proportion peut provoquer des intoxications alimentations apres 1’ingestion d’un lait contaminé

(Audiguie et al., 1980).

La valeur moyenne enregistré dans le lait du 2°™ SL rejoint la valeur moyenne obtenue
par Ghazi et Niar (2011) qui était de I'ordre de 1,7.10°%. Toutefois, les valeurs moyennes des
coliformes fécaux présents dans les laits des différents stades de lactation s’averent inférieurs a
ceux de Afif et al (2008), de Ouinine et al., (2004) et de Fatine et al., (2012) qui ont noter des
valeurs de 1’ordre de 3.2 10° UFC/ml , 2 108 UFC/ml et 4.2 10’ UFC/mlI respectivement.

Selon Falkenberg et al.,(2006) la présence excessive des coliformes dans le lait est
expliquée par une contamination plus importante des supports de la machine a traite par cette
bactérie. En outre, les déjections dans les litieres constituent des milieux favorables a la

multiplication des coliformes (Rendos et al., 1975).
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Chapitre 2

Isolement de la flore lactique a
partir d’un lait de vache recolte
selon les trois stades de
lactation



I-Objectifs :

Les bactéries lactiques sont largement impliquées dans la fabrication des produits laitiers
fermentés, du fait de leurs activités métaboliques diverses, particulierement la production
d’acide lactique traduisant ainsi leur pouvoir acidifiant, ainsi que d’autres activités liées a leurs
pouvoirs protéolytique, lipolytique, aromatisant et texturant. Les bactéries lactiques sont
connues également dans la production d’acides organiques et d’autres composés antimicrobiens
telles que les bactériocines, qui jouent un réle dans la conservation des produits laitiers et a

I’inhibition des germes pathogénes.

Dans cette partie, nous nous sommes intéresses a étudier des laits de vache crus de différents

stades de lactation destinés a la fabrication du camembert en ciblant les objectifs suivants :

> Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de laits de vache crus
destinés a la fabrication du camembert

> Etude de propriétés phénotypiques, physiologiques et biochimiques des souches isolées.

> Pré-identification des bactéries lactiques isolées sur la base des résultats des tests
phénotypiques, physiologiques et biochimiques.
I1-Matériels et méthodes

I1-1- provenance des échantillons

(\VVoir chapitre 1 de la partie expérimentale)

11-2- Milieux de cultures utilisés

Plusieurs milieux de cultures ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale dont les
principaux sont :

a) Le milieu MRS (De Man et al.,1960) est utilisé pour la recherche des Lactobacillus,
Pediococcus et les Leuconostoc. L’ensemencement a été réalisé en profondeur et en
double couches.

b) Le milieu M17 (Tetzaghi et Sandine 1975) est utilisé pour la recherche des
Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus. L’ensemencement a été réalisé en surface.

c) Bouillon MRS et M17, bouillon hypersalé a 4% et 6.5% de NaCl, ADH, lait de
Sherman, Clark et Lubs .
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11-3- Caractérisation phénotypique et technologique des souches
11-3-1- Caractérisation phénotypique
11-3-1-1- Isolement et purification

L’isolement est 1’étape clé qui nous permet de distinguer les différentes colonies. Pour cela, les

dilutions décimales ont été initialement effectuées jusqu’a 107,

Afin d’isoler un maximum d’espéces nous avons opté pour trois types d’ensemencement (en
surface sur le milieu M17, en profondeur et en double couche sur le milieu MRS), en portant
quelques gouttes des dilutions décimales. L’incubation est faite a 30°C et 45°C pendant 24h

(Dahou ,2017).

La purification est I’étape la plus importante car elle permet 1’obtention des souches pures ce
qui facilitera leur caractérisation. Elle consiste a effectuer des repiquages successifs sur
bouillon-gélose (MRS/M17 selon la souche) jusqu’a ’obtention de colonies de méme taille,
méme forme et méme couleur indiquant la pureté des souches (Idoui et al., 2009). La
purification des souches sur milieu gélosé se fait par la méthode des stries. La pureté des
souches est contrdlée par examen macroscopique, microscopique (aprés coloration de Gram)
avec une recherche de catalase apres chaque repiquage, et 1’aspect caractéristique de la culture

des bactéries lactiques en bouillon.
11-3-1-2- Examen macroscopique

L’examen macroscopique permet de décrire I’aspect des colonies (la couleur, la forme, I’aspect

et la taille des colonies) (Badis et al., 2005).
11-3-1-3- Examen microscopique

Une coloration de Gram est effectuée pour chaque colonie isolée. Les cellules sont examinées
au microscope optique a immersion (G x100) selon le protocole décrit par Prescott et al.,
(2003). Celle-ci permet de différencier les bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif, les

batonnets, les coques et le mode de regroupement.
11-3-1-4- Recherche de la catalase

La catalase est mise en évidence en émulsionnant la culture bactérienne a tester dans une
solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme de
mousse traduit la décomposition de I’eau oxygénée sous 1’action de I’enzyme a tester (Guiraud
et al., 2003). Chez les bacilles, elle permet de distinguer les bactéries sporulées, aérobies et

catalase positive appartenant au genre Bacillus et les bacilles asporulées catalase négative du
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genre Lactobacillus. Chez les coques, elle permet de différencier les coques lactiques qui sont
catalase négative (Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc et Pediococcus) et
les coques non lactiques qui sont catalase positive (Staphylococcus et Micrococcus) (Guiraud,
1998).

11-3-1-5- Conservation

v Repiquages successifs

Cette méthode est utilisée pour une conservation des souches pures a courte durée. Les
souches pures sont cultivées sur milieu solide incliné (MRS/M17) dans des tubes. Aprés la
croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le renouvellement

des souches se fait par repiquage toutes les 4 semaines (Badis et al., 2004).

v/ Congélation

La conservation a long terme des souches pures est réalisée dans un milieu contenant
70% de lait écrémé (enrichi par 0.05% d’extrait de levure et 0.05% de glucose) et 30% de
glycérol et stockées a une température de -80°C (Badis et al., 2004).

11-3-2- Identification des isolats

L’identification des souches isolées a été réalisée par ’application des méthodes classiques

décrites par Guiraud, (1998); Bourel et al. ,(2001); Badis et al., (2005).
11-3-2-1- Croissance a différentes températures et test de thermorésistance

Elle permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des bactéries lactiques
thermophiles. Aprés inoculation du bouillon MRS/M17 par les cultures pures, les tubes sont
incubés pendant 24 a 48 heures aux températures 10°C, 30°C et 45°C. (leveau et al., 1991). La
croissance est appréciée par un trouble du milieu. La thermorésistance est un critére de
classification qui permet d’étudier la résistance a un traitement thermique de 63°C pendant 30

min suivi d’une incubation a 37° pendant 24 a 48h. (Rouissat et al.,2006)
11-3-2-2- Croissance des souches dans des conditions hostiles
11-3-2-2-1- Croissance a différents pH (pH=4 ; pH= 9.6)

Ce test permet de différencier les Enterococcus des Streptococcus et des Lactobacilus
(Guiraud, 1988). Il est effectué sur bouillon MRS. Apres ajustement du pH a 4 a I’aide d’une
solution de HCI (ou a I’aide d’une solution de soude 1N pour le pH 9,6), les différents isolats
sont ensemences, puis incubés a 30°C pendant 24h a 72h. L’apparition d’un trouble indique une

croissance bactérienne (Guiraud et Galzy, 1980).

84



11-3-2-2-2- Culture sur milieu hypersalé

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) donne
des renseignements précieux pour I’identification. Les cultures a tester ont été ensemencées sur
des bouillons de MRS/M17 a 4 % et a 6,5% de Na ClI, puis incubées a 37°C pendant 24h. Ce
test permet de séparer les Lactococcus et Streptococcus des Enterococcus (Devriese et al.,

1993). L’aptitude a croitre sur ces milieux se traduit par I’apparition d’un trouble.
11-3-2-2-3- Croissance sur le lait bleu de Sherman

Ce test indique I’aptitude des bactéries a se multiplier en présence de bleu de méthyléne, bleu
en milieu tres oxydant et incolore en milieu réduit. Chaque culture a tester a été ensemencée
dans le lait écrémé au bleu de méthyléne a 0,1% et 0,3%. Aprées 24h a 48h d’incubation, on note
les observations relatives a la réduction de bleu de méthylene et la coagulation du lait. Seules
certaines espéces appartenant aux genres Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus sont
capables de se développer. La décoloration du bleu de méthyléne est d’autant plus rapide que

le nombre de bactéries est élevé (Delarras, 2007).
11-3-2-2-4- Activité Arginine dihydrolase (ADH)
La recherche de cette enzyme est intéressante pour la caractérisation des bactéries lactiques.
Cette enzyme libére I’ammoniac et la citruline a partir de 1’arginine. Pour réaliser ce test, 1 ml
d’une culture jeune est introduite dans un tube a essai en ajoutant quelque goute d’arginine en
ampoules. Apres incubation a 37°C pendant 24h, les souches d’arginine positifs catabolisent

I’arginine et libérent 1’ammoniac (NHs) et empéchent le virage de la couleur au jaune
(Guiraud, 1998).

11-3-2-2-5- Production de I’acétoine (Acétyle-Méthyle-Carbinol)

La recherche de 1’acétoine est testée par la réaction de Voges-Proskauer (VP). Il s’agit d’une
culture sur milieu Clark et Lubs a 37°C pendant 24 h. apreés incubation 5 gouttes du réactif \VVPI
(solution de soude NaOH a 16% dans I’eau distillée) et 5 gouttes du réactif VPII (alpha-naphtol
a 6% dans 1’alcool a 95%) ont été ajoutés avec agitation. La présence d’acétoine se traduit par

une coloration rose en surface mais pouvant diffuser dans tout le milieu (Guiraud, 1998).
11-3-2-2-6- Recherche de type fermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles

hétérofermentaires (Hassaine, 2013). Il a été effectué dans un milieu dépourvu de citrate afin
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d’éviter la formation du CO> liée a ce métabolisme particulier. Un tube de 9ml de bouillon de
MRS (sans citrate) ou M17 a été ensemencé, ensuite une cloche de Durham a été introduite
pour passer a I’incubation a 37°C pendant 24h a 48h. Les souches homofermentaires produisent
90% d’acide lactique et seulement 10% de COq; par contre les souches héterofermentaires

produisent I’acide lactique et le CO2 a proportion égale (Carr et al., 2002).
11-3-2-3-7- Profil fermentaire des sucres

Ce test permet d’apprécier I’aptitude des souches a métaboliser divers composés carbonés, en
particulier des sucres. Le milieu de base utilisé pour fermentation est le bouillon MRS (sans
glucose et sans extrait de viande) additionné de 40 mg/L de pourpre de bromocrésol comme
indicateur de pH (MRSBCP) (Mannu et al., 2000). Le glucose est alors remplacé par le
compose a tester, filtré sur membrane et introduit en solution & concentration finale de 1% des
carbohydrates suivants : glucose, fructose, saccharose, xylose, cellobiose, Mannose,
Maltrose, Lactose et mannitol. Les solutions de sucres sont préparées a raison de 20% dans
100 mL d’eau distillée. La croissance est appréciée par virage de I’indicateur de pH. Les
conditions d’anaérobiose sont assurées par I’addition d’une couche d’huile de paraffine stérile
a la surface du milieu (Samelis et al., 1994). L’acidification est appréciée apres 18 a 72 heures

par virage du milieu au jaune.

