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Résumé

A travers I’Algérie, plusieurs types de fromages sont issus des transformations du lait cru de
chévre, de vache ou de brebis par des méthodes traditionnelles. Parmi les préparations laitieres
traditionnelles le fromage «Kemaria», un produit artisanal connu depuis longtemps dans la zone sud
du pays précisément dans la wilaya de Ghardaia. L’étude s’est intéressé a étudier ce type de
fromage a travers des analyses physico-chimiques et microbiologiques, dont, huit échantillons de
Kemaria a base du lait de vache collectés a partir de différentes localités de la wilaya de Ghardaia
ont été étudies. Les analyses physico-chimiques montrent que Kemaria est caractérisée par un taux
d'extrait secs d’environ 47.6 % dont 14.7% de maticre grasse, un pH doux et une faible acidité, Ces
résultats ont permis de classer le fromage Kemaria comme étant un fromage frais a pate demi-
molle et mi-gras. Alors que, sa qualité microbiologique était généralement acceptable et conforme
aux normes fixées par 1’état algérien avec absence totale des Staphylococcus et Salmonella,
cependant, une contamination par des E. coli dans 3 échantillons a été enregistrée, mais avec une
faible charge. Quant & I’identification et caractérisation des bactéries lactiques, 15 isolats
appartenant a trois genres ont été obtenus dont, 40% étaient des En. faecium, 33% autant que
L. lactis et 27% de Ln. mesenteroides. L’étude de I’activité protéolytique a permit de montrer que
la plupart des souches sont dotées d’un bon pouvoir protéasique, alors qu'aucune des souches
testées présentait une activité lipolytique. Les trois especes ont été testées pour leur effet
antagonisme & I’encontre d'E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 et Salmonella sp. , ou
I’interaction des souches lactiques avec les bactéries pathogénes indicatrices a révélé des résultats

positifs pour toutes les souches.

Mots clés: Kemaria, analyses physico-chimiques, qualité microbiologique, bactéries lactiques,

protéolyse, antagonisme.
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Abstract

Through the Algerian territory, several types of cheese are made from the transformation of
goat’s, cow’s or sheep’s raw milk using traditional ways. Among the traditional dairy preparations
the "Kemria" cheese has long been known in the southern part of the country precisely in the
regions of Ghardaia. The study was interested in studying this type of cheese starting with physico-
chemical and then microbiological analysis. Eight samples of Kemaria cheese were studied; they
were collected from different localities in Ghardaia province. Physico-chemical analyses showed
that our Kemaria is characterized by a dry extract level of about 47.6% of which 14.7% fat, a mild
pH and low acidity, These results allowed to classify kemaria cheese as a fresh cheese half-soft and
semi-fat. Microbiological quality of Kemaria was generally acceptable and in accordance with the
stated standards of Algerian legislation, however, a total absence of Staphylococcus and Salmonella
was noted, nevertheless, contamination is noted by the presence of E. coli in 3 samples, but with a
low amount. Isolation and characterisation of lactic bacteria showed 15 obtained strains from 3
genera, distributed as 40% En. faecium, 33% of L. lactis and 27% belonging to Ln. mesenteroides.
After the study of proteolytic activity, it was possible to reconstruct that most strains have good
protein activity, while none of these strains have lipolytic activity. All three species were tested for
their antagonistic effect against E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 and Salmonella sp.,
where, the interaction of our lactic strains and pathogenic bacteria yielded positive results for all

strains.

Key words: Kemaria, physico-chemical analysis, microbiological quality, lactic acid bacteria,

proteolysis, antagonistic effect.
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Introduction

Introduction

En Algérie, comme dans différents pays de I’ Afrique du nord et du monde, le lait occupe une
place prépondérante et fondamentale dans la ration alimentaire en raison de sa richesse en protéines,
lipides, glucides et en éléments biologiques comme les enzymes, les vitamines et les minéraux
(Ouadghiri, 2009). Cet aliment complet et hautement nutritif, destiné a I'alimentation du jeune
naissant jusqu’aux adultes, est facilement périssable et difficile a conserver, ou sa transformation en
produits laitiers qui lui permet une conservation de longue durée (Bencharif, 2001). Les femmes
algériennes, comme dans toutes les cultures pastorales, ont toujours été les principaux protagonistes
auteurs de la transformation du lait (Lahsaoui, 2009). Dont, la plus grande variété de produits
laitiers fermentés est préparée traditionnellement (Yantyati et Andi, 2014), et sont généralement
congues comme des "fromages artisanaux" ou le processus de fermentation se fait d’'une maniére

spontanée et incontrélée.

Parmi les produits laitiers couramment consommeés en Algérie, le fromage traditionnel
"Kemaria" trés populaire dans les régions de sud algérien, notamment dans la wilaya de Ghardaia.
Il est fabriqué a partir du lait cru de chévre, de vache mais peut-étre également obtenu a partir du
lait de chamelle prés mélange avec du lait de vache ou de lait de chévre non pasteurisé. Néanmoins
la fabrication de la Kemaria se base sur une coagulation enzymatique par la présure suivant un
processus non contrdlé impliquant divers types de micro-organismes pourront étre pathogénes ou
bénéfiques. Sachant que, le fromage est consommé par la population algérienne depuis de tres

longtemps sans aucun mal enregistré.

A la lumiére de cette optique et en vue que ces types de produits laitiers traditionnels sont peu
connus et peu étudiés en Algérie, nous nous intéressons a étudier les caractéristiques physico-
chimiques, hygiéniques et microbiologiques du fromage traditionnel algérien Kemaria. Dont, divers
échantillons ont été prélevés a partir de différentes régions de la wilaya de Ghardaia a savoir :
Mansoura, El Atteuf et Daia Ben Dahoua.

Le présent travail se compose de trois parties ; une premiere bibliographique consiste a donner
une vue générale sur le lait et les produits laitiers et ainsi a rappeler des principales caractéristiques
des bactéries lactiques. La deuxiéme partie présente la méthodologie du travail. Elle traite les
analyses physicochimique et microbiologique réalisées, les techniques d’identification des bactéries
lactiques, I’évaluation de leurs aptitudes technologiques. La troisieme partie regroupe les principaux
résultats obtenus et leurs discussions, tout en proposant des perspectives afin de motiver la

recherche scientifique.
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Chapitre | Synthése bibliographique

l. Lait

1.1. Définition du lait

Le lait ou "Leben” en arabe classique ou "Halib" en arabe dialectal universellement est le
lait de vache (Khiati, 2007). Selon le Codex Alimentaires en 1999 : « la dénomination « lait »
est réservée exclusivement au produit de la sécrétion mammaire normale, obtenu par une ou
plusieurs traites sans aucune addition ou soustraction sans rien y ajouter ou en soustraire,
destiné a la consommation comme lait liquide ou a un traitement ultérieur » (Boudier et
Luquet, 1981). Alors qu’En 1908 au cours du congrés international de la répression des
fraudes a Geneve Le lait était défini comme étant « Le produit intégral de la traite totale et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et nom surmenée. Qui doit
étre recueilli proprement et ne doit pas contenir du colostrum » (Pougheon et Goursaud,
2001).

Le lait apparait comme un liquide opaque, blanc mat, plus moins jaunatre selon sa teneur
en - caroténes et en matiére grasse, il a une odeur peu marquée mais reconnaissable (Cniel,
2006 in Djouhri et Madani, 2015). 1l considéré comme un aliment nutritif pour les étres
humains, indispensable pour le nouveau-né, comme il s’avére trés bénéfique pour 1’adulte. 11
constitue un milieu propice pour la croissance de nombreux microorganismes, en particulier

les bactéries pathogenes (Chye et al., 2004).

I.2. Composition chimique du lait

Le lait est un produit trés complexe. Une connaissance approfondie de sa composition,
de sa structure et de ses propriétés physiques et chimiques est indispensable a la
compréhension de ses différentes transformations (Amiot et al., 2002). Sa composition
générale est varient en fonction d’une multiplicité de facteurs : race animale, alimentation et
¢tat de santé de 1’animal, période de lactation, ainsi qu’au cours de la traite. Il reste que la
composition exacte d’un échantillon de lait ne peut s’obtenir que par analyse (Roudaut et
Lefrancg, 2005). Le lait contient également des anticorps, des hormones et peut parfois

contenir des résidus d’antibiotiques (Vilain, 2010).
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Tableau 1. Composition moyenne du lait de différents animaux (Amiot et al, 2002).

Animaux  Eau (%)  Matiére Protéines Glucides Minéraux
grasse(%b) (%) (%) (%)
Vache 87.5 3-5 3.5 5 0.8
Chévre 87.0 3.8 2.9 4.4 0.9
Brebis 81.5 7.4 5.3 4.8 1.0
Chamelle 87.6 5.4 3.0 33 0.7
Jument 88.9 1.9 2.5 6.2 0.5

1.3. Propriétés physico-chimiques du lait

La composition du lait est caractérisée par une grande complexité dans la nature et la
forme de ses composants, de point de vue physique, le lait présente une hétérogénéité,
puisque certains composants sont dominants de point de vue quantitatif Les propriétés
physiques comme la densité absolue, la viscosité, la tension superficielle et la chaleur

spécifique dépendent de 1I’ensemble des constituants (Mathieu, 1998) (tableau I).

Les principales propriétés physico-chimiques utilisées dans I’industrie laitiere sont la

masse volumique et la densité, le point de congélation, le point d’ébullition et 1’acidité.

Tableau I1. Constantes physiques usuelles du lait de vache (FAO ,1998).