I11- Résultats et Discussion

I11-1- Caractérisation des bactéries lactiques
I11-1-1-Isolement

Soixante-quinze isolats ont pu étre isolées a partir des différents laits récoltés. Apres
purification sur milieux MRS et M17, les isolats étaient examinés au microscope puis testés
pour leurs activités catalase et coloration de gram. Les bactéries lactiques sont Gram positif et

catalase négative.
I11-1-2- Examen macroscopique et microscopique

Au cours de la purification, seuls les isolats qui répondent aux caractéristiqgues communes,
propres aux bactéries lactiques ont été conservés. Sur I’ensemble des 75 isolats, 20 souches
positives a la coloration de Gram et de forme cocci ont été retenues (Badis et al., 2004;
Axelsson, 2004). Les cellules isolées se présentent sous forme de courtes ou longues chainettes
(A4, B3, C4, C5). Cependant des coques et diplocogues ont éte également observés (Al, A2,
A3, A5, B1, B6, C1, C2, C3, C4, C6, C7, C8, C9). Ces codifications correspondent aux
différents isolats issus des laits de trois stades de lactation (A : isolats issus du lait du 1*" SOL,
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B: Isolats issus du lait du 2™ SOL et C : Isolats issus du lait du 3°™ SOL). Par ailleurs,
I’examen macroscopique des colonies obtenues sur milieu MRS ou M17 a montré qu’elles
étaient de différentes tailles, de couleurs blanchéatres, blanc-creme, de forme circulaire a contour
régulier avec un diametre qui varie entre 0,1 et 0,5 mm. Par ailleurs, I’ensemble des isolats sont
catalase négatif. Sur bouillon, les bactéries présentent un trouble homogene qui caractérise le

groupe des bactéries lactiques (Guiraud, 2003).

La Figure 14 et 15 montre I’aspect macroscopique des colonies de lactobacilles et des coques

cultivées sur gélose MRS et M17 respectivement.

Figure 14 : Observation macroscopique des Figure 15 : Observation macroscopique
colonies bactériennes sur milieu MRS des colonies bactériennes sur milieu M17

La figure 16 et 17 montre une observation microscopique apres une coloration de Gram au

grossissement x100

Figurel6 : Observation microscopique apres Figurel?7 : Observation microscopique apres
coloration de Gram au grossissement x100 87 coloration de Gram au grossissement x100




Tableau 11 : Critéeres morphologiques des bactéries lactiques isolées a partir de lait de vache

Souches Gram Catalase Observation
macroscopique
Al + - Coques, diplocoques
A2 + - Diplocoques
A3 + - Coques, diplocoques
Ad + - Coques en chainettes
A5 + - Diplocoques
Bl + - Diplocoques
B2 + - Coques, diplocoques
B3 + - Coques en chainettes
B4 + - Coques
B5 + - Coques en chainettes
B6 + - Diplocoques
Cl + - Coques
C2 + - Coques
C3 + - Coques
C4 + - Coques en chainettes
C5 + - Coques en chainettes
C6 + - Diplocoques isolées
et en amas

C7 + - Diplocoques
C8 + - Diplocoques
C9 + - Coques, diplocoques

(les codifications A,B,C : correspond au isolats issus des laits du 1°, 2°™ et 3°™ stades de lactation
respectivement)

I11-1-3- Caractéres physiologiques

Les résultats des tests effectués pour 1’identification biochimique et physiologique des bactéries

pré-identifiées sont illustrés dans le Tableau 12.
I11-1-3-1- Croissance a différentes températures et thermorésistance
La variation de température d’incubation pour les différents isolats permet de les

identifier et de mettre en évidence leurs aptitudes biotechnologiques (Tableau 12). Ce test sert
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a distinguer entre les souches mésophiles, psychrophiles, et les souches thermophiles poussant

a des températures variables, qui avoisinent les 10°C, 30°C et 45°C respectivement. Toutefois,

la thermorésistance est un caractére physiologique permettant de distinguer entre les souches

pouvant tolérer une température de 63°C pendant 30mn de celles qui en sont incapables.

Les figures 18, 19 et 20 correspondent au résultats de la croissance aux différents température

(10°, 30° et 45°C). La figure 21 illustre les résultats de la thermorésistante.

Figure 18 : Résultats de la
croissance a la température de
10°C

i o N

Figure 19 : Résultats de la
croissance a la température de
30°C

Figure 20 : Résultats de la
croissance a la température de
45°C

Figure 21 : Résultats de la Thermorésistance des différents isolats a

63°C pendant 30min
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Les résultats de ce test ont révélé qu'une seule souche (C2) est psychrophile. Cependant, les
souches A4, B1, B2, B3, C3, C7, C8, C9 sont des mésophiles poussant bien a 30°C apres 24 h
d’incubation, alors que les souches Al, A2, A3, B4, B5, C1, C4, C5, C6 sont thermophiles.

Tableau 12: Résultats des tests physiologiques

Souches | Thermorésistance | Température pH NaCl (%) Lait de
a63°C (°C) sherman (%)
10 | 30 (45| 4 | 96 4 6.5 0.1 0.3
Al + - + |+ | - - - - + +
A2 + - - + - - - - - +
A3 + - -+ - - + - - -
A4 + + |+ | -] + + - + + +
A5 + - - - - - + + + -
Bl - + + - - - - - + +
B2 + + |+ | -] - - + - + +
B3 + - + - - - + - + +
B4 + + |+ |+ - - + - - +
B5 + - + |+ | - - + - + +
B6 + - - + | - - - - + -
C1 + - + |+ | - - + - - +
C2 - + - -] - - - - - -
C3 - - + | -] - - - - - +
C4 - - + |+ | - - - - + +
C5 + - + |+ | - - - - - +
C6 + - -+ - - - - - +
C7 - - + | - - + - - - +
C8 + - S T - - - - +
C9 + - + | -] - - - - - -

+ : croissance ; - : pas de croissance (les codifications A,B,C :

du 1°, 2°™ et 3¢™ stades de lactation respectivement)
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111-1-3-2- Croissance aux différentes conditions de culture

Les souches isolées ont été cultivées sur divers milieux en vue de tester leur résistance aux

différentes conditions de culture (Tableau 12).
111-1-3-3- Croissance a pH 4 et 9,6

La croissance a différents pH acides et basique (4 ; 9,6) sur milieu MRS se traduit par un

trouble bactérien visible a I’eeil nu, les résultats sont rapportés sur le Tableau 12.

Figure 22 : Résultats de la croissance
apH=4

Figure 23 : Résultats de la
croissance a pH=9.6

Les deux isolats A4 et C7 ont pu résister au milieu alcalin contrairement a toutes les autres

isolats. Cependant, seul I’isolat A4 a le pouvoir de pousser en milieu acide.

111-1-3-4- Croissance en présence de différentes concentrations de Na Cl

La croissance dans un milieu hypersalé (hostile) se manifeste par un trouble dans les tube

apres incubation.

Figures 24 : Résultats de la croissance en

milieu hyper salé a NaCl= 4%
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Les isolats codés (A3, A5, B2, B3, B4, B5, C1) ont pu croitre au milieu hypersalé a 4% contre
seulement deux isolats (A4, A5) qui ont toléré le milieu hypersalé & 6.5 %.

111-1-3-5- Croissance sur lait bleu de Sherman
Un bleu de méthylene oxydé garde sa couleur bleue, une fois réduit il perd sa couleur par gain

d’¢électrons faisant apparaitre la couleur blanche originelle du lait.

Figure 26 : Résultats de la croissance dans Figure 27 : Résultats de 1a croissance dansle lait de

le lait de Sherman a 0.1% Sherman a 0.3%

La culture des isolats sur bleu de Sherman a des concentrations de 0,1 et 0,3%, a permis de
distinguer 09 isolats (Al, A4, A5, B1, B2, B3, B5, B6, C4) qui se sont développées a 0,1% et
15 isolats (Al, A2, A4, B1, B2, B3, B4, B5, C1, C3, C4, C5, C6, C7, C8) qui ont pu croitre a
0,3%. La capacité de ses isolats a se développer en utilisant I’oxygéne du bleu de méthyléne
permet a ce dernier de perdre sa couleur. Des résultats négatifs ont été observés pour 11 souches

a la concentration de 0,1% et 05 souches a 0,3% de bleu de méthyléne.

Selon Rabah (2010), seuls les entérocoques peuvent se développer dans le lait de Sherman a
0,3% et certaines coques ont la capacité de se développer dans le lait a 0,1% de bleu de
méthyléne apres incubation a 30°C pendant 48h.

I11-1-4- Tests biochimiques
Les résultats des différents tests biochimiques sont présentés dans le tableau 13
111-1-4-1- Type fermentaire

Ce test laisse a déduire la voix métabolique par laquelle le substrat carboné est
transformé, il s’agit de la formation de CO2, piégé dans une cloche de Durham en milieu MRS-
BCP glucosé (pour les bacilles) (Hassaine, 2013). Ce test permet de différencier les isolats
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homofermentaires des hétérofermentaires aprés incubation a 30°C pendant 24 heures jusqu'a
72 heures (Hassaine, 2013).