Constituions Valeurs
Energie (Kcal/Litre) 587-876

pH (20 °C) 6,5a6,7
Acidite titrable 15a18°D
Densité 1,028 4 1,036
Point de congélation -0.51 a-0,55°C

1.3. Qualité microbiologique du lait

Le lait est un aliment dont la durée de vie est trés limitée. En effet, son pH voisin de la
neutralité, le rend trés facilement altérable par les microorganismes et les enzymes, sa richesse
et sa fragilité font du lait un milieu idéal aux nombreux microorganismes comme les

moisissures, les levures et les bactéries qui se reproduisent rapidement (Gosta, 1995).
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L’appréciation de la qualité bactériologique du lait cru consiste en la recherche des germes
pathogenes, des germes utiles et des germes nuisible a la conservation. Ces micro-organismes
peuvent proliférer dans le lait qui constitue un excellent milieu de culture (Jeantet et al.,
2008).

On repartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux grandes classes :
La flore indigene ou originelle et la flore contaminant. Cette derniere est subdivisée en deux
sous classe, a savoir : la flore originelle et la flore pathogéne

1.3.1. Flore originelle

La flore originelle des produits laitiers se définit comme I’ensemble des microorganismes
retrouvés dans le lait a la sortie du pis, il est protégé par des substances inhibitrices appelées
lacténines ont une activité limitée dans le temps, qui est autour d’une heure apres la traite

(CUQ, 2007).

Le lait contient relativement peu de microorganisme quand il est sécrété partir de
la mamelle d’un animal en bonne santé. Il devrait contenir moins de 5000 UFC. La
flore naturelle du lait cru est un facteur essentiel particulierement a ces propriétés

organoleptiques (Fotou et al., 2011).

1.3.2. flore de contaminations

La flore de contamination est ’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la
récolte jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera
des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore
pathogéne dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002). Cette flore est par divers
microorganismes peuvent provenir de l’environnement: Entérobactéries, Pseudomonas,
Flavobacterium, Microcoques, Corynébactéries, Bacillus, etc. Par I’intermédiaire du
matériel de traite et de stockage du lait, par le sol, I’herbe ou la litiere, des contaminations
d’origine fécale peuvent entrainer la présence de Clostridium, d’entérobactéries coliformes et
éventuellement, d’entérobactéries pathogénes : Salmonella, Yersinia. Ceci explique

I’importance d’un contrdle rigoureux du lait (Leyral et Vierling, 2007).
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Tableau I11. Germes contaminant le lait cru (Jakob et al., 2009).

Source de contamination

Germes a Gram positif Germes sporulés anaérobies (clostridies)
Entérocoques, Staphylocoques
Microcoques, Bactéries propioniques
(propionibacterium)

Bactéries lactiques, Bactéries corynéoformes

Germes a Gram négatif Colibactéries (E.coli), Entérbactéries

Pseudomonas, Alcaligenes

I1. fromage

11.1. Historique

La découverte du fromage fut probablement le fait du hasard. On sait grace a des
découvertes archéologiques qu’il se fabrique du fromage depuis les origines de ’¢levage, il y

a environ huit mille ans (Bendimerad, 2013).

Il est 'un des plus anciens aliments manufactures. Plus d’un millier de variétés de
fromages sont répertoriées dans le monde. Cette étonnante diversité est la conséquence de
multiples facteurs, notamment le type de lait utilisé (de vache, de buffle, de chévre, ou
mouton), le procédé de fabrication et les pratiques et les préférences locales (Khaled, 2012).
Le fromage frais est le premier a avoir été fabriqué par simple caillage du lait (Mami, 2013).
Techniquement, c’est celui dont la réalisation est la plus simple et elle ne comporte que deux

étapes : le caillage et I’égouttage (Lelievre, 2012).

11.2. Définition du fromage

Le fromage constitue un élément important dans 1’alimentation humaine. Ses taux élevés
en lactose, lipides et en protéines en font de lui un aliment nutritif, riche en énergie (Walther
et al., 2008).

Selon le Codex alimentaires, (norme FAO/OMS A 6), le fromage est le produit solide ou
semi-solide, frais ou affiné, dont le ratio lactosérum/caséine n’est pas supérieur a celui du lait
(Belbeldi, 2013). Obtenus a partir de matiére d’origine exclusivement laitiere : le lait

partiellement ou totalement écrémé, créeme, matiére grasse, utilisées seul ou en mélange et

Page 5




Chapitre | Synthése bibliographique

coagulées en tout ou en partie avant égouttage ou aprées élimination partielle de la partie
aqueuse. lls varient par la nature du lait, par la teneur en matiére grasse et par leur mode de
préparation (Achezegag et al. 2008). Le fromage fut a son origine, un mode de conservation
du lait ou du moins des ¢éléments susceptibles d’étre conservés, au prix de fermentations que

I’Homme a appris a diriger (Eck et Gillis, 2006).

11.3. Technologie fromagére

La transformation du lait en fromage comporte trois étapes principales, la coagulation,
I’égouttage et I’affinage. La qualité de lait de fromage frais est fonction de son aptitude a
donner un bon fromage, dans des conditions de travail normal, avec un rendement satisfaisant.
Elle dépend d’un certain nombre de caractéristiques du produit tels que sa composition
chimiques, sa richesse en caséines, sa charge microbien et la nature de sa microflore, son
aptitude au développement des BL. Elle dépend aussi de son comportement vis a vis de la
présure (Abakar, 2012).

11.3.1. Coagulation

La coagulation est une modification physico-chimique des micelles de caséines, entrainant
la transformation du lait en gel. Elle est liee étroitement a la déstabilisation structurale de la
micelle de caséine (Bouadjaib, 2013). La coagulation peut étre obtenue par abaissement du
pH (acidification), par action des enzymes coagulantes ou par action mixte (Talantikite,

2015). Selon Kongo (2013), la déstabilisation structurale de la caséine est réalisée par :

- Par voie enzymatique a l'aide d'enzymes coagulantes, en particulier la présure ;

- Par voie fermentaire a l'aide de bactéries productrices d'acide lactique (bactéries lactiques
contaminant a I'état naturel le lait ou apportées sous forme de levains) ;

- Par voie mixte obtenue lorsque le lait présente au moment de la coagulation une acidité
moyenne (pH 6,5 a 5,5) et qu’une dose de présure intermédiaire est utilisée (10 & 25
ml pour 100 litres de lait en général). Cet éventail de solutions est une des origines de

la diversité fromagére ;

11.3.2. Egouttage
L’¢égouttage est une étape de concentration de certains constituants du gel par un
phénomeéne physique de rétraction (synérése) et 1’évacuation passive du lactosérum liée a la

porosité et la perméabilité du gel sous I’effet conjugué de la présure, de I’acidité et de la
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température, les liaisons moléculaires qui se créent entre les caséines et les minéraux
provoquent une contraction du réseau qui expulse I’cau et les solutés tels : les protéines
sériques, les minéraux solubles, le lactose et les composés azotés non protéiques (Khaled,
2012). Le lactosérum est constitué par la plus grande partie des éléments solubles du lait
(lactose, sels minéraux) et quelques fractions insolubles mineures (azotes, matiere grasses)
sont en effet expulsées du gel conjointement a I'eau (Benderouiche, 2009). 11 sert & éliminer
le lactosérum. Il peut étre lent si ’on veut obtenir des pates molles, et accéléré par divers

procéder comme 1’étirement, le pétrissage, le découpage, le brassage ou le chauffage (Riahi,

2006).

11.3.3. Affinage

L’affinage est le procédé¢ d’affinage qui confére aux fromages leurs caractéristiques
distinctives de saveur, de texture et d’ardme. Ce procédé délicat nécessite un controle tres
précis du niveau d’humidité, de la température et des niveaux d’oxygene de facon a amener
le fromage a maturité (Oumai, 2014). Au cours de I’affinage, il y a dégradation plus ou moins
poussée de la caséine mais aussi des maticres grasses. L’oxygene, [I’humidité et la

température d’entreposage jouent un role trés important (Guiraud, 2012).

I11. Produits laitiers traditionnels

111.1. Généralités

En Algérie, les laits fermentés et les fromages sont fabriqués traditionnellement le plus
souvent par les femmes a la maison et servent a I’autoconsommation ; le surplus pouvant étre
vendu. Plusieurs produits traditionnels sont en voie de disparition pour différentes raisons
dont le non disponibilité fourragere, 1’exode rural et le changement des habitudes alimentaires
(Bendimerad, 2013) .La consommation des produits laitiers est également associée a des

effets bénéfiques sur la santé en plus de leurs valeurs nutritionnelles (Bouadjaib, 2013).

Plusieurs variétés de fromage a partir du lait de vache, de chevre et de brebis sont
fabriquées, a travers le monde, dans des fermes suivant des techniques traditionnelles, sans
addition intentionnelle de levains, et sont genéralement congues comme fromages artisanaux
(Ouadghiri, 2009).

En Algérie, les fromages traditionnel sont peu nombreux, non entiérement recenses et

aussi peu étudiée (Saoudi, 2012) ; Les produits laitiers traditionnels importants qui ont la
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signification commerciale sont : Lben, Klila, Bouhezza, Jben, Rayeb, Dhan et Zebda,
Takammarit et autres (Abid, 2015).

LAIT CRU
+ présure animale+levainacidifiant
+ présure vegétale: | Acidification spontanée
maceration de plantes | & T armbiante de 24h & 72h
LAIT
- COAGULE
Rayeb
1
BEURRE BABELURRE
doux Lben (slfel[al [ ]
allg||f]|o
N RCARFARLAI
Lavage
s | | chauttoge | alu ] [o
Egouttage 1ja 3] ]‘ < giit||n||e
- ellt)||a r | puis
BEURRE allg! [t
. ramce g e 5
Salage Smen £
| - L
wln w2a «3» : Houhezs
industriel | traditionnel Kiila Pate malle

Figure 1. Schéma simplifie montrant les différentes étapes de préparation des produits laitiers
traditionnels Algériens (Bendimerad, 2013).

I11.2. Caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques des produits
laitiers traditionnels

Les produits dérivés issu d’une fermentation lactique traditionnelle connaissent depuis
quelques années un développement considérable grace, a l'intérét que trouvent les
consommateurs sur le plan organoleptique, nutritionnel, thérapeutique, voire hygiénique en
raison de leur acidité (Lairini et al., 2014). Ces produits laitiers traditionnels ayant des

caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques différents.
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111.2.1. Caractéristiques physico-chimiques

Le tableau suivant montre quelques parametres physico-chimiques de quelques produits

traditionnels algériens.

Tableau IV. Valeurs moyennes des parameétres chimiques (g/100g) des principaux produits
laitiers traditionnels en Algérie.

Paramétres Valeurs moyennes

Produit Lben Bouhezza Klila Smen
Traditionnels
Teneur en eau 90.8 64.24 12.530 14
PH 4.2 4.0 4,71 -
Acidité (°D) 60 20.8 42.24 -
NaCL 0.08 3.00 0.507 15
Lactose 2.14 ND ND 1.2
matiére grasse 0.2 30.2 13.843 81
protéines 1.93 0.08 53.856 3.2
Références Boubekri et al., 1984 Aiissaoui et al., 2006 Boubekri et Ohta, 1996 Boubekri et al., 1984

ND - non déterminé

111.2.2. Caractéristiques microbiologiques

Le lait abondant durant certain moment de 1’année, il est difficile de la conserver et
facilement périssables, surtout dans les zones a climat tres chaud (Claps et Marone, 2011). Il
constitue un milieu propice pour la croissance de nombreux micro-organismes en raison de sa
teneur élevée en eau, de son pH proche de la neutralité et de sa composition en nutriments

(Andriamahery, 2010).ces microorganismes elles peuvent étre bénéfiques ou pathogenes

Le tableau V suivant illustre quelques données sur les microorganismes existant dans

quelques produits laitiers algériens
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Tableau V. Principaux microorganismes caractéristiques de quelques produits laitiers traditionnels fermentés.

Raib

Lait cru caillé spontanément. Il peut s'agir d'un produit fini
(consommé seul) ou cest un intermédiaire pour la production de
fromages traditionnels ou d'autres laits fermentés.

Un produit laitier commun dans tous les pays d'Afrique du Nord
mais avec des noms différents.

Lc. Lactis, Lc. lactis ssp. Lactis biovar
diacetylactis

Ln. mesenteroides. Ln. mesenteroides subsp.
mesenteroides.

E. coli 0157, L.
monocytogenes, Coagulase
positive

Staph. aureus, Salmonella
spp.

Hamama et al., 1992;
Elotmani et et al., 2002
Benkerroum et Tamime,
2004 ; Mechai et Kirane,
2008; Bendimerad et al.,
2012

Leben ou Lben
(le Maghreb),

ou Laban khad
/ kherbahlaban

(en Egypte)

Lait fermenté (babeurre) obtenu par le barattage du lait aigri
spontanément pour enlever le beurre. Un produit laitier commun
dans tous les pays d'Afrique du Nord mais avec des noms
différents.

Bactéries lactiques : Lc. lactis subsp lactis,
Sc. salivarius subsp. thermophilus, Lb.
Delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.plantarum,
Levures: Saccharomyces cervisiae,
Kluyveromyces marxianu

Staph. aureus, Salmonella
spp. Pathotypes d’E. coli

Tantaoui-Elaraki et El
Marrakchi, 1987;
Hamama, 1992; El
Marrakchi et al., 1993;
Benkerroum et al., 2004b
Benkerroum et Tamime,
2004

Klila Cheese curd obtained from a 3- to 4-d-old Iben by heating and Pediococcus acidilactis Abd-El Salam et
sieving through a muslin cloth or straw basket to discard whey. Lb. Confusus Benkerroum,
Usually consumed in Algeria and Morocco as whey to prevent Ent. faecalis, Ent. Faecium 2006
wastage of too sour Iben.
Smen Beurre rance de pays du Maghreb obtenus a partir de beurre salé Staphylococcus aureus a coagulase-negative,  Staph. aureus, Cl. Tantaoui Elaraki et El
brut (8% a 10%) et mdri dans I'obscurité dans un endroit frais Bacillus spp. (pas cereus) perfringens, Cl. Botulinum Marrakchi, 1987; EL
anaérobie (13 a 15 » C) des conditions pour une période de 6 a 12 Levures, Moisissures Bacillus cereus Marrakchi et al., 1988;
mois. Benkerroum et Tamime,
2004 ; Samet-Bali et al.,
2009
Jben Le fromage frais obtenu par fermentation spontanée du lait suivie Lc. Lactis subsp. Lactis et subsp. Lactis E. coli 0157, L. Hamama et al., 1992; El

par le drainage de petit-lait. Il est occasionnellement saumuré dans
une solution saline saturée (25 a 30 g de sel par 100 ml d'eau) a la
température ambiante pendant 2 & 15 d. Largement consommé
dans les pays du Maghreb (Maroc, Tunisie, et Algérie).

biovar diacetylactis Lb. casei susbp. casei,
Ln. Lactis

monocytogenes, Staph.
aureus, Y.
enterocolitica

Marrakchi et Hamama
1995; Hamama et al., 2002;
Benkerroum et al.,2004;
Achemchem et al., 2006
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111.2.3. Principaux produits laitiers traditionnels d’Algérie

Plusieurs produits laitiers traditionnels sont fabriqués dans différentes régions du pays, parmi

lesquels :

111.2.3.1. Rayeb

Le Rayeb ou « Raib » fait partie des produits laitiers fermentés populaires en Algérie, est est le
lait fermenté obtenu par le mouillage ou le brassage non poussé du lait cru coagulé spontanément
pendant un temps variant de 24h a 42h selon la saison. Le Rayab est consommé tel quel transformé.
Ce type garde sa totalité de matiere grasse et possede un aspect onctueux (Mechai et al., 2014 ;
Bendimerad, 2013). Contrairement au L 'ben, le Raib ne subit pas une opération de barattage et
d’écrémage, il s’agit d’un lait fermenté entier. |l peut étre consommé comme boisson apres une
simple homogénéisation, ou additionné aux autres plats traditionnels (Couscous, Mesfouf). De

méme qu’il entre dans la fabrication du L 'hen (Aissaoui et al, 2006).

111.2.3.2. L’ben

Le L’ben ou «Laben»: c’est du lait débarrassé de sa créme, et qui a subi ensuite une
fermentation lactique, L’acide lactique a la propriété, lorsqu’il se forme en exces, d’amener la
coagulation de la caséine du lait. Cette coagulation est d’autant plus active que la température

ambiante est plus élevée (Bendanou, 1981).

Le L ben est fabriqué a partir du Rayeb qui est baratée dans une « Chekoua »faite de peau de
chévre, le barattage dure 30 a 40 minutes (Benkerroum et Tamime, 2004 ; Ouadghiri, 2009). Sa
composition physico-chimique varie en fonction de la nature du lait utilisé, de la coagulation, de
’intensité de I’écrémage et la quantité d’eau additionnée lors du mouillage (Aissaoui, 2004). Il est
fabriqué a partir du lait de vache, de brebis ou de chévre, dont, le lait subit une acidification
spontanée par sa flore originelle jusqu’a coagulation. Par la suite, le caillé obtenu est introduit dans
la Chekoua ou il subit une forte agitation (barattage) et un certain volume d’eau chaude ou froide

suivant la température ambiante est ajoutée (Belbeldi, 2012).

En Algérie, le L’ben entre aussi dans la fabrication de certains produits laitiers traditionnels tels

que Bouhezza et Klila (Abid, 2015).

111.2.3.3. Madghissa
Le fromage est connu dans la zone du chaouia coté Est du pays. Il est préparé avec la klila

fraiche apres salage et incorporation du lait frais. L'ensemble est porté a ébullition sur feu doux
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jusqu'a séparation du caillé et de lactosérum. Apres refroidissement du mélange, la marmite est
basculée pour éliminer le lactosérum. Le fromage ainsi préparé est une pate jaune salée et elastique

appelée aussi Madghissa (Aissaoui, 2003).

111.2.3.4. Klila

En Algérie, la Klila est un fromage traditionnel populaire & la campagne, il est fabriqué a partir
du lait cru de vache ou de brebis non pasteurisé. Ce fromage est fabriqué par la conservation du lait
dans des pots propres a la température ambiante (généralement a 2 jours) pour avoir apres un gout
acide. Le lait acide appelé "Raib", est baraté dans une peau de chevre spéciale (Chekoua) durant 1 a
2h puis I’eau est additionnée pour séparer le beurre qui va étre apres collectée. Aprés chauffage du
"L’ben" pendant 15 min a 40-50 °C, le lactoserum est séparé du coagulum par filtration a travers
une mousseline "Chache". Le fromage obtenu appelé Klila est consommé sous cette forme ou bien
séché sous le soleil pour une longue conservation (Benlahcen et al., 2017 ; Mahamedi, 2015 ;
Mechai et al., 2014).

111.2.3.5. Bouhezza

C’est un fromage affiné traditionnel, a pate molle, préparé a 1’origine a partir du lait de chévre ou
de brebis, mais actuellement il est préparé a partir du lait de vache. Il est trés répondu dans 1’Est
Algérien, plus précisément dans les régions d’Oum El Bouaghi, Khenchela et dans certaines régions
de Batna (Mekentichi, 2003).

Le fromage est obtenu aprés transformation du Lben dans la Chekoua, préalablement traitée avec
du sel et du genievre L’égouttage, le salage et ’affinage du Bouhezza sont réalisés simultanément
dans la Chekoua pendant une durée de 2 a 3 mois. Au cours de la période d’affinage, du Lben et du
lait sont rajoutés au contenu de la Chekoua Au stade de la consommation, le fromage est pétri avec
incorporation de poudre de piment rouge, ce qui lui donne une caractéristique particuliere (Aissaoui
et al., 2006).