Toutes les souches sont homofermentaires, caractérisées par leurs capacités de fermenter le
sucre en lactate sans production de gaz. Selon Thompson et al., (1994), les bactéries lactiques
homofermentaires comprennent les especes de lactocoques, pediocoques, ainsi que certains
lactobacilles. Cette voie métabolique conduit dans des conditions optimales de croissance a la
production de deux molécules de lactate et deux molécules d°ATP par molécule de glucose

consommeée

Figure 28 : Résultats du type ferementaire

111-1-4-2- Recherche de I’Arginine dihydrolase (ADH)

L’activité de I’arginine déshydrogénase effectuée sur les 20 isolats, sur milieu Méeller a
arginine a révélé que I’isolat A1 est ADH négative, alors que les 19 isolats restants sont ADH

positives. (Tableau 13).

Figure 29 : Résultats de I’ADH
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111-1-4-3- Production d’acétoine

Tous les isolats ont marqué un résultat négatif, ces derniers n’ont pas la capacité de
produire I’acétoine. D’aprés Kerrache (2008), certaines bactéries lactiques sont capables de
produire des composés d’ardmes qui participent a la qualité organoleptique de fromage. Les
composés responsables de I’arome des divers produits laitiers sont nombreux tels que le

diacétyle et le CO..

Figure 30 : Résultats de la production de I’acétoine
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Tableau 13: Résultats des tests biochimiques

souches ADH Acétoine Type fermentaire
Al - - Homofermentaire
A2 + - Homofermentaire
A3 + - Homofermentaire
A4 + - Homofermentaire
A5 + - Homofermentaire
Bl + - Homofermentaire
B2 + - Homofermentaire
B3 + - Homofermentaire
B4 + - Homofermentaire
B5 + - Homofermentaire
B6 + - Homofermentaire
C1 + - Homofermentaire
C2 + - Homofermentaire
C3 + - Homofermentaire
C4 + - Homofermentaire
C5 + - Homofermentaire
C6 + - Homofermentaire
C7 + - Homofermentaire
C8 + - Homofermentaire
C9 + - Homofermentaire

+: Réaction positive ; - : Réaction négative. (Les codifications A, B, C : correspond au isolats

issus des laits du 1°", 2°™ et 3°™ stades de lactation respectivement)

I11-1-4-4- Fermentation des sucres

Ce dernier test biochimique concerne 1’utilisation des sucres par les souches. Il nous a permis
de s’orienter vers les différentes espéces lactiques en référence de la classification établie dans
le Bergy's manual (2009) (Tableau 14).

Le tableau 14 montre la fermentation des différents sucres par les souches lactiques étudiées.
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Figure 31 : Résultats de la fermentation des sucres

Tableau 14 : Résultats de profil fermentaire des souches isolées

Souches | Glu Fru Sach Xyl Cello | Man Mal Lac Mani
Al + - + - - + + + +
A2 + - + + - - + + -
A3 + + - - + + + + -
A4 + - + - - + + + -
A5 - + + - - + + + -
B1 + + + + + - + + -
B2 + - - - - + + + -
B3 + + + + + - + + -
B4 + + + - + - + - +
B5 + + - - - - + + +
B6 + + + - + + + + -
C1 + - + + - - - + +
C2 + + - + + - + + -
C3 + - - - + - + - -
C4 + - + - + - - - +
C5 + + + + + - - + -
C6 + + + + - - + - -
C7 + + - + + - - - -
C8 + + - + + - - + -
C9 + + - - - - - + -
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+ : Réaction positive ; - : Réaction négative (les codifications A,B,C : correspond au isolats issus
des laits du 1°", 2¢™ et 3°™ stades de lactation respectivement)
Glu : Glucose ; Fru : fructose ; Sach : Saccharose ; Xyl : Xylose ; Cello : Cellobiose ; Man :

Mannose ; Mal : Maltose ; Lac : lactose ; Mani : manitol.

I11-1-5- identification des souches

Selon le tableau d’identification des bactéries lactiques présenté par Guiraud (1998) et
Axelsson (2004), les isolats ont pu étre identifié et représentés par Streptococcus bovis (10),
Streptococcus mutans (6), Lactococcus lactis subsp lactis biovar diacetylactis (2),
Streptococcus thermophilus (1), Enterococcus faecalis (1).

Les isolats retenus au nombre de vingt sont répartis en deux genres Streptococcus, et
Enterococcus. Ces résultats sont illustrés dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Identification des souches lactiques isolés a partir du lait de vache

Code de souches Genre et espéce
Al Streptococcus bovis
A2 Streptococcus bovis
A3 Streptococcus mutans
Ad Enterococcus faecalis
A5 Streptococcus mutans
Bl L.lactis.subsp lactis biovar diacetylactis
B2 Streptococcus bovis
B3 Streptococcus bovis
B4 Streptococcus bovis
B5 Streptococcus bovis
B6 L.lactis.subsp lactis biovar diacetylactis
C1 Streptococcus thermophilus
C2 Streptococcus mutans
C3 Streptococcus mutans
C4 Streptococcus mutans
C5 Streptococcus bovis
C6 Streptococcus bovis
C7 Streptococcus mutans
C8 Streptococcus bovis
C9 Streptococcus bovis
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(Les codifications A,B,C : correspond au isolats issus des laits du 1", 2°™ et 3°™ stades de lactation
respectivement)
A partir de cette figure (32), nous pouvons noter que les Streptococcus sont les plus dominant
des avec un pourcentage de 85%, suivi en deuxieme lieu des Lactococcus avec un pourcentage

de 10% et le dernier pourcentage est celui de Enterococcus qui est de 5%.

Entérococcus
5%

Lactococcus
10%

= Streptococcus 85% = Lactococcus = Enterococcus

Figure 32 : Secteurs de répartition des genres des bactéries lactiques

I11-2- Discussion générale
Les analyses morphologiques, physiologiques et biochimiques ont mis en exergue toute
la diversité de la flore lactique en genres et en espéces isolées a partir des laits de vache crus en

trois stades de lactations.

Les résultats obtenus ont montré la dominance du genre Streptococcus dans les trois
échantillons de laits prélevés selon le stade de lactation. Cependant, une seule souche a un grand
intérét technologique et nutritionnel a été isolée dans le lait du troisiéme stade de lactation ; il
s’agit de Streptococcus thermophilus. D’apres Stiles et Holzapfel (1997) cette espéce s’avére
étre la seule a utiliser en technologie alimentaire. Elle est connue par son caractére non
pathogéne, son habitat (lait et produits laitiers) et sa résistance a la haute température. Le
nombre réduit des hydrates de carbone sert & différencier les streptococcus thermophilus de la

majorité des autres streptocoques (Pilet et al., 2005).
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Par ailleurs, 10 souches de Streptococcus bovis ont été identifiées dans les différents
échantillons de laits étudiés. Cette espéce est considérée comme bactéries pathogenes
opportunistes pour I’homme et I’animal. A la lumiére des études menées par Wilson et al.,
(1981) et Gupta et al., (2010) I’espéce Streptococcus bovis a un impact important sur la santé
humaine. En effet, 25 a 80% des patients atteints de bactériémie a Streptococcus bovis ont des
tumeurs colorectales, l'incidence de Il'association de la néoplasie colique a I'endocardite a
Streptococcus bovis s'est avérée étre de 18 a 62% . Selon Murray et al., (2007), 94% des
bactériémies a Streptococcus bovis associées au cancer colorectal étaient du biotype | de
Streptococcus bovis contre seulement 18% du biotype 1. Une nouvelle espéce qui ressemble a

Streptococcus bovis a été détectée, nommeée Streptococcus gallolyticus (Osawa et al., 1995).

De plus, 06 souche de Streptococcus mutans ont été identifiés dans les laits du premier et
du troisieme stade de lactation. Selon Mitchell (2003); Banas (2004) et Kuramitsu (2006),
Cette espece retrouvée en grand nombre sur les dents joue un réle prédominant dans la

formation des caries dentaires et est associée aux endocardites et autres infections du cceur.

Il importe de signaler que la présence des Lactococcus (Lactococcus lactis subsp lactis
biovar diacetylactis) n’a été¢ remarquée que dans le lait du deuxiéme stade de lactation. Selon
(Novel, 1993) les lactocoques sont fréquemment présents dans le lait et les produits laitiers.
L’espéce Lactococcus lactis est une bactérie qui favorise le développement de la qualité
organoleptique ainsi que la conservation des produits laitiers fermentés notamment les
fromages. De plus, elle est capable d’acidifier le milieu grace & son caractére homofermentaire
ce qui permet la formation du caillé et de la matrice fromageére. Ainsi, Lactococcus lactis sert a
préserver les aliments, par son pouvoir d’acidification du milieu d’une part et par la sécrétion
de composés antimicrobiens tels que les bactériocines (Breukink, et al. 1999). Ces deux
caractéres lui permettent d’inhiber la croissance de micro-organismes indésirables (Kuipers, et
al. 2000) comme Listeria monocytogenes (Garcia-AlmendArez, et al. 2008). Par ailleurs,
Nehal (2007) a isolé I’espéce Lactococcus lactis subsp lactis & partir de lait de vache durant
trois saisons (hiver, printemps et été). Ce genre de bactéries lactiques provient principalement
des produits végétaux. De plus, la présence de fourrage dans les litieres semble étre une source
d’ensemencement en bactéries lactiques (Bouton et al., 2005), ainsi, le contact continu des
vaches avec les liticres sert a favoriser I’ensemencement des laits en bactéries lactiques

notamment en Lactococcus lactis.

En outre, le genre Enterococcus n’a été identifié que dans le lait du premier stade de

lactation. (Soit une seule souche parmi les 20 isolats). Nos résultats sont inférieurs a ceux
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rapportés par Bakhouche et al., (2005) qui ont pu isolé¢ seulement deux souches. D’aprés
Tormo (2010), les entérocoques s’implantent dans les élevages suite a une faible température
de nettoyage de la machine a traire. Plus la température de nettoyage des machines est inférieure
a40°C, plus la présence des entérocoques est importante dans les laits obtenus. Par ailleurs, les
especes d’Enterococcus faecalis et d'Enterococcus faecium sont retrouves dans le cas ou le
trayeur ne lave pas ces mains convenablement. Il importe de noter que les entérocoques sont

des hotes normaux des animaux a sang chaud, insectes et plantes (Facklam et al., 2002).

Une absence totale de Leuconostoc et de Pediococcus a été noté, ces résultats sont en
accord avec ceux de (Hichener et al, 1982) qui ont indiqué que ces deux genres sont rarement
retrouvées dominant dans la flore lactique. Selon (Devoyod et Poullain, 1988) les
Leuconostocs se multiplient suite a la libération de nutriments a partir des tissus végétaux

abimés ou en pourriture.

Enfin, d’aprés Saidi et al (2002), les espéces de bactéries lactiques retrouvés dans le lait
cru dépendent principalement de sa nature en point de vue nutritionnelles en rapport avec les

exigences des bactéries lactiques.
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Chapitre 3

Effet du stade de lactation sur les
qualités physico-chimiques,
microbiologiques et nutritionnelles des
camemberts fabriqués a partir du lait du

depart
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I- Objectif

Cette derniére partie de thése consiste a fabriquer des fromages expérimentaux a péte
molle de type camembert, issus des laits de vache obtenus des différents stades de lactation,
tout en effectuant des évaluations sur le plan nutritionnel, en particulier sur les profils d’acides

gras, ainsi que des évaluations d’ordre microbiologique (sanitaire).

I1-Matériels et méthodes
I1-1-Echantillonnage

Cette partie été abordée dans le chapitre 1 de la partie expérimentale.

11-2- Fabrication artisanale des Camemberts expérimentaux

Les camemberts expérimentaux ont été fabriqués a 1’échelle de laboratoire. Pour chacun
des stades de lactation, 15 litres de lait ont été utilisés pour la fabrication de 10 Camemberts.
Les différents laits ont subi un chauffage a 38 °C (10min) accompagné de I’inoculation d’un
ferment lactique thermophile pur constitué de Streptococcus thermophilus (Danisco-
Danemark) et mésophiles mixtes composés de Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc (Chr.
Hansen GmbH), Penicillium candidum (Sacco, Italie). Simultanément, 5 ml/100kg de lait d'une
solution de CaCl,. Les laits inoculés ont subi une maturation pendant 1heure a 34°C par I’ajout
de la présure diluée (SACCO, Italy). Cette étape d’acidification-coagulation permet 1’obtention
d’un caillé ou gel. Ce dernier subi un soutirage de lactosérum a raison de 50-70 % suivi d’un
moulage et un égouttage pendant 24 h a 18 °C dans des moules en plastique cylindriques
perforés (90 x 120 x 30 mm). Au cours du moulage, les différents caillés obtenus ont subi un
double retournement, suivi de démoulage, puis de salage manuel a sec (1.5g de NaCl par 100g
de Camembert). Enfin, les pré-fromages ont été maturés a 16°C (humidité relative de 85%)

pendant 7 jours constituant 1’étape d’affinage, puis stockés au réfrigérateur a 4°C.

11-3- Analyses physico-chimique du Camembert
11-3-1- Mesure de pH et son évaluation au cours de I’affinage

Le pH a été mesuré selon la méthode mentionnée par Quasem et al., (2009). Un
¢chantillon de 2 grammes de fromage (surface + cceur du produit) est dilué¢ dans 10 ml d’eau

distillée. Le pH est déterminé par I’immersion de 1’électrode du pH-métre dans le mélange.

Un suivi de pH a été assurée durant les 14 jours d’affinage, a raison de 3 prise de pH par

semaine (Jour 1, Jour 3, Jour 7, Jour 9, Jour 11, Jour 14).
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11-3-2- Détermination de I’extrait sec total et I’extrait sec dégraissé (EST et ESD) :
(AFNOR, 1986)

L’extrait sec total a été déterminé a 1’aide d’un dessiccateur. Le principe consiste a sécher
3 grammes d’échantillon de Camembert a 103°C pendant 3 heures. Le pourcentage d’humidité
ou de solide est calculé par la différence entre le poids humide initial et le poids sec final.
L’extrait sec dégraissé (ESD) est déterminé suite a la différence entre 1’extrait sec total (EST)

et la matiere grasse (MG).
11-3-3- Détermination de la teneur en protéines

La détermination de la teneur en protéines contenues dans les différents échantillons de
Camemberts a fait appel a la méthode de Kjeldhal, (1883) (Figure 36). Elle s’effectue en trois

étapes :

Figure 36 : Minéralisateur Kjeldhal (DKL series VELP Scientifica)

Etape 1 : Digestion ou minéralisation de I’échantillon (1 g dans notre cas)

Pendant 1’étape de la digestion, I’azote protéique est transformé en azote ammoniacal par
oxydation de la matiére organique dans 1’acide sulfurique H2SO4concentré a haute température,
en présence d’un catalyseur (Sélénium), sachant que ’acide sulfurique concentré a pour but
d’oxyder la matiére organique et de transformer 1’azote protéique en ammoniac NHa. Il sert
¢galement a piéger ’ammoniac gazeux sous la forme de sulfate d’ammonium NH3SOg4, par
action de la base avec ’acide, alors que 1’addition du Sélénium a pour but d’élever le point

d’¢ébullition de la solution pour accélérer la réaction de minéralisation de la matiére organique.

Etape 2 : Distillation de ’ammoniac
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Avant de distiller I’ammoniac (NH3) a la vapeur d’eau, on doit libérer I’ammoniac sous
la forme d’un sel (NH4)2SO4 par 1’addition d’une solution concentrée de NaOH en exces.
L’ammoniac est ensuite distillé par la vapeur d’eau et pi¢gé dans une solution d’acide borique
pour former des sels borates d’ammonium.

Etape 3 : Titrage de ’ammoniac :

L’ammoniac sous la forme de borates d’ammonium est titré directement a 1’aide d’une
solution standardisée d’acide sulfurique (H2SO4: 0,1 N) en présence d’un indicateur coloré
(indicateur de Tashiro).

On prépare un blanc en mettant tous les réactifs sauf I’échantillon, pour soustraire
I’ammoniac contenu dans les réactifs de I’ammoniac contenu dans 1’échantillon.

Calcul du % de protéines dans I’échantillon :

Le % de protéines dans I’échantillon est obtenu en multipliant le % d’azote total par un
facteur « F » d’épendant du type d’aliment analysé (6,38 dans notre cas, car il s’agit de produits
laitiers).

% N= 0,001 4 x (V1— Vo) x 100/m

% PB =% N x 6,25.

Vo : volume en millilitres de solution d’acide sulfurique utilisé pour I’essai a blanc.
V1 : volume en millilitres de solution d’acide sulfurique utilisé pour la détermination.

M : masse en grammes de la prise d’essai.
11-3-4- Détermination de la matiére grasse :
11-3-4-1- Dosage des lipides totaux (M.G) (Méthode de Folch et al, 1957)

A partir de chacun des prélévements de Camemberts, les lipides totaux ont été extraits
par la méthode de Folch et al., (1957) ensuite analysés par chromatographie en phase gazeuse
(CPG). Cette technique repose sur le principe d’une extraction a froid des lipides par un
mélange de solvant chloroforme / méthanol (2/1 ; v/v). L’addition d’une solution aqueuse de
NaCl a 0,58 % permet la separation des phases. La phase supérieure constituée de méthanol-
eau, contient les composeés hydrophiles (glucides et protéines) dont la dissolution est favorisee
par la présence de sel, tandis que les lipides sont dissous dans la phase organique inférieure
chloroforme-lipide. La pesée du ballon contenant I’extrait lipidique aprés évaporation du
solvant permet de calculer la teneur en lipide exprimée en g par 100 g d’échantillon, en faisant

appel a la formule suivante :

MG=(P2-P1) / pex100
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P2 : poids du ballon contenant les lipides.
P1 : poids du ballon vide.
Pe : prise d’essai.

Dans la perspective de déterminer le profil des acides gras (AG) par CPG, les lipides
sont recueillis dans des piluliers et conservés a -18 °C afin d’inhiber I’oxydation des acides

gras insaturés (AGlI).
11-3-4-2- Composition en acides gras

Les extraits lipidiques sont préalablement saponifiés a I’aide de KOH (0,5 N) puis

méthylés par un mélange de méthanol-n-hexane selon la méthode de Nasopoulou et al., (2012).

Les esters méthyliques des acides gras sont ensuite séparés, quantifiés et analysés par
chromatographie en phase gazeuse (Chromatographe : Shimadzu CLASS VP (GC-17A. Kyoto,
Japan) sur colonne capillaire de 60 cm de longueur et de 0,25 mm de diamétre (Agilent, Santa
Clara California, USA). Les conditions opératoires de chromatographie en phase gazeuse sont

les suivantes:

a) Injecteur et détecteur de température (220 °C et 225 °C) respectivement.
b) La température de four a été programmée pour augmenter de 45 °C a 240 °C (a raison
de 20 °C a 35 °C/minute).
Des aliquotes de 1 pl étaient injectées avec de la silicone phénylique de bicyanopropil en
tant que phase stationnaire et I’hydrogene a été employé comme gaz vecteur. Les pics des acides
gras étaient identifiés par comparaison avec le temps de rétention du méthyle et la quantification

des acides gras a été faite par une référence a un étalon interne (C17 :0).
I1-4- Analyses microbiologiques du Camembert
11-4-1-Dénombrement des germes totaux

La flore mésophile, (également désignée : germes aérobies totaux) est I’ensemble des
germes aptes a se multiplier a 1’air libre avec une croissance optimale a 30°C (Leclerc et
Mossel, 1989). Aprées incubation pendant 72 heures a cette température, les micro-organismes
aerobies et anaerobies facultatifs, se développent sur un milieu nutritif non sélectif (gélose

nutritive) et apparaissent sous forme de colonies de tailles et de formes différentes.

11-4-2- Dénombrement des coliformes totaux et fécaux

» Dénombrement des coliformes totaux
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Le dénombrement des coliformes peut se faire soit sur milieu solide tel que le V.R.B.G (violet
cristal rouge neutre bile glucosée) ; soit sur milieu liquide le bouillon lactosé au vert brillant et
a la bile (BLBVB). Nous avons utilisé le milieu VRBG avec un ensemencement en masse de
1 ml de chaque dilution, les boites sont incubées a 37°C pendant 24 a 48 h (J.O.R.A. N° 35.
1998).

»  Dénombrement des coliformes fécaux
La numération des coliformes fécaux est effectuee avec le méme milieu VRBG apres 48 h
d’incubation a 44°C. Un ensemencement a ¢été effectué sur deux tubes du milieu liquide
(BLBVB), chacun par 1ml de chaque dilution. L’incubation des tubes était a 44°C pendant 48
h (test présomptif). Le test positif est traduit par I’apparition des coliformes en masse sous forme
de petites colonies de couleur rouge foncé de 5mm de diameétre et fluorescentes (J.O.R.A. N°
35. 1998).