111.2.3.6. Takammarit

C’est un fromage de la région du Hoggar, sa fabrication se fait par introduction d’un morceau du
caillette de jeunes chevreaux dans lait, aprés quelque heures le caille est retiré a I’aide d’une louche
(Bendimerad, 2012 ; Djouhri et Madani, 2015). Et déposé en petits tas sur une natte pour étre pétri
afin d’évacuer tous le sérum, puis le caillé est déposé dans une autre natte faite de tige de fenouil

sauvage qui lui donne un certain arOme. Les nattes sont ensuite placées a 1’ombre jusqu’au
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durcissement du fromage. Le fromage peut subir un affinage durant un mois (Bousnane et Djadi,
2009).

111.2.3.7. Smen

Le Smen c’est la Zebda ou Dhen qui est lave, salé et malaxé , puis conditionné dans des pots en
terre cuite fermés hermétiquement et entreposés dans un endroit frais et obscur a température
ambiante (Sakili et Issoual, 2003 ; Luquet et Corrieu, 2006).

Le beurre frais Zebda est obtenu aprés barattage du Rayeb. Ce dernier est occasionnellement
augmenté d’une quantité d’eau tiede (40-50 °C) a la fin du barattage pour favoriser I’agglomération
des globules lipidiques et accroitre le rendement en beurre. Les globules gras apparaissant en
surface, a la suite du barattage, sont séparés par une cuillere perforée. Le beurre frais obtenu
présente une consistance molle du fait de la forte concentration en eau. Le surplus de beurre produit

est transformé en beurre rancie Smen (Benkerroum et Tamine, 2004).

111.2.3.8. Kemaria

Est un type de fromage traditionnel qui caractérise une place treés important dans la société d’une
valeur de consommation tres remarquable autochtone de la Wilaya de Ghardaia (Harrouz et Oulad
Hadj, 2007)

La Kemaria ou Takemarit (en Berbere) est un fromage produit dans la région du sud algérien
notamment dans les wilayas de Ghardaia et Ndama. C’est un fromage traditionnel a base de lait cru
de chévre, de vache et de chamelle, avec 1’ajout de sel (2 g/1) suivi d’un chauffage modéré a 37 °C.
La coagulation se fait par des enzymes issues de caillette de chevreaux, ensuite le coagulum subit
un égouttage dans des tissus pendant 30 min a 24h.

La Kemaria est utilisé a des fins festives et souvent servie avec du thé (Nouani et al., 2009).

a. Méthode de fabrication

Appelé aussi le fromage mou, et localement connu sous le nom de la kemaria, il est fabriqué par
le lait cru de vache pour une fabrication industrielle et a base de lait de chévre pour une fabrication
domestique. La Kemaria peut étre également obtenu a partir du lait de chamelle pres mélange avec
du lait de vache ou de lait de chevre en utilisant une présure végétale sous forme d’un extrait
d'artichaut disponible dans le commerce, a raison de 20 g pour 20 L du lait pendant une demi -heure
jusgu'a sa coagulation. Vingt minutes aprés mélange, il va subir la séparation de liquide qui rester.

La derniere etape consiste a poser le coagulum dans des moules. Il arrive que la présure végétale
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soit remplacée par la présure animale qui issue de la caillette de chevreau, anciennement utilisée

quand la présure végétale fait défaut (Benderouich, 2009).

Le digramme suivant explicite la méthode traditionnelle de fabrication de la kemaria :

Lait cru entier (de chévre, vache ou brebis 10 L)

\ 4
Salage en masse avec le sel de table et ou ’alun

(En moyenne 2 g/l)

v
Chauffage modérée (laita 37 °C)

v
Coagulation enzymatique

(Gésier de poulet, caillette de chevreau ou fleur de cardon

Brassage

N
-

v
Egouttage dans un Chache (temps varie entre 30 mn a 24 h)

Mise en forme de galette

l

Consommation avec le thé
Figure 2. Diagramme de fabrication de la kemaria

b. Caractéristiques de la Kemaria
La kemaria se caractérise par sa couleur blanche, de bonne saveur (ce dernier est acquis 24 h
aprés sa fabrication). Elle se consomme avec le thé. Elle doit étre conservée au réfrigérateur pour

éviter une altération du fromage :

e Golt
Les altérations de kemaria sont principalement I'apparition d'un goQt acide aprées quelques jours
de fabrication, amére ou acide et amere en méme temps. Le godt acide est di a la longue

conservation.

e Aspect et texture
La texture de la Kemaria peut subir des modifications d'aspect et de texture indesirables. Par une
pate friable, une pate a couleur (jaune foncée) et crolte modifiée suite a une longue conservation,

une pate trouée et une pate granuleuse.
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c. La place de la Kemaria dans la filiére du lait
Habituellement, on distingue les fromages frais ou non fermentés, les fromages fermentés a pate
molle et les fromages fermentés a pate dure ou demi dure.

La Kemaria c’est un type de fromage traditionnel qui caractérise une place trés important dans la

société d’une valeur de consommation trés remarquable autochtone de la wilaya de Ghardaia.

80% du lait produit par chaque éleveur sont dirigés vers la seule unité de transformation qui
existe dans la region d'étude. Les éleveurs établissent des contrats avec cette unité de
transformation, le reste de la quantité est destiné a l'autoconsommation, et dans des cas
exceptionnels (fétes) I'éleveur garde une quantité pour la transformer en fromage traditionnel
(Kemaria). Ce dernier est tres répandu et demandé par les gens dans cette région. Il existe quelques
éleveurs qui préferent vendre leurs produits eux-mémes, soit de maniere directe ou bien apres sa
Transformation (Harrouz et Oulad hadj, 2007).

d. La consommation de Kemaria

La plupart des consommateurs apprécient la kemaria comme fromage frais. Depuis de
nombreuses générations cette tradition s’est enrichie au fil des ans, par les progrés de la
technologie, et les consommateurs s'attachent de plus en plus a ce produit de terroir qui connait une

forte demande.

La Kemaria est consommée durant toute I'année. Cependant elle connait un fort engouement
durant les fétes, notamment religieuses comme le Mouloud, le mois de Ramadhan et les mariages.
Toutefois, la production de la kemaria est nulle durant le mois de ramadhan vu que la totalité du lait
produit est consommeé frais (forte demande de lait cru) (Benderouiche, 2009).

Tableau V1. Différences caractéristiques entre quelques fromages traditionnels algériens.

Formage Matiére Conser- Observations
premiere vation
Kemaria Lait Présure animale Frais consommé frais avec du thé
et végétale
Bouhezza Lai et Iben  piment rouge Dure Le salage, I'égouttage et I'affinage sont réalisés
simultanément (Zaidi, 2002)
Jben Lait Présure animale peu salé ou additionné d’épices ou de plantes
et épices aromatiques (Abdelazis et Ait Kaci, 1992)
Klila Lben Frais Additionnée a certains plats traditionnels (Touati,
1990)
Takammart  Lait Présure animale eut subir un affinage durant un mois (Hellal, 2001)
Madghissa lait frais Klila Frais pate jaune salée et élastique (Aissaoui, 2003)
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IV. Les bactéries lactiques

IV.1. Généralités sur les bactéries lactiques

Avant le vingtiéme siécle, le terme bactéries lactiques (Lactic acid bacteria) a été utilisé pour
signifier les organismes du lait acidifié (Milk-souring organisms). Significativement, la premiere
culture pure de ces bactéries était celle de Bacterium lactis (probablement Lactococcus lactis),
obtenu par Lister en 1873 (Mami, 2013)

Les bactéries lactiques sont trés anciennes et sont apparues il y a prés de 3 milliards d’années

(Tailliez, 2001).

IV.2. Proprietés caractérisant le groupe des bacteries lactiques

Les bactéries lactiques sont définies comme des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et
chimio-organotrophes (Djellab et Kadri, 2010). Elles présentent un groupe hétérogéne de micro-
organismes produisant de I’acide lactique comme produit principal du métabolisme (Menasria,
2011). Ce groupe de bactéries regroupe des bacilles et des coques a Gram positif, non sporulés, ne
produisent pas de catalase (Djeddi et Chabane, 2014). Elles n’ont pas de cytochrome, En ce qui
concerne la nutrition, ce sont des organismes exigeants auxquels il faut fournir des multiple
vitamines, Acide aminées, purines et pyrimidines (Benhadj, 2009). Sont aéro-anaérobie facultatives
ou micro-aerophiles, & métabolisme fermentaire strict, acide-tolérantes et capables de croitre a des
températures comprises entre 10 °C et 45 °C (Mechai, 2009). Elles se développent majoritairement
a pH 4,0-4,5 et certaines sont encore actives a pH 9,6 ou 3,2 (Baliarda, 2003). Toutes les bactéries
lactiques ont un métabolisme fermentaire strictement saccharolytiques qui, en utilisant les glucides,

peuvent produire soit :

- L’acide lactique exclusivement (bactéries homolactique strictes)

- L’acide lactique et de 1’acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives)

- L’acide lactique, de I’acide acétique et de 1’éthanol et de CO> (hétérolactiques stricte)
(Houbad, 2015).

La figure suivant montre les deux voies fermentaires des bactéries lactiques
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Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
glucose
ATR l ATF
ADF ADP
anﬁtaia .~ ADP glumslfe-ﬁ-F’ glumje-ﬁ-F'
= ATP
acetyl-P
::—:__ fructose-6-P 6-P-gluconate
érythrose4-p == | " N
N fructose-1,6-diP ribulose-5-P
sedohéptulose-7-P ™ I
glyceraldehyde-3-P  «— xylulose-5-F
ibose-5pe— == dihydroxyacetone-P
ribose-5- |
v
xylulose-5-P 1,3-biP- IyEELrEtE acet}rlfﬁ“
ribulose-5-P acetyl-P 3-P-glycerate acetyl-CoA
t,. ADF
P E-P-glg.i's::erate acetyldehyde
phusphuel'lgﬂ;wate
AT
perlwate
v
lactate

Figure 3. Principales voies fermentaires des hexoses chez LAB (Drider et Prévost, 2009).