11-4-3- Recherche des Staphylocoques aureus

Le dénombrement est effectué sur milieu Chapman par étalement en surface de 0,1 ml de
chaque dilution. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 h (J.O.R.A. N° 35. 1998).

11-4-4-Recherche des Salmonelles

Du fait de leur rareté et de I’endommagement des cellules, il s’applique un processus de
revivification et de multiplication, correspondant a un pré-enrichissement sur eau peptonée
tamponée, puis un enrichissement des cellules sur bouillon au sélénite de sodium cystine. Un
isolement est effectué par la suite sur milieu SS (J.0.R.A. N° 35. 1998). (Voir Annexes)

11-4-5- Recherche des Clostridium sulfito-réducteurs

Pour les spores de Clostridium sulfo-réducteurs, aucune croissance n’a été observée sur le
milieu Viande-foie additionnée d’Alun de fer et de sulfite de sodium, méme aprés leur
activation par le traitement thermique a 80°C pendant 10 min. Les tubes contenant une quantité
de la dilution mére additionnée du milieu VV-F préparé, ne révelent aucune spore de Clostridium
sulfito-réducteurs dans les tubes 10,102 (J.0.R.A. N° 35. 1998).

11-5- Traitement statistique

Les résultats obtenus ont fait appel a une analyse de variance ainsi qu’une comparaison

des moyennes en adaptant le test de Duncan (IBM SPSS software® version 20).
I11 Résultats et discussion

I11-1- Physico-chimie du Camembert
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Le Tableau 16 met en évidence les valeurs de la matiére grasse, d’extrait sec dégraissé,

d’extrait sec totale, des protéines exprimées en pourcentages

Tableau 16 : Résultats des analyses physico-chimiques des différents Camemberts

selon les 3 stades de lactation

Stade de 1¢r SL 2eme SL 3eme SL signification
lactation
E.S.D (g/100g) 4113 £1,71a 26 £0,013b 26.93 £0,10b *
E.S.T (9/1009) 64.13 +0.18 a 41.66 +0,15b 4159 £0,92b *
Protéine (g/100g) | 19.25 +£0.82a 20.04+0,44 a 17 +0,46 b *
M.G (g/100g) 23 £0.79a 15.66 £0,012b 1466 £1,24c *

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type (n=3). Les différentes lettres affectées

(a, b, ) et le symbole (*) indiquent un effet significatif du site de capture (P<0,05).
I11-1-1- Extrait sec total et dégraissé

Le contenu en matiére séche des différents échantillons de camemberts étudiés apparait
dans des proportions variables (P < 0,05) (Tableau 16) avec des teneurs allant de 41.59 g.100g
1464.13 g.100g%, présentant ainsi une différence estimée a 35 % entre le camembert issu du
lait du 3eme stade de lactation et celui du premier stade de lactation. Il est établi que plus la
quantité de lactosérum exsudée est importante, plus I’EST est élevé (ECK, 1987). Toutefois,
une étude menée par Dasen et Grappin (1983) sur la détermination rapide de I’extrait sec de
plusieurs types de fromages a I’aide d’un four a micro-ondes a mis en exergue des teneurs
variables en EST allant de 19,9 g.100g™ dans le fromage frais, 47.8 g.100g-1 dans le fromage
a pate molle, 57,4 9.100g-1 dans la Raclette a 61,7 g.100g™* dans le comté.

Selon Alais 1975, le taux de I’extrait sec varie d’un type de fromage a un autre, dans de
larges limites, et dépend d’une part de la composition initiale du lait et d’autre part de la maniére

dont sont effectués la coagulation et 1’égouttage.

L’¢étude statistique par analyse de variance a révélé un effet significatif du stade de
lactation sur le paramétre d’extrait sec dégraissé (P < 0,05). Notons aussi que la teneur en extrait

sec dégraissé dans le camembert issu du lait du premier stade de lactation (41,13 g.100g™) reste
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supérieure a celle des camemberts issus du lait du deuxiéme et troisieme stade de lactation avec
des différences de I’ordre de 36.5 % et 34.5 % respectivement. Les résultats obtenus s’averent
inférieurs a ceux rapportés par Martin et Coulon (1994) qui ont enregistré des teneurs en extrait
sec dégraissé dans les fromages affinés allant de 27,5 g.100g™* & 43,6 9.100g™". Selon Remeuf
et al., (1991), les gels les plus fermes ont une meilleure aptitude a 1’égouttage permettant a

avoir un extrait sec dégraissé plus élevé dans les fromages fabriqués.

I11-1-2 Protéines

Les contenus protéiques des différents échantillons de camemberts laissent observer que
le camembert du 2°™ stade de lactation présente le taux le plus élevé en protéines soit
20.049.100g* (P < 0,05), et ce comparativement aux camemberts du premier et du troisiéme

stade de lactation avec des différences de 1’ordre de 4 % et 15 % respectivement (Tableau 16).

Selon Mietton, (1995), le Camembert renferme 30 a 50 % de matiére azotée / matiere
seche. Il s’inscrit ainsi parmi les meilleures sources alimentaires de protéines ayant une
digestibilité élevee. De plus, la haute valeur biologique de ces protéines lui est conférée tant par
sa composition équilibrée en acides aminés, que par sa propriété de former une pate fromagere

trés appréciée par les consommateurs dans de nombreuses régions du monde.

La teneur en protéine dépend essentiellement du lait du départ. Toutefois, le stade de
lactation a un effet significatif (P < 0,05) sur la teneur en protéine du lait (Beever et al., 2001).
Apres le vélage, le taux protéique du lait est a son maximum, descend ensuite pour atteindre
son minimum entre 5 et 6 semaines de lactation, puis va augmenter a nouveau graduellement a

la fin de la lactation (Beever et al., 2001).

Selon Murphy et O’Mara, (1993) et Kehoe et al., (2007), les premieres traites apres le
vélage, le taux protéique du lait est tres élevé, en moyenne 14,99 dans le colostrum,
principalement a cause de la présence d’immunoglobulines provenant du sang. Ensuite, la
teneur diminue rapidement au cours des cing premiers jours de lactation, puis plus lentement
par la suite jusqu’a I’atteinte d’un minimum entre la cinquiéme et la dixi¢éme semaine apres le
vélage (Murphy et O’Mara, 1993). Aussi, le Taux protéique du lait est généralement plus
faible chez les vaches primipares que chez les multipares (Brun-Lafleur et al., 2010).

I11-1-3- Matiere grasse

111-1-3-1- Dosage des lipides totaux (M.G)
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L’analyse de variance a révélé que le stade de lactation présente un effet significatif sur
le taux de matiére grasse (p<0,05). Il en découle une teneur en MG plus élevee dans le
camembert issu du lait du premier stade de lactation par rapport aux camemberts fabriqués a
partir des laits du 2°™ et du 3°™ stade de lactation (23,0 % Vs 15,6 % Vs 14,6 %).

Selon Mahaut et al., (2000), les concentrations en lipides des fromages dépendent
essentiellement des teneurs en matiéres grasses des laits du départ provenant des trois stades de
lactation distinctement soient 41.56, 33.13, 28.4 g/l respectivement. Nos résultats rejoignent
ceux de Walker et al, (2004) qui ont montré que la teneur en matiére grasse décline apres le
vélage et atteint son minimum lorsque les vaches sont entre 40 et 60 jours post-partum, avec
une légere augmentation journaliére par la suite. Cette baisse peut étre expliquée principalement
par un effet de dilution, puisque la teneur en matiere grasse évolue de facon inverse a la
production de lait (Coulon et al., 1991 ; Varga et Ishler, 2007). Par ailleurs, Aditya et al,
(1997) ont constaté que le lactosérum éliminé lors de la fabrication du cheddar engendre des
pertes en gras allant de 6,1 % a 7,4 %. Ces pertes ont tendance a augmenter au fur a mesure que
le stade de lactation progresse.

Globalement les résultats obtenus de nos essais corroborent ceux d’Agatha et al., (2017)
qui ont révélé gque la teneur en matiére grasse des fromages a pates molles commerciaux
disponibles sur le marché polonais varient de 13,07% a 33,81% pour les camemberts et de
25,53% a 36,0% pour les bries. Ces teneurs en gras varient beaucoup plus que celle des
fromages italiens a maturation durs produits a partir du lait de vache (27,43-31,62 g / 100 g de
produit) dose par Prandini et al. (2007), et encore plus élevées que dans les fromages grecs de
type Feta (17,9-20,9 g / 100 g de produit) faits a partir du lait de brebis ou le lait de chevre
(Zlatanos et al., 2002). Selon Agatha et al., (2017), les différences étaient toutefois dues a la

technologie de production et au type de lait utilisé pour la fabrication du fromage.
111-1-3-2- Composition en acides gras

Le Tableau 17 met en évidence les proportions de 19 acides gras extraits a partir des
camemberts issus de lait de vache (Holstein) récolté selon les trois stades de lactations. Les
compositions en acides gras des différents camemberts étudiés varient entre 6,48% et 12,55%
pour les acides gras a courtes chaines (AGCC), 38,1% a 52.93% pour les acides gras a longues
chaines (AGLC), 13.23%-23.59% pour les acides gras monoinsatures (AGMI), 3.50%-5.02%
pour les acides gras polyinsaturés (AGPI) et 0.5%-1.03% pour 1’acide linoléique conjugué
(CLA).
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Tableau 17 : Teneur en matiere grasse (MG, %) et profil en acides gras des camemberts

fabriqués en selon le stade de lactation (Moyenne ; n=3).

Stages of lactation

Fats and Fatty acids (%) SOL1 SOL2 SOL3 signification
Total lipids 23a 156D 146D *
C4:0 2.06 b 16b 35a *
C6:0 1b 1.06 b 2.36 a *
C8:0 0.66 b 0.63 b 1.36a *
C10:0 12b 1.43b 2.6a *
C12:0 2.2b 1.76 ¢ 2.73a *
YSCSFA 712 a 6.48 b 1255 ¢ *
C14:0 8.20b 9.80a 9.33a *
C16:0 24.2b 23.3b 27.7a *
C18:0 12.6b 50c 159a *
YLCSFA 45a 38.1b 52.93¢ *
cis-9 C14:1 0.53a 0.30b 0.63a *
cis-7 C 16:1 0.7a 0.73a 05b *
cis-9 C 16:1 0.20a 0.20a 0.16a NS
cis-9 C18:1 26.1a 12¢ 22.3b *
trans-9,12 C18:2 Ob 0.16 a 0b *
cis-9,12 C18:2 (LA) 2.53a 2.26b 2b,c *
cis-9,12,15 C18:3 (ALA) 0.6a 0.33b 0.3b *
cis-9, trans-11 C18:2 0.86 a 0.66 a 0.56 a NS
Total CLA 1.03a 0.7b 05b *
C20:0 0.16a 0.1a 0.13a NS
C22:0 0.20a 0.13a 0.1la NS
C24:0 0.13a Ob Ob *
> SFA 52.61b 5l1c 66.0 a *
>MUFA 27.53 b 44 a 305¢ *
> PUFA 5.02a 48a 35b *
Total (06) 40a 4.03 a 283 b *
Total (03) 0.73 a 0.7 a 026 b *
®6/®3 5.03c 5.66 b 9.26 a *

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne. Les différentes lettres affectées (a, b,
c) et le symbole (*) indiquent un effet significatif du site de capture (P<0,05). NS indique « effet non
significatif » du parameétre étudié.
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Les acides gras les plus dominants sont représentés par l'acide butyrique et I'acide laurique
pour les AGCC (C4 : 0, 1,6-3,5% ; C12 : 0, 1,76-2,73%), I'acide palmitique pour les AGLC
(C16: 0, 23,3-27,7%), l'acide oléique pour les AGMI (C18: 1 -9 cis, 12-26,1%), I’acide
linoléique et ’acide a-linolénique pour les AGPI (C18: 2 Cis 9,12 (-6), 2-2,53%; C18: 3 Cis
9,12,15 (3), 0,3-0,6%) et de l'acide ruménique pour le CLA (C18: 2 cis-9, trans-11, 0,56-
0,86%). Il est & noter que les niveaux de ces acides gras changent significativement entre les
différents fromages de type camembert expérimentaux (p <0,05).

Les acides gras saturés a courtes et longues chaines (AGCC, AGLC), représentent 3,13-
5,30% pour I’acide butyrique (C4: 0), 3,45 a 4,13% pour I’acide laurique (C12: 0), 42-45,68%
pour I’acide palmitique (C16: 0) et 9,8-24,1% pour 1’acide stéarique (C18: 0) du total des acides
gras saturés (TAGS). De plus, I’acide butyrique (C4: 0) et I’acide palmitique (C16: 0)
prédominent les deux groupes d’acides gras a courtes et longues chaines, en particulier dans le
camembert du 3°™ stade de lactation, avec des proportions de I’ordre de 3,5% et 27,7%
respectivement. Des résultats similaires ont été présentés par Esposito et al., (2013) pour le
fromage italien Caciocavallo (2,92% pour C4: 0 et 29,43% pour C16: 0). Cependant, le
pourcentage d'acide butyrique noté par Coakley et al., (2006) dans le fromage Irlandais (1,45%)
¢tait inférieur a nos résultats, contrairement a la teneur en acide palmitique qui s’avere plus
élevée (32,83%). L'acide butyrique présente un effet bénéfique sur I’appareil digestif de
I’homme (Mills et al., 2011; Canani et al., 2012) et sur les propriétés anti-cancérigenes
(Emanuele et al., 2004). L'acide palmitique (C16: 0) était prédominant dans le groupe des

AGLC avec une valeur maximale dans le camembert du 3°™ stade de lactation (27,7%).

Concernant les acides gras monoinsaturés, I'acide oléique (18: 1 cis -9, 12-29.1%) était
le plus prépondérant du total des AGMI, en particulier chez les camembert des 1% et 3°™ stade
de lactation (76,53% et 73,11% du total des AGMI). Cette valeur était conforme a celles
déterminées dans le fromage de type camembert polonais (Agata et al., 2017) et dans le

fromage italien Caciocavallo (Esposito et al., 2013).

Pour ce qui est des AGPI totaux, la teneur la plus élevée était pour le Camembert issu du
lait du 1* stade de lactation (5,53%). Les résultats de ce parametre sont supérieurs a ceux
trouvés par Agata et al. (2017) et Ots et al. (2007), avec des teneurs totales en AGPI de 2,98%
et 4,65% pour le camembert polonais et le fromage de type Edam d'Estonie, respectivement.

Concernant les CLA, I'acide linoléique (C18: 2 Cis 9, 12) et I'acide a-linolénique (C18: 3
Cis 9, 12, 15) ont été retrouvés dans des proportions élevées dans tous les camembert fabrigqués.
Selon Innis (2004), les AGPI sont considérés comme essentiels et fondamentaux pour la
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nutrition humaine. Dans I’alimentation humaine, 1’acide linoléique (C18: 2 Cis 9, 12) est I’acide
gras le plus essentiel de la série @6 dont la valeur la plus élevée a été détectée chez le camembert
du premier stade de lactation (2,53%). Par rapport a d'autres résultats, des concentrations plus
faibles d'acide linoléique ont été trouvées dans différents types de fromage de type camembert
polonais (1,56%) (Agata et al., 2017) et dans du fromage fondu égyptien (0,46%) (Tarek et
al., 2015). En ce qui concerne les acides gras de la famille @3, la teneur la plus élevée en acide
a-linolénique (C18: 3 Cis 9, 12, 15) a été attribuée au camembert du ler stade de lactation
(0,6%). Un résultat similaire concernant la concentration en acide a-linolénique a été signalé

dans le fromage italien Caciocavallo avec une valeur de 0,67% (Esposito et al., 2013).

A propos des isoméres du CLA (C18: 2), I’isomére principal est I’acide ruménique (C18:
2 cis-9, trans-11) avec une participation allant de 75% a 90% du total des formes isomeres
(Collomb et al., 2006; Mills et al., 2011). Dans cette étude, les concentrations les plus élevées
de cet acide gras ont été obtenues pour le camembert des 1°" et 2™ stade de lactation (0,86%
Vs 0,66%). Selon les travaux de Bisig et al. (2007) et Prandini et al. (2011), les parameétres
intervenant dans le processus de fabrication du fromage, tels que la température, les ferments
et I'affinage, semblent n'avoir aucun effet sur les valeurs d'/ALC du fromage. Les teneurs en
acide ruménigue obtenues pour le Camembert de 1° SL (0,86%) étaient supérieures a celles
obtenues par Pajor et al. (2013) (0,78%), cependant, les concentrations de CLA des 2°™ et 3°™®
SL (0,66% et 0,55%) étaient inferieures a celles du méme auteur. Dans un autre contexte et
selon la littérature, le contenu de CLA dépend des saisons. Le lait récolté de la saison hivernale
reste moins riche en CLA que celui de I'été car les vaches n'ont pas acces a I'herbe riche en
acides linoléique et a-linolénique, impliquée dans la synthése de CLA (Collomb et al., 2008;
Rutkowska et al., 2012).

Enfin le rapport 6 / ®3 a enregistré une variation de 5,03 pour le camembert du 1* stade
de lactation & 9,26 pour le camembert du 3°™ stade de lactation et montrait des différences
significatives (p <0,05) entre les différents fromages de type camembert de cette étude. Enfin,
le rapport 6 / ®3 variait de 5,03 a 9,26 et montrait des différences significatives (p <0,05)
entre tous les camembert fabriqués (1%, 2°™ et 3°™ stade de lactation). Nos résultats s’avérent
supérieures a ceux obtenues par Agata et al. (2017) pour le camembert polonais (0,79-1,88) et

le brie (1,03-1,28) et dépasse les valeurs recommandées pour la nutrition humaine.
111-1-4- Evolution du pH

Le Tableau 18 illustre les valeurs de pH durant la période de 1’affinage (14 jour).
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Tableau 18 : Evolution du pH durant la période de I’affinage des différents échantillons de

camemberts étudiés (14 jours)

pH (17 SL) pH (2¢me SL) pH (3¢me SL) Signification
J1 6.22+0,042 a 6,16+0,15 a 6.53+0,31 a NS
J3 4,33+0,02 a 4,16+0,13 a 4,44+0,08 a NS
J6 4,54+0,05 a 4,98+0,15 b 4,6+0,26 a *
J9 4,79+0,005 a 5,05+£0,18 b 5,53+0,20 ¢ *
Ji1 5,21+0,22 a 5,73£0,15b 6,23+£0,15 ¢ *
J14 6,82+0,01 a 6,50+0,10 a 6,53+0,05 a NS

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart type (n=3). Les différentes lettres
affectées (a, b, c) et le symbole (*) indiquent un effet significatif du site de capture (P<0,05). NS
indique « effet non significatif » du paramétre étudié.

Le pH des différents fromages étudiés a connu des évolutions dés le debut de la
maturation jusqu’au produit fini avec des chiffres allant de 6,16 a 6,53 pendant la maturation
du lait, pour baisser ensuite au début de I’affinage dans le fromage issu du lait du premier, du
deuxiéme et du troisieme stade de lactation (4,33 Vs 4,16 Vs 4,44).

Il est a noter que les bactéries lactiques constituent durant 1’affinage la flore dominante et
tirent leurs origines principales de la culture ensemencée au début de la fabrication. Ces
bactéries ont la capacité de faire baisser le pH par la production d'acide lactique aux dépens du
lactose et peuvent contribuer également au caractere organoleptique des fromages au cours de
la maturation. (Dortu et Thonart, 2009).