IVV.3. Habitat et origine des bacteéries lactiques

Les bactéries lactiques sont ubiquistes et tres fréquentes : Elles sont retrouvées dans différentes

niches écologiques comme les produits laitiers, la viande, les végétaux, les céréales et font partie de

la flore intestinale et vaginale humaine ou animale (Kouame, 2013 ; Mayo et al., 2010; Klein et al.,

1998) ,généralement peuvent étre saprophytes associées a des aliments riches en nutriments

(Rahmoun, 2009) . Elles se développent avec la levure dans le vin, la biére et le pain. Quelques

especes colonisent le tube digestif de I’homme et des animaux (Pilet et al., 2005 ; Novel, 1993).
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IV.4. Taxonomie des bactéries lactiques

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés
phénotypiques : la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance a différentes

températures , etc. (Bouadjaib, 2013).

Selon la classification taxonomique (ARN 16s), elles appartiennent a I'embranchement des
Firmicutes, classe des Bacilli, et I’ordre Lactobacillales. Les différentes familles comprennent
Aerococcaceae, Carnobacteriacea, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et

Streptococcaceae (Lahtinen et al., 2012).

Lb. delbrueckii

I Weissella
EeUCOnosioc . .
Lb. casei-Pediococcus
Oenococcus
Tetragenococcus Lactococcus
Vagococcus
Enterococcus
Streptococcus
Carnobacterium
Staphylococcus
Aerococcus Listeria

Figure 4. Arbre phylogénétique des bactéries lactiques (Lahtinen et al., 2012).

IV.5. Principaux genres des bacteéries lactiques

e Lactobacillus

Ce sont soit des bacilles longs parfois incurvés ou des coccobacilles courts isolés, comme elles
peuvent former des chaines. Elles sont généralement immobiles a 1’exception de quelques especes
qui possedent des flagelles péritriches. Acidophiles et peuvent croitre a un pH optimum variant de
5.5 a 6.2. La température optimale de croissance est de 30 °C a 40 °C (Zergoug, 2018), mais
peuvent croitre a un intervalle de température allant de 2 °C a 53 °C. Les thermophiles sont

incapables de se développer a moins de 15 °C. Le genre Lactobacillus peut étre divisé en trois
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groupes : homofermentaires stricts, hétérofermentaires facultatifs et hétérofermentaires stricts.
(Moumene, 2016)

e [ actococcus

Les cellules de ce genre sont sphériques ou ovoides isolées, en paires, ou en chaines. De type
mésophiles, leur température optimale varie de 10 a 40 °C mais sont incapables de se développer a
45 °C. Celles-ci se développent généralement a 4% de NaCl et a un pH proche de la neutralité, leur
croissance s’arrétant lorsque le pH du milieu atteint 4,5. Ce genre est un habitant typique des

plantes, des animaux et de leurs produits (Ababsa, 2012).

Morphologiquement, les lactocoques sont des coques a Gram positif de 0,5-1,5 um, Elles sont
mésophiles, capables de fermenter les hexoses par voie homofermentaire, produisant de 1’acide
lactique L (+), et ont des exigences complexes pour sa croissance (Kim, 2014 ; Von Wright, 2012).
ont été isolés a partir des végétaux (Cai et al., 2010 ; Carr et al., 2002), du lait, ou a partir d’autres

sources animales, y compris I’intestin humain (Kubota et al., 2010).

e | euconostoc

Les cellules de Leuconostoc sont des coques disposées en paires ou en chaines comme les
Streptocoques mais cette bactéries est hétéro fermentaire produisant de 1’acide D (-) lactique, de
I’éthanol et du CO», ses especes sont caractérisée, par la production a partir du citrate du lait, de di
acétyle, parfois du citrate, et de de 1-7 trines et de levures en présence de saccharose. (Berradia,
2016)

Les genres Leuconostoc se compose a I'heure actuelle exclusivement des especes coccoides. Ses
especes de Leuconostoc sont non-thermophiles, et la température optimale de croissance est
comprise entre 20 et 30 oC. Presque aucune croissance ne se produit au-dessous de 40 °C. Les
especes sont généralement non-acidophiles et préferent un pH du milieu initial entre 6 et 7 (sont
parfois considérées comme des organismes de détérioration des produits réfrigéreés (Bjorkroth et al.,
2014).

e Streptococcus

Ces bactéries sont des cocci sphérique on ovoides regroupées en paires on en chainettes ; en
général immobiles ; a partir des glucides leur métabolisme est homofermentaire elles produisent un

certain nombre d’agents antimicrobiens (Berradia, 2016).
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Les membres du genre Streptococccus sont a gram positif, catalase négative, cytochrome-
négative, anaérobies facultatives, ont un faible contenu en G+C (Du Toit et al., 2014). Elles sont
chimio-organotrophes, produisant de 1’acide lactique L-(+)- en tant que principal produit final de la
fermentation du glucose par la voie d'Embden-Meyerhof-Parnas (Tagg et al.,, 2012). Les
streptocoques ne sont pas mobiles et ne forment pas de spores. La température optimale de
croissance est habituellement d'environ 37 °C, mais des températures de croissance minimale et
maximale peuvent varier entre les especes. Beaucoup d'entres elles sont commensales de I'homme

et les animaux, et certaines sont hautement pathogenes (Whiley et Hardie, 2009).

e Enterococcus

Les Enterococcus comprennent des cellules ovoides isolées, en paires ou en courtes chaines,
homofermentaires. Quelques espéces sont mobiles par des petits flagelles et d’autres possédent une
pseudo-catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6.5% de NaCl, au pH: 9.6 et par la
croissance a 10 °C et 45 °C avec une température optimale de croissance de 35 °C a 37 °C.
(Moumene, 2016), ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui présentent une hémolyse de type
a, B, et qui appartiennent au groupe sérologique D. Ce sont des commensaux de I’intestin. Les
especes rencontrées dans 1’alimentation sont essentiellement En. faecalis (auparavant Streptococcus
faecalis), et ses variétés En. durans et En. bovis). Les Enterococcus sont les bactéries lactiques les
plus controversées (Franz et al., 2003). Ells sont produisent des bactériocines (Sabia et al., 2002 ;
Sabia et al., 2003 ; Moreno et al., 2006).

e Pediococcus

Ce genre est représenté par neuf espéces ayant un métabolisme homofermentaire. 1l rassemble
des cellules immobiles de forme sphérique parfois ovoides, isolées ou en paires qui se divisent dans
deux directions perpendiculaires formant ainsi les tétrades mais jamais les chaines. Certaines
especes produisent une catalase ou une pseudocatalase. Les cellules sont acidophiles mais non
halophiles et croissent a pH: 5 mais pas a pH: 9, la température optimale de croissance variée est
dans I’intervalle de 25 °C a 35 °C (Moumeneg, 2016)

Les pédiocoques sont également des bactéries lactiques autochtones qui permettent la maturation

des fromages (Gurira et al., 2005 ; Gonzalez et al., 2007).

e Bifidobacterium
Les bifidobactéries sont des bacilles a gram positif, non mobiles, ne produisent pas du gaz et ne

forment pas de spores. Elles sont des anaérobies mais quelques espéces tolérent 1’02 dans la
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présence ou non du CO2. Ces derniéres sont dépourvues de la catalase, elles dégradent le
saccharose en produisant de 1’acide acétique et 1’acide lactique sans production du gaz. Le glucose
est dégradé exclusivement et particulierement par la Fructose-6-phosphoketolase (F6PPK). Le
contenu en G+C est de 61 % (Mattarelli et Biavati, 2014).

Bifidobacterium (anciennement Lactobacillus bifidus) est présent dans la flore intestinale du
nouveau-neé. Il est utilisé dans certains yaourts (probiotiques). Sa présence entrainerait un effet anti-
infectieux au niveau intestinal a cause de la présence d’un facteur bifidogéne. Bifidobacterium est
phylogéniquement proche des Actinomycetes alors que les autres bactéries sont proches des

clostridies (Hennine et Seriér, 2017)

IV.6. Intéréts des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans ’industrie alimentaire, en tant que starters
dans les procédés de fermentation. Elles contribuent a la texture, a la saveur des aliments et a la
production de composés aromatiques (diacétyle, acétaldéhyde et acétate et ce a partir du citrate). La
flore lactique fermente les glucides en acide lactique, d’ou une diminution du pH favorable a la

bioconservation des aliments (Alaoui et al., 2016).

Les produits dérivés issu d’une fermentation lactique traditionnelle connaissent depuis quelques
années un développement considérable grace, a l'intérét que trouvent les consommateurs sur le plan
organoleptique, nutritionnel, thérapeutique, voire hygiénique en raison de leur acidité (Lairini et al.,
2014).

Dans le domaine de la santé, certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme
probiotiques c’est-a-dire des micro-organismes vivants dont 1’application a I’homme ou a 1’animal
exercent un effet bénéfique sur la santé de ce dernier par amélioration des propriétés de la flore
intestinale. Les especes couramment utilisées sont Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. johnsonii, Lb.

reuteri, Lb. derbruecki subsp bulgaricus (Salminen et al., 2004).

Differentes études ont démontré le réle préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur
plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al, 2010). D’autres ont cité leur capacité de diminuer les
allergies liées aux aliments grace a leur activité proteolytique (EI-Ghaish et al., 2011).
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L’ensemble de ce travail a été effectué au sein de trois différents laboratoires a savoir :
Les laboratoires du département de biologie a université de Ghardaia ;

Le Laboratoire annexe de controle de la qualité et de la répression des fraudes (CACQE)
de la Wilaya de Ghardaia ;

Le laboratoire de microbiologie de Dinstitut national Spécialisé en Formation

Professionnelle Mohamed Cherif Messaadia.