Une augmentation progressive du pH a été marquée des le début d’affinage jusqu’au
produit fini dans les différents échantillons étudiés. Allant de 4,33 a 6,82 pour le camembert
issu du lait du 1*' stade de lactation, de 4,16 a 6,5 pour le camembert fabriqué a partir du lait du
2™ stade de lactation et de 4,44 a 6,53 dans le camembert issu du lait du 3°™ stade de lactation.
Cette augmentation du pH est liée principalement a I’action des Penicellium Camemberti sur la
désacidification du caillé et cela par 1’ utilisation de 1'acide lactique et les lactates comme sources

de carbone. Ce qui induit a la neutralisation des pates fromageéres (Jutta Cerning et al., 1987).
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Par ailleurs, le pH du produit fini issu du lait de début de lactation s’avere plus élevé par
rapport & ceux enregistrés dans les deux autres produits finis. Nos résultats sont en accord avec
ceux rapportés par ECK (1987) avec des valeurs comprises entre 6,5-6,8 (9 a 12 jours apres
affinage) et Karoui et al., (2007) qui ont enregistrés des valeurs comprises entre 6,29 et 7,18
du pH dans le fromage Emmental. Cependant, Mourgues et al. (1977) ont noté une valeur de
4,6 pour un fromage a pate molle affiné pendant 10 jours a 12°C. Selon les mémes auteurs, ce

pH bas est d a la contamination du produit par des coliformes.
I11-2- Microbiologie du camembert

I11-2-1- Estimation de la qualité sanitaire des camemberts expérimentaux
Le Tableau 19 illustre la recherche des bactéries pathogénes et d’altérations dans les

différents échantillons de Camemberts étudiés exprimées en UFC /g

Tableau 19 : Recherche des bactéries pathogénes et d’altérations dans les différents

échantillons de Camemberts étudiés exprimées en UFC /g

1¢r SL 2eme S| 3eme S Normes
(UFClg)

Flore aérobie 11. 108 9.10° 7.10° <108
mésophile totale
Coliformes 0,8.102 102 0,5.102 102
fécaux
Coliformes totaux 2.102 3.102 1,5.102 102
Staphylococcus Abs Abs Abs 10?
aureus
Clostridium Abs Abs Abs 1
sulfito-réducteurs
Salmonelles Abs Abs Abs Abs

111-2-1-1- Flore aérobies mésophile totale

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale des échantillons du camembert a révélé
des valeurs de I’ordre de 11. 103 UFC/g dans le Camembert du 1% SL, de 9.10° UFC/g dans le
camembert du 2°™ SL et de 7.10° UFC/g dans le Camembert du 3°™ SL. Ces résultats sont

inférieurs & la norme exigée par le journal officiel Algérien qui est de 1’ordre de 10® UFC/g.
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111-2-1-2- Coliformes totaux

La charge microbienne en coliformes totaux dans les différents échantillons de
camemberts fabriqués était de ’ordre de 2.102 UFC/g dans le Camembert du 1% SL, de 3.102
UFC/g dans le Camembert du 2°™ SL, et de 1,5.10% UFC/g dans le camembert du 3°™ SL. Ces
seuils de contaminations en coliformes totaux dépassent la norme exigee par le journal officiel
Algérien qui est & 102 UFC/g. Ces valeurs élevées sont expliquées par la contamination du lait
du départ (mammites qui provoque la contamination des trayons) (Magnusson et al., 2007 ;
Aggad et al., 2010). En effet, au cours de I'affinage le pH remonte sous I’action du Penicellium
camemberti . Cela contribue a la multiplication des coliformes pouvant atteindre des charges

microbiennes élevées (Mourgues et al., 1977; Bourgeois et al., 1991).
111-2-1-3 Coliformes fécaux

Les résultats enregistrés lors du dénombrement des coliformes fécaux dans les différents
échantillons de Camemberts étudiés répondent aux normes recommandées par le journal
officiel Algérien. Les valeurs obtenues étaient de I’ordre de 0,8.102 UFC/g dans le Camembert
du 1% SL, de 102 UFC/g dans le Camembert du 2°™ SL et de 0,5.10> UFC/g dans le Camembert
du 3°™ SL.

Selon Larpent, (1990), une présence des coliformes n’est pas obligatoirement signe
d’une contamination fécale directe. En effet, certains coliformes sont présents dans les résidus

humides habituellement rencontrés dans les différents équipements de la traite.
11-2-1-4 Staphylococcus aureus

Une absence totale de ces germes dans les tous les échantillons de Camembert a été

marquée. Ce résultat est conforme aux normes du journal officiel Algérien.
11-2-1-5 Salmonelles

Le journal officiel Algérien exige une absence totale des salmonelles dans les fromages
a pates molle de type Camembert. Nos résultats dans les différents échantillons de

Camemberts sont conformes aux normes Algeériennes.
11-2-1-6 Clostridium sulfito-réductrices a 44°C

Le dénombrement de ce germe dans les différents échantillons de Camemberts étudiés a
révelé une absence totale dans tous les fromages étudiés. Les résultats obtenus répondent aux
normes algériennes fixée a 1 UFC/ml.
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I11-2-2- Suivi des bactéries lactique

Le Tableau 20 met en exergue 1’évolution de la croissance des bactéries lactiques dans
les différents échantillons de Camembert fabriqués durant les trois semaines d’affinage (sur

milieu MRS et M17)

La charge microbienne des bactéries lactiques dans le camembert issu du lait du 3°™ SL
est plus importante par rapport & celle enregistrée dans les échantillons de Camemberts du 2™
et du 3°™ SL. (Tableau 20). Cependant, le nombre des bactéries lactiques recherchées dans le
milieu M17 est supérieur a celui relevé dans le milieu MRS dans tous les échantillons de
Camemberts étudiés. Cela indique une dominance des genres Streptococcus, Lactococcus et
Entérococcus par rapport aux lactobacilles.

Tableau 20 : Evolution de la croissance des bactéries lactiques dans les camemberts des

trois stades de lactation au cours de ’affinage

1% semaine 28me semaine 3¢me semaine

Temps d’affinage MRS M17 MRS M17 MRS M17

1¢" SOL (UFC/qg) 14.10* 15.10* 9.10* 11.10 7.10* 9.10*

2¢me SO (UFC/g) | 10.10° | 96.10° 4.10° 57.10° 8.10° 9.10°

3¥me SOL (UFC/g) |20.10°5 |42.10° |17.10° |[31.10° |14.10° |17.10°

Au début de I’affinage, les bactéries lactiques ensemencées dans le lait du début de la
fabrication représentent la flore dominante. Ces derniéres ont la capacité de faire baisser le pH

par la production d'acide lactique a partir du lactose du lait. (Dortu et Thonart, 2009)

Par ailleurs, la charge microbienne recherchés dans les milieux MRS et M17 a connu une
diminution progressive au cours de I’affinage. Cela peut étre expliquée par 1’augmentation du
pH causé par I’action des Penicellium Camemberti sur la désacidification du caillé suite a
I’utilisation de l'acide lactique et les lactates comme sources de carbone (Jutta Cerning et al.,

1987) d’une part et par la baisse de I’activité de I’eau (aw) d’autre part.

Selon Cogan (2003), les bactéries lactiques homofermentaires sont les plus importantes,

les especes lactiques mésophiles tel que Lactococcus lactis sont les premieres a se développer.
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Elles servent principalement a I'acidification du lait, créant ainsi un milieu defavorable au
développement des germes indésirables. Toutefois, les lactobacilles participent au
développement de l'ardme et a I'hydrolyse des protéines du caillé. Les microorganismes
responsables de 1’affinage du fromage proviennent des ferments utilisés lors de la fabrication,

ou bien ils sont présents naturellement dans le lait de départ.

Il est a noter, que les ferments utilisés pour la fabrication de fromage comprennent
principalement les genres de bactéries lactiques Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Lactobacillus et Enterococcus (Beresford et al. 2001). Lors de la maturation du lait, la
croissance des bactéries du ferment (flore primaire) est principalement responsable de
I’acidification du lait en métabolisant le lactose en acide lactique (lactate). Cette flore est ensuite
relayée par les bactéries lactiques de la flore secondaire participant activement a 1’affinage du
fromage. De plus, cette flore est constituée principalement par des lactobacilles

hétérofermentaires facultatives, dont Lactobacillus casei et Lb. (Cogan, 2003).
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Annexes

Les milieux de cultures :

> Milieu MRS (pH 6,5)

PEPIONE ..ot s 109
EXtrait de VIANAE .......c.ocoviiiiiiec e 10¢g
EXErait de [EVUIE ....oviiiiiieeee e 59
GIUCOSE ... e 20 g
TWEBN B0ttt 1mL
Phosphate DIPOtASSIQUE .......cceeieieieieiiesiere e 29
Acétate de SOIUM ....ceoviiieiice e s 590
Citrate d’ammONIUIM .......ccueeriiiiiieniiieiieete et ete e see et saeeebeeseeeeneeas 2g
Sulfate de magnesium, 7 H20 ........cccooeiieiicie e 0,29
Sulfate de manganése, 4 H20 ... 059
N0 T | PSR STRR 15¢
EaU diStHIEE GSP voveeeieieiieieee e 1000 mL

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 15 min.

» Milieu M17 (pH 7,2)
Peptone papainique de SOJa ......ccccvveiieiiieeiie e 50
Peptone pepsique de VIiande ..........ccccooviiiiiinnieiese e 259



Peptone trypsique de CASEINE .........ccveviveierierieie e 250

EXtrait de VIANAE .......ccooviiiiieecc e 59
EXIrait de IEVUIE ...t 259
i-Glycérophosphate de sodium ..........cccooiiiiiiiniie e 19¢
Sulfate de magnésium, 7TH20 .........cccccveveiiieiicic e 0,259
ACIE A@SCOrDIQUE ...t 0,509
AGAT-A0AI ....oiiiiiiiiie 159
Eau diStIEE gSO ..ovvieeiiecie e 950 mL
» Bouillon MRS
PEPTONE ... 109
EXtrait de VIANAE ..o 10 ¢
EXrait de [eVUIE ..o 590
GIUCOSE ...ttt ettt e e ns 20 ¢
TWEEN 8O ... 1mL
Phosphate dipotassiqUE .........cccveieierieiiniiiseieeee e 29
Acétate de SOIUM ........oooiiiiiiicce e 59
Citrate triammONIQUE .........cccoveieieieiee e 0,29
Sulfate de MagNSIUM ..o 0,05¢
SACCNANOSE ....vieie e 590
Eau diStillEe gSP ..ovveverieieieieee e 1000 mL

» Bouillon M17 (pH 7,1 £0,2)

TIYPIONE .o 259
Peptone pepsique de VIande ...........cccceveeieeiiiiic i 250
Peptone papainique de SOJA .......cceoereeriereririnieeeie e 59

Extrait autolytique de 1eVUre ... 2549
Extrait de VIande ..........cocooveiiiiiiccecce e 590

LLACTOSE ...t 59
Glyceérophosphate de SOIUM .........ccoviiriieiineee s 199

Sulfate de MagnESIUM .........cceeviiieiieie e 0,259
ACITE aSCOMDIUE ..o 059

EaU diStIHIEE GSP «.vveveeieciee e 1000 mL

» Milieu Plate Count Agar(PCA) :

Bio trypease ...oovvvniiiiiii e 59
Extraitde levure.............coooiiiiiiiiiiiiie, 2.50
GIUCOSE . e 19
A 159
Eaudistillée..........coooviiii 1000ml



Autoclave 15mina 115°C.............ooiiiiinnnn. 0.025¢g
pHfinal...........oo 7.4

» Gélose viande foie (VF)

Extrait de viande foie ........ccccoevvvevviieciece e, 30g
GIUCOSE. ...ttt seee 29
AmIdon.......ooiiiii i 29
GRlOSE. ..ot 129

pH 7,6. Répartir en tubes a essais (20 ml).