1. Echantillonnage

Huit (08) échantillons du fromage traditionnel Kemaria fabriqués d’une maniére traditionnelle
dans des conditions non contr6lées, ont été recueillis a partir de différents endroits dans la ville de
Ghardaia (Mansoura, El Atteuf et Daia Ben Dahoua). Ces échantillons de fromage a base du lait de
vache ont été prélevés dans les conditions d’asepsie en prenant des quantités de 200 g mises dans
des pots stériles et transportés par la suite dans une glaciére (4 °C) vers le laboratoire afin de

procéder au différentes analyses de notre étude.

2. Analyses physico-chimiques
2.1. Mesure de pH

Le pH est mesuré selon la méthode rapportée par Owusu-Kwarteng et al. (2012), dont, un
échantillon de 10 grammes du fromage a ét¢ homogénéisé dans 90 ml d’eau distillée. Apres avoir
étalonné le pH-metre, le pH est déterminé par I’immersion de 1’électrode du pH-metre dans le

mélange.

2.2. Mesure de I’acidité titrable

L’acidité titrable est mesurée en prenant 10 g de fromage finement broy¢ et les solubilise dans un
volume d’eau distillée chauffée a 40 °C dans une fiole jaugée de 105 ml. Ensuite, le mélange est
agité vigoureusement puis filtré. Un volume de 25 ml du filtrat représentant 2.5g de fromage est
titré par une solution de NaOH a 0.1 N, en présence de phénolphtaléine alcoolique (1N) (AOAC,
1980).

Le résultat est exprimé en pourcentage d’acide lactique dans 100g de fromage.

(Iml NaOH correspond a 0.0090 g d’acide lactique et 1°D = 0,1 g d'acide lactique).
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2.3. Dosage la matiere séche

La méthode consisté a mettre 5 g de fromage dans une capsule d’étuvage qui est placée dans une
étuve a une température comprise entre 101 °C et 105 °C pendant 3 heures. Les capsules sont
ensuite transférées dans un dessiccateur pendant quelques minutes le temps qu’elles refroidissent et
atteignent la température ambiante, puis elles sont pesees. Le résultat est calculé selon la formule :
EST = (P3 - P1) / (P2— P1)*100
Avec :

e P1:le poids de la capsule vide ;
e P2:le poids de la capsule + poids du fromage avant étuvage .

e P3:le poids de la capsule plus celui du fromage apres étuvage et dessiccation.

2.4. Dosage la matiére grasse Méthode de VANGULIK

Cette méthode est applicable a tous les types de fromages sauf ceux présentant des moisissures en

raison du phénomene de lipolyse.

Le dosage de la matiére grasse est réalisé selon la méthode acide-butyrométrique de Van Gluck
conformément a la norme 1SO 3433 : 2008 et la norme AFNOR1993. Son principe est basé sur la
dissolution du fromage par ’acide sulfurique (excepté de la matiere grasse) puis la séparation de la
maticre grasse sous I’influence d’une force centrifuge et 1’adjonction d’une faible quantité d’alcool

iso-amylique.

Trois grammes de fromage sont pesés et placés dans un godet pour butyrométre de fromage
jusqu’a ’immersion totale du godet et son contenu. Les butyromeétres sont placés dans un bain
marie a 65 °C sous agitation pour assurer la dissolution totale du fromage.1mLd'alcool iso-amylique
(3-méthyle, 1-butanol de densité égale a d= 0,818 g/ml) est ajouté puis les butyrométres sont
remplis avec 1’acide sulfurique (H2SO4 d= 1,522) jusqu'aux 4/5éme de la tige. Aprées une agitation
modérée du butyrometre, une centrifugation est réalisée pendant 10 min a une vitesse de 1200

tr/min.

La teneur en matiere grasse est exprimée en grammes pour 100 g de fromage, par lecture directe

sur I'échelle de butyrometre.
2.5. Dosage des protéines par la méthode de LOWRY

Le dosage des protéines est déterminé par la méthode de LOWRY (Lowry et al., 1951). L'addition

successive a une solution protéique diluée d'un sel de cuivre en milieu alcalin puis de réactif de
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Folin-Ciocalteu donne une coloration bleu foncée. Celle-ci résulte de la réaction du cuivre avec les
liaisons peptidiques et la réduction de l'acide phospho-tungsto-molybdique par la tyrosine, le
tryptophane et la cystéine (Delobette et al., 1991).

Les especes réduites absorbent la lumiére a 750 nm. A cette longueur d'onde, le
spectrophotomeétre donne une valeur de densité optique (DO) qui permet de déterminer la
concentration en protéines de I'échantillon analysé en se référant par projection a une courbe
d'étalonnage DO = f (C) ou l'albumine sérique bovine commerciale est utilisée comme protéine

étalon.

Apres prélevement et homogénéisation au mortier, 10 g de fromage sont dissous dans 40 mL de
solution de citrate de sodium a 0,5% et pH 5,2 préalablement chauffé a 45 °C ; le procédé est
comme suit: A partir d’un échantillon contenant de 25 a 100 pug de protéine, 1 mL de chaque
échantillon est pris et ajouter a 5 mL de la solution C. Apreés avoir laissé pour 10 min puis ajouter
0,5 mL de réactif de Folin, laisser 30 min a I'obscurité puis lire la DO a 750 nm a l'aide d'un

spectrophotometre.

La solution C : solution cuivrique alcaline; mélange de 50mL du réactif A avec 1 mL du réactif B,

laisser une nuit.
Ou: -La solution A : 2% Na,COs dans NaOH 0,1 N.

-La solution B : 0,32% CuSOg4, 1% Tartrate de sodium et potassium (2 mL de la solution cuivrique

avec 2 mL de solution de tartrate).

La teneur en protéines est exprimée en gramme pour cent gramme de fromage.

2.6. Classification du fromage Kemaria d'aprés codex alimentaire

2.6.1. Rapport matiéere grasse/matiéere seche (MG/ES)

Le rapport matiére grasse/la matiere seche exprimée en gramme pour 100 g de matiere séche est
donné par la formule suivante :

R= MG/ESx100

MG: Matiére grasse.
ES: extrait seche.
R : Rapport %.
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2.6.2. Determination de la teneur en eau dans le fromage dégraissé

Ce parametre informe sur la consistance de la pate fromageére et il est utilisé pour la classification des
fromages selon la norme FAO/OMS n° A-6-1978.

TEFD = (Poids total du fromage — matiére graisse du fromage)
x100

Poids de I’eau du fromage.

La classification de fromage se fait selon la table de référence de codex alimentaire russe (annexe I).
3. Analyses de la qualité hygiénique

3.1. Préparation de la solution mere

Introduire et diluer aseptiquement 10 g de 1’échantillon du fromage a pate molle a analyser, qui
constitue 1’unité d’analyse dans un sachet Stomacher, contenant au préalable 90 ml D’EPT (Eau

Peptonée Tamponnée) V/P, qui va permettre de revitaliser les microorganismes présents.

On scelle ensuite ce sachet pour qu’il puisse étre utilisé dans le Stomacher pondant 2 min. Cet
appareil, par une action mécanique, va assurer le broyage et I’homogénéisation, afin d’obtenir une

dilution 10 puis filtre et introduire dans des flacons & 250 mL stériles.

3.2. Préparation des dilutions décimales

Dans des conditions aseptiques, Les dilutions décimales ont été réalisées a partir de la solution
mére jusqu’a la dilution 107. La technique a consisté & prélever, a I’aide d’une pipette graduée

stérile, 1 mL de la solution mére puis a I’incorporer a 9 mL de I’eau physiologique stérile.

Les dilutions obtenues ont été ensemencées sur les milieux de culture spécifiques aux germes
recherchés (J.0.R.A, 2004)

3.3. Larecherche d’E. coli

La recherche et la démembrement d’Escherechia coli présumés a été réalisee selon la technique
du nombre le plus probable (NPP).tous cela ; on suivi la réglementation Algérienne décrites dans
I’ Arrété du 13 juin 2017 publié dans le JORA N° 64 du 7 novembre 2017 et ISO 7251 :2005(f).

Le bouillon le Lauryl Sulfate Tryptose (LST) simple et double concentration est utilisé comme
test presomptif pour le dénombrement d’E. Coli présumés, selon la méthode de NPP (3 tubes) en

deux étapes (présomption et confirmation). En effet, le test de présomption consiste a prendre une
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série de 9 tubes contenant le milieu (LST) a raison d’une série de trois tubes par dilution. A partir
des dilutions décimales, un volume d’1 ml est mis dans chacun des trois tubes correspondant a une
dilution donnée. L’incubation est a 37 °C pendant une durée de 24 a 48 heures. De ce fait, les tubes
présentant un trouble microbien et de gaz capté a I’intérieur de la cloche sont considérés comme
positifs. Ils feront systématiquement 1’objet d’un test de confirmation. Pour ce dernier, les tubes
positifs sur le milieu LST simple et double concentration sont repiqués (2 & 3 gouttes) sur bouillon

EC et tubes de 1’eau peptonnée exempte d’indole. L’incubation a 44 °C se fait pendant 24 heures

En cas ou le résultat est positif dans bouillon EC et une production d’indole dans 1’eau
peptonée a partir d’un acide aminé le tryptophane, par adjonction du réactif d” Kovacs (I’apparition

d’un anneau rouge), la présence d’Escherichia coli est constatée.

3.4. Recherche de Staphylococcus

La recherche a été réalisée selon les recommandations de a reglementation algérienne décrites
dans I’Arrété du 23 novembre 2014 publié dans le journal officiel de la république algienne n°68.

Les staphylocoques ont été dénombrés sur la gélose de Baird Parker additionnée au émulsion de
jaune d'ceuf et au tellurite de potassium ; On introduisant 0.1 ml de la suspension mére (dilution
10 ) a 1a surface du milieu de culture suivie d’un étalement et incubée de 24 a 48 heures a 37 °C.
Les colonies caractéristiques apres 48 h sont noires, brillantes et convexes et entourées d’une zone
claire qui peut étre partiellement opaque. La confirmation sera effectuée par les tests : catalase,

ADNase (ou coagulase) et coloration de Gram.

3.5. Recherche de Salmonella

La recherche de Salmonella a été réalisée selon la méthode ISO 6579-2002. Elle nécessite

quartes étapes successives,

a) Un pre-enrichissement sur I’eau peptonée par prélévement de 25 g du fromage dans 225 ml d’eau
peptonée. Une agitation est effectuée pour avoir une suspension, qui est ensuite transposée dans un

flacon stérile qu’on incube a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

b) L’enrichissement s’effectuer sur le bouillon Rappapott-vassilaidis il se fait donc a partir du
milieu de pré-enrichissement ;0.1 ml est rajouté dans le bouillon RVS contenant 10 ml. Par la suite,
le tube est mélangé soigneusement, incubation a 44 °C de 24 h eté procédee.

¢) L’isolement est réalisé en prélevant une goutte du milieu d'enrichissement avec 1'anse de platine

gue I'on ensemence en stries sur milieu sélectif Bismuth Sulfite (gélose de Wilson Blair) puis
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incuber a 37 °C pendant 24h. Les salmonelles se développent sous forme de colonies noires, plates,

seéches entourées d’une zone brun noir.

d) Confirmation :En dernier on repique les colonies présumées de Salmonella isolées et

confirmation au moyen des essais biochimiques et sérologiques approprié .

3.6. Dénombrement de la flore lactique sur MRS

Un volume d’1 ml & partir des dilutions de 107 jusqu’au 107 est mis dans une boite de Pétri, puis
la gélose MRS est coulée, fondue et refroidie a 451 °C. Les boites sont incubées en anaérobiose a
30 °C pendant 72 heures. (J.0.R.A, 2004) La méthode de dénombrement est celle mentionnée par
Joffin et Leyral (2006).

4. ldentification et caractérisation des bactéries lactiques

4.1. Isolement et purification

L’isolement a été procédé sur deux milieux des cultures ; MRS (De Man et al., 1960) a pH 6.8
pour isoler la flore lactique et M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) pour les coques lactique, tout cela a
été effectué a température d’incubation 30 °C (Guiraud, 1998). La procédure d’isolement définie
qu'un volume de 1 ml de chaque solution de dilution a été pris pour faire 1’objet d’un
ensemencement en profondeur dans les différents milieux précédemment mentionnés, par la suite
ces milieux fondus et refroidis sont coulés. L’incubation est de 24 a 48 h incubés en anaérobiose

(Mahamedi, 2015).

Une fois les colonies apparaissent, 4 a 6 d’aspects différents sont prises au hasard et mises dans
le bouillon MRS incubé par la suite a 30 °C pendant 24 h. Si un trouble bactérien apparait, cela
signifie ’accroissement des bactéries et que ces cultures ont subi des repiquages successifs de

milieux liquides vers les milieux solides et vice versa, jusqu’a I’obtention d’une culture pure.
4.2. Caractérisation préliminaire des isolats lactiques
4.2.1. Etude morphologiques

4.2.1.1. Etude macroscopique

Cette étude est basée sur I’observation visuelle de la culture des isolats sur milieu MRS solide et
liquide; pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies ainsi l'aspect du trouble dans
le milieu liquide (Badis et al., 2004).
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4.2.1.2. Etude microscopique

L'étude microscopique par l‘intermédiaire de la coloration de Gram suivie d’une observation
microscopique a 1’objectif & immersion permet de classer les bactéries selon leur type de Gram, leur

morphologie cellulaire, leur mode d*association (Hilali, 2002).

4.2.2. Test de la catalase

Les bactéries lactique sont aérobies anaérobie facultatives et ne possédent pas I’enzyme de la

catalase pour dégrader le peroxyde d’hydrogene en oxygene et eau .Pour ce test une goutte de H,0,

a 10% est déposée sur une lame en verre propre et une colonie prélevée a 1’aide d’une pipette
pasteur stérile y est ajoutée, le résultat est positif lorsqu’il y a apparition de bulles représentants le
dégagement d’O2; Seules les colonies négatives au test de catalase ont été retenues pour la suite des
analyses (Guiraud, 2003).

4.3. Conservation des isolats

La conservation des isolats a court terme a été effectuée dans des tubes a essais en geloses MRS
inclinées en tubes a raison d‘un repiquage toutes les 4 semaines. A long terme, des cultures pures
sont placées en tubes Eppendorfs contenant les bouillons MRS (bacilles) ou M17 (cocci)
additionnés de 30% (v/v) de glycérol stérile puis conservés a -20 °C (Idoui et al., 2008).

4.4. Caractérisation physiologique et biochimique des isolats lactiques

Les isolats a Gram positif et catalase négative sont retenus comme étant des bactéries lactiques.
Leur identification est faite conformément au protocole de Carr et al. (2002) et usage des caractéres
biochimiques et physiologiques différentiels de Von Wright et Axelsson (2012)

4.4.1. Caractérisation physiologique

a) Croissance a différentes de température
Ce test permet de faire la distinction entre les bactéries thermophiles des mésophiles, aussi, il

joue un réle trés important comme critére majeur d’identification.

Différents températures ont été appliquées ; 15, 30 et 45 °C. Sur le bouillon MRS ou M17, les

isolats ont été ensemencés, et incubés pondant 24 a 48 h.

Le résultat positif se manifesterait par 1’apparition du trouble microbien et parfois accompagné

d’un précipitat au fond du tube (Carr et al., 2002 ; Badis et al., 2004).
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b) Croissance en milieu hypersalé

La méthode consiste a ensemencer des bouillons hypersalés a concentrations de 4 % de 6,5% e
(p/v) de NaCl par des cultures jeunes. Apres incubation a 30 °C pendant 24 a 72 h, la croissance de
ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison avec un tube témoin non
ensemencé (Sherman, 1937 ; Carr et al., 2002 ; Axelsson, 2012).

c) Croissance au pH alcalin et au pH acide

Des cultures jeunes sont ensemencées sur bouillons hyperalcalin (pH 9,6) et hyperacide (pH
4,4). Apres une incubation a 30 °C pendant 24 a 72 heures, I’aptitude a croitre sur ces milieux se

traduit par 1’apparition d’un trouble.

La croissance est appréciée par comparaison avec un tube de milieu de culture non ensemencé

incubé a la méme température (Carr et al., 2002 ; Mathara et al., 2004).

d) Type fermentaire

Ce test différencie entre les bactéries homofermentaires qu’ils produisent 90% d’acide lactique

et seulement 10% de CO,, alors que les bactéries hétérofermentaires produisent I’acide lactique et le

CO, en proportions égales.

Dans des tubes contenants du bouillon MRS avec chacun une cloche de Durham immergée, les
bactéries ont été repiquées. Apres une période de 24 a 48 h d’incubation a 30 °C, le résultat positif

se traduirait par le dégagement du gaz a I’intérieur de la cloche (Carr et al., 2002).

e) Test de thermorésistance

La thermorésistance est réalisée pour les cocci , un tube contenant 10 ml de bouillion MRS est
inoculé par le souche isolée , ensuit les tubes sont déposées dans un bain marie a 63.5 °C pondant
30 min , apres refroidissement brusque , les souches sont incubées a 30 °C pondant 24 a 48 h. un
résultat positif se traduit par un trouble (Badis et al., 2004).

f) Test du lait de Sherman

Dans ce test, le développement de bactéries dans 1% et 3% du bleu de méthylene est testée ; du
lait écrémé additionné de 0.1% et /ou 0.3 % de bleu de méthylene (1 mL de solution a 0.1 % et /ou
3 % par tube de 9 mL de lait) est ensemencé et incubé durant une période de 24 a 48 h. Le résultat

positif se traduirait par la coagulation du lait et la réduction de la couleur (Moulay et al., 2013).
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4.4.2. Caractérisation biochimique par galeries APl 50 CHL (Profil fermentaire
des sucres)

Les bactéries lactiques isolées sont identifiées au niveau de l'espece ou de sous espece en
établissant leurs profiles fermentaires a l'aide du microsysteme d'identification APl 50 CHL
(Biomérieux, France). APl 50 CHL est un systeme standardisé associant 49 tests biochimiques
permettant 1’¢tude du métabolisme des hydrates de carbone des microorganismes. Elle est
composée de 50 microtubes permettant 1’étude de la fermentation du substrat appartenant a la
famille des hydrates de carbone et dérives (hétérosides, polyalcools, acides uroniques) contenant
des substrats sous forme déshydratée. L’ inoculum est préparé dans le milieu approprié api 50 CHL
medium a partir des cultures pures dans la gélose nutritive pour assurer la pureté des souches.
Ensuite I’inoculum est réparti a 1’aide d’une pipette stérile dans les 50 tubes de la galerie tout en
respectant les conditions d’asepsie. Les puits ont ensuite été recouverts de 2 gouttes d’huile de
paraffine afin de créer des conditions anaérobies. L’incubation est réalisée a 30 °C pendant 24h puis
prolongée jusqu’a 48 h. La fermentation du substrat se traduit par un couleur jaune exceptée pour

I’esculine (brun fonce¢).

5. Caractérisation technologique des souches lactiques

5.1. Pouvoir protéolytique

L'évaluation qualitative de l'activité protéolytique des souches testées a été réalisée sur gélose
Plate Count Agar (PCA) additionnée de lait écrémé a 1, 2 et 3 % selon la méthode de Van den berg
et al (1996).