Autoclaver 20 min a 115°C.

Ajouter avant emploi par tube de milieu en surfusion, 0,5 ml de sulfite de sodium a
5%et4

gouttes de citrate de fer ammoniacal & 5 % stérilisés par filtration ou 10 min
d’ébullition.

> Gélose Salmonella-Shigella (SS)

PEPLONE ... 10g
Extrait de viande............ccooviiiiininiis 5¢
LACIOSE ....vveieieeee e 10g
Sels BIliaires .......ccovevvviiieec e, 69
Citrate de SOdIUM .......cccoevviiiiieieeeeeees 10g
Riosulfate de sodium........cccccveiviiieeeiiciiee e, 8,50
Citrate de fer ammoniacal .............cccccevvevviiernnne. 19
Rouge NEULIe.........ccceevviiiiieeceec 0,025¢g
Vertbrillant ......ccccooooveeiiiii e, 0,00033g
GEIOSE. ...ttt 13g

pH= 7. Stériliser par 1 a 2 min d’ébullition.

> Gélose oxytéracycline-glucose (OGA)

e Extrait de levures ........ S¢g
® Glucose..........c....... 20g
eGélose .....covvnvinnnn.. l16g

pH, autoclaver 20minutes a115 °C. Ajouter avant emploi au milieu en surfusion, 100mL
d’oxytétracycline (téramycine) a Img/mL et répartir en boite de pétri

> Rothe (bouillon)

PEPLONE ... 20g
GIUCOSE ...t 5¢
Chlorure dipotassiqUe..........ccocuvereeiieienenenesceiens 59
Phosphate dipotassique .........c.cccceeeevveiieiiieeninnns 2,79
Phosphate monopotassique .........cccceevvevveiiveennnnne 2,79
Azide de SOdium......coeveiniiniiniieiiiniencnnnnn 0,2g
Eau distillée ........cooovveiiieieeee, 1000 mL

pH= 7. Répartir en tube a essais (9-10 mL).

Autoclaver 20 min a 115°C.

Ce milieu peut étre préparé a double concentration en multipliant les valeurs ci-
dessus
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> Milieu Clark et Lubs (pH 7)

PEPTONE ... 609
GIUCOSE ...ttt et nas 59
K2HPOA ..o 50
Eau diStillE gSP ..ovvoveeeiiiieieesee 1000 mL

Stérilisation a ’autoclave: 120°C pendant 15 minutes.

» Milieu hypersalé de CHAPMAN :

- extrait de viande de boeuf-----------------m-momemoeee 19

- PEPLONE--==mmmmmmm e 109

- chlorure de sodium---=-=-=-=-=-=-=-mnmmmmmmm oo 759

- MaNNitol---------m-mcmmm oo -10g

- rouge de phénol----------=-=----mmmmmmm oo 0,025¢
()L 159

- amphotéricine

- eau distillég--------------m-mmme oo 1000 ml
pH=7,4-+0,2

- autoclaver 15 minutes a 120°C
- couler en boite de Petri.
» Test de Mac Kenzie
Mode opératoire :
A partir des tubes positifs du test présomptif, on inocule 1I’6se dans :
] Un tube d’eau peptonée tamponnée exempte d’indole.
] Un tube de bouillon lactosé bilié au vert brillant muni d’une cloche
de DURHAM.
Les tubes sont placés aussitot dans une étuve réglée a 44°C pendant 48
heures.
- Lecture :
Si apres incubation a 44°C pendant 48h, il y a production de gaz (BLBVB) et
d’indole mis en évidence par addition de réactif de Kovacs dans le tube d’eau
peptonée avec lequel il donne un anneau rouge révélant une réaction positive, on
peut soupgonner la présence d’ E. coli.

Tables de Mac Grady (Cuq, 2007)

Nombre Nombre de Micro
Caractéristique organismes

000 0,0

001 0,3

010 0,3

011 0,6

020 0,6

100 0,4
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101 0,7
102 1,1
110 0,7
111 1,1
120 1,1
121 1,5
130 1,6
200 0,9
201 1,4
202 2,0
210 1,5
211 2,0
212 3,0
220 2,0
221 3,0
222 3,5
223 4,0
230 3,0
231 3,5
232 4,0
300 2,5
301 4,0
302 6,5
310 4,5
311 7,5
312 11,5
313 16,0
320 9,5
321 15,0
322 20,0
323 30,0
330 25,0
331 45,0
332 110,0
333 140,

> Réactif de vogues prosateur (VPI et VPII)
VPI : Solution de soude Na OH a 16% dans I’eau distillée.
VP11 : Alpha —naphtol a 6%dans I’alcool a 95%.

Recherche des salmonelles

Pré enrichissement :
Introduire 25ml d’échantillon de lait a analyser dans un flacon contenant 225 ml d’eau
peptonée tamponnée, qui sont ensuite mis a incuber a 37°C pendant 18 heures.
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Enrichissement :

Apreés Incubation, le flacon de pré-enrichissement subit une agitation, ensuite 10ml de
cette solution sont introduits dans un flacon contenant 25 ml de boillon SFB (sélénite
Acide de sodium) suivie d’une agitation et incubation a 37°c pendant 24 heures.

Isolement

Fondue et refroidie a 45+ 1°C, le milieu SS (salmonella-Shigella) est coulé dans les boites
de

pétri et laissé se solidifier. Ensuite, 3 gouttes du milieu d’enrichissement sont déposés et
étalées avec un rateau a la surface du milieu SS. Les boites sont incubées a 37°C
pendant 24 heures.

Interprétation des résultats :
Les salmonelles apparaissent incolores et transparentes de petite taille.

Informations complémentaires concernant les vaches de notre expérimentation

N° de vache SL N° de lactation
V1 1¢7 SL 3¢me |_actation
V2 1¢7 SL 48me | actation
V3 1¢r SL 1¢re Lactation
V 4 1¢7 SL 3¢me |_actation
V5 1¢r SL 3%me |_actation
V 6 1¢7 SL 2¢me |_actation
V7 1¢ SL 2¢me | gctation
V8 28" SL 3¢me |_actation
V9 28" SL 3¢me |_actation
V10 2¢r S 48me | actation
V11l 2¢r SL 3¢me |_actation
V12 2¢r S 2¢me | gctation
V13 2¢r S 3¢me |_actation
V14 3er S 48me | actation
V15 3er S 3éme | gctation
V16 3er S 1¢re Lactation
V17 3erSL 2¢me | gctation
V18 3er S 3¢me |_actation
V19 3er S 3éme | gctation
V20 3er S 3¢me |_actation
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Abstract

Stage of lactation (SOL) is a major factor affecting several characteristics of milk such as fatty acids content and
composition, protein and main minerals content. These variations may have important quantitative and qualitative
consequences on the characteristics of cheese. The aim objective of this study was to analyse the effect of lactation
stage on the fat and fatty acids composition of the artisanal camembert type-cheese made from cow’s milk collected
in Mostaganem region (Algeria) and provided from three stages of lactation (early, mid and late). In this study and
for each stage of lactation, the fat and fatty acid composition of camembert type-cheese were analysed and evaluated.
Results showed that the total lipids were related to the stage of lactation (p<0.05), ranging from 14.6% for the 3rd
SOL to 23% for the 1st SOL. The fatty acids composition of Camembert-type cheese showed a high polyunsaturated
fatty acids percentage dominated by w6 and ®3 fatty acids represented by linoleic and a-linolenic acids. Indeed, they
recorded maximum values of 2.53% and 0.6% respectively, for the Camembert made with the milk of the 1st SOL
(p<0.05). Concerning monounsaturated fatty acids class, oleic acid is found to be the most important fatty acid with
a maximum percentage (26.1%) in Camembert of the 1st SOL (p<0.05). Finally, this study concluded that the stage
of lactation plays a determining role on the biochemical composition of the camembert type-cheese, particularly on
lipids and essential fatty acids.

Keywords: Camembert, cow’s milk, Fatty acid, lipid, lactation stage

Résumé

Le stade de lactation (SOL) est un facteur majeur affectant plusieurs caractéristiques du lait, telles la teneur et la
composition en acides gras, en protéines et en minéraux. Ces variations engendrent aussi des modifications
qualitatives et quantitatives sur les caractéristiques des fromages fabriqués. L’objectif de cette étude est de mettre en
exergue 1’effet du stade de lactation sur la qualité nutritionnelle (acides gras en particulier) d’un fromage artisanal a
pate molle type camembert, fabriqué a partir de lait de vache collecté dans la région de Mostaganem (Algérie) et
provenant de différents stades de lactation, a savoir le début, le milieu et fin de lactation. Dans cette étude et pour
chaque stade de lactation, la teneur en lipides totaux et la composition en acides gras du camembert de notre
expérimentation ont été analysé et évalué. Les résultats ont montré que les lipides totaux étaient liés au stade de
lactation (p <0,05), allant de 14,6% pour le 3eme SOL a 23% pour le ler SOL. La composition en acides gras du
fromage de type Camembert présentait un pourcentage élevé d'acides gras polyinsaturés dominé essentiellement par
les acides gras o6 et 3 représentés par les acides linoléique et a-linolénique. En effet, ils ont enregistré des valeurs
maximales respectives de 2,53% et 0,6% pour le camembert fabriqué avec le lait du ler SOL (p <0,05). En ce qui
concerne la classe des acides gras monoinsaturés, I’acide oléique s’avére 1’acide gras le plus important avec un
pourcentage maximal de 1’ordre de 26,1% dans le camembert du ler SOL (p <0,05). Enfin, cette étude nous a permis
de déduire que le stade de lactation joue un réle déterminant sur la composition biochimique du fromage type
camembert, en particulier sur les lipides et les acides gras essentiels.

Mots clés : Camembert, Lait de vache, Acides gras, Lipides, Stade de lactation.
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