Les souches a tester sont ensemencée par la méthode de touche a partir des cultures jeunes (18
h) a la surface du milieu de culture a I’aide d’une anse. Apres incubation a 30 °C pendant 24 a 48
heures, l'activité protéolytique est reconnue stable par la présence d'un halo clair autour des

colonies, puis les diametres des zones translucides de protéolyse sont mesurés (Thapa et al., 2006).

5.2. Activité lipolytique
La mise en évidence de I’activité lipolytique a été menée sur le milieu MRS tamponné

additionné de 3% de Tween 80 (Karam et al., 2012).

L’inoculation des souches (cultures jeunes de 18 h) a été réalisée par la méthode de touche, en
surface, puis les boites sont incubées a 30 °C de 24h a 48 h. Des zones apparaitront, signifient

I’activité de la protéolyse bactérienne.
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6. Pouvoir antagonique

6.1. Méthode de spot

La méthode directe de 1’étude des interactions entre les micro-organismes de Fleming et al.
(1975), consiste a cultiver les souches lactiques et celles des pathogenes dans le méme milieu en

double couche.

A partir de cultures jeunes (incubées pendant 18 h) de nos souches lactiques, un ensemencement
par touches est réalisé a la surface du milieu MRS gélosé, suivie d’une incubation a 30 °C pendant

24 h, apreés séchage des points.

Le lendemain, un volume de 100 pL pris a partir d’une culture jeune des bactéries indicatrices
(Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Salmonella sp.) est versé
dans 7,5 ml du milieu Mueller Hinton (MH) semi-solide (contenant 0,7 % d’agar-agar). Celui-ci a
subi un étalement sur la gélose contenant les spots des souches lactiques. Aprés solidification du
milieu, les boites de Pétri sont mises a 1’étuve a 30 °C pendant 24h. Un halo clair autour des spots

des souches lactiques, traduit 1’inhibition, en mesurant leurs dimensions

6.2. Méthode de diffusion sur agar

Les souches lactiques ont été testées pour leur activité antagoniste contre les bactéries
pathogénes indicatrices (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Salmonella sp.) par la méthode de diffusion sur gélose selon le protocole modifié de Hasegawa et
al. (1990).

Les souches lactiques et les pathogenes ont été cultivées sur des milieux MRS et BN,
respectivement pendant a 30 et a 37 °C pendant 18 h. Des disques de gélose (10 mm) ont été coupés
par un emporte-piece et transférés a la surface de la gélose, préalablement inoculées avec les
souches pathogenes. Les boites de Pétri ont été conservées au réfrigérateur pendant 2 heures avant
de les mettre a I'incubation pour permettre la diffusion de substances antimicrobiennes. Le diamétre

des zones d'inhibition a été mesuré apres une incubation de 24 et 48 h a 30 °C.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

1. Analyses physico-chimiques
1.1. pH

La mesure des taux de pH des huit échantillons examinés montre des valeurs autour du pH
de neutralité et sont situé dans un méme intervalle, avec un moyen de 6,9. La valeur la plus
importante enregistrée était pour 1’échantillon K8 avec un pH égal a 7.01. Par ailleurs, la

valeur la plus faible de pH est enregistré pour I’échantillon (PH=6,66).

Les résultats de 1’évaluation des taux de pH obtenus a partir des différents échantillons sont

illustrés dans la figure 5 ci-dessous.

7,1 -
7 4
6,9 -
6,8 -
=
o
6,7 - E PH
6,6 -
6,5 -
6,4 -
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8
échantillons

Figure 5. Histogramme représente les valeurs de pH des différents échantillons de Kemaria.

1.2. Acidité titrable

La quantité de 1’acide lactique téterait dans nos échantillons sont plus au moins basses, les
valeurs sont variées entre 16 °D en tant que valeur maximale enregistrée pour 1’échantillon
K3 et 10 °D comme la valeur la plus basse enregistrée dans plusieurs échantillons, cependant,

une moyenne de (11 °D) a été noté.

Les mesures de 1’acidité Doronic de Kemaria par titration sont représentées dans la figure
6.
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Figure 6. Histogramme représente les valeurs de I'acidité titrable des huit échantillons de la
Kemaria.

1.3. Extrait sec total

Les résultats de la quantité de matiére seche mesurée aprés dessiccation, exprimée en
pourcentage (%) montre que les valeurs de nos échantillons atteignent une moyenne de 52,6 g
pour 100 g de fromage, dont, I’échantillon 5 possede le taux le plus élevé avec une valeur

d’EST autour de 70.3%. La figure 7 illustre les résultats d’évaluation des pourcentages d’EST

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8

échantillons

obtenus.

exstrais sec total (%)
no K = a (< ~
S & & & & o

i
o

o

Figure 7. Histogramme représentant les valeurs de I’EST des huit échantillons de Kemaria.

Page 33



Chapitre 111 Résultats et discussion

1.4. Teneur en matiére grasse

Le dosage de la quantité en matiere grasse par méthode butyrométrique a révelé des
valeurs proches entre la totalité des échantillons examinés, avec une moyenne totale de 1’ordre
de 14,72% et avec un écart allant de 12 a 16,5%. Alors que, la valeur maximale obtenue était

autour de 17% enregistree pour K1.

Les résultats de dosage de la matiere grasse par la méthode acide-butyrométrique de Van

Gluk des huit échantillons sont représentés dans la figure 8.

18 -

| | | | I | I I EMG
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échantillons

— — —
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~ O 0o
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Figure 8. . Histogrammes des teneurs en matiére grasse (MG) des huit échantillons de Kemaria
1.5. Dosage des protéines par la méthode de Lowry

Les résultats de la concentration totale en protéines des échantillons examinés montre que
le taux de protéine sont basse avec un moyen de 0,065 g dans 100 gramme de fromage, la
valeur la plus élevée a été enregistré pour les échantillons k1 et k8 avec une valeur atteignant
0,10%.

Les résultats qui concernent la tenure en protéine présentés en g/100g fromage sont

représentés dans la figure 9.
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Figure 9. Représentation des valeurs du dosage des protéines totales de la Kemaria exprimés en
9/100g de produit examiné.

1.6. Classification du fromage Kemaria d'apreés codex alimentaire

Les résultats obtenus a pour les valeurs moyennes de TEFD% et MGES% des huit
échantillons ont été représenté dans le tableau suivant :
Tableau VII. Résultats de TEFD% et MGES% des huit échantillons de Kemaria.

MGES(%0) 343 428 32,7 339 208 31,3 325 315 31

TEFD (%) 62 74 65 78 35 66 64 63 63,3

TEFD = Pourcentage de la teneur en eau dans le fromage dégraissé.
MGES = Pourcentage de la matiére grasse dans I'extrait sec.

On prenant compte des résultats obtenus par la mesure des différents parameétre
physicochimiques, la classification de ce type de fromages analysés qui a été défini par les
normes du codex alimentaire CODEX STAN A-6-1978, est obtenue apres application des

trois formules mentionnées dans le tableau (ANNEXE ).

Nous échantillons de fromage traditionnel (kemaria) a été classée dans la catégorie des

fromages a pate demi-molle (teneur en eau dans le fromage dégraissé varie de 61 a 69) et le
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taux de la maticre grasse dans I’extrait sec (MGES) varient d'a 25 a 45 % montres que

Kemaria est un fromage mi-gras.

2. Analyses de la qualité hygienique

Un contréle microbiologique suivant les recommandations de la législation algérienne des
échantillons a été procédé pour déterminer la conformité du fromage Kemaria aux normes de
la qualité hygiénique, dont, les résultats du dénombrement des principaux groupes microbiens

et la recherche des bactéries a potentiel pathogéne étaient obtenus.

2.1. Recherche et Dénombrement d’Escherichia coli.

Les E. coli ont été énumérées suivant la méthode du nombre le plus probable (NPP). Dans
la figure citée plus bas ; le résultat de test présomptif dans le bouillon LST a simple et a
double concentration ; le résultat positif se traduit par un trouble microbien et de I’air capté a
I’intérieur de la cloche de Durham (tubes 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 8). En revanche, les tubes (7 et 9)

révelent une réaction négative en restant vierges (figure 10).

Figure 10. Test préesomptif dans le bouillon LST a simple et & double concentration.
1,2,3,4,56,8:gaz+;7,9:gaz-

Les résultats obtenus de dénombrement d’E. Coli sont illustrés dans le tableau VII.
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Tableau VII. Tableau récapitulatif montrant les résultats du dénombrement par la méthode

du NPP pour 3 tubes, obtenus a la recherche d’E. coli.

Echantillon 1% dilution 2¢me dilution 3°me dilution Nombre en
(102) UFC/g

1 — (0) —(0) —(0) Abs
2 ) () () Abs
3 +++(3) +++(3) - (0) 2,4-10*
4 +++(3) +-(2) --(0) 3,9-10°
5 0 0 0 Abs
6 0 0 0 Abs
7 () ~© ~© 7107
8 ~(0) ~(0) ~(0) Abs

Abs : Absence, UFC : unité formant colonie. + : résultat positif, - : résultat négatif.

Afin de confirmer la présence d’E. coli, qui est caractérisée par sa capacité a dégrader le
tryptophane en indole par I'intermédiaire d'une tryptophanase, la recherche de l'indole produit

a été révélé par I’ajoute de réactif de Kovacs.

La figure 11 montre l'apparition d'une teinte rouge dans des bouillons d'eau peptonée

exempte d'indole, indiquant la présence de 1'indole et confirme ainsi la présence d’E. Coli.

o | [11]]

Figure 11. Test de conformation de la présence d’E. coli montrant la présence de ’indole traduit
par Panneau rouge apparu.
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2.2. Recherche des salmonelles

Les Salmonella recherchées apres le pré-enrichissement et bien I’enrichissement n’ont pas
été retrouvées dans les cultures sélectives sur la gélose Bismith chez les huit échantillons
¢étudiés. La figure 12 montre que la culture a partir 0.1 ml le bouillon RVS de I’échantillon

K7 ne contient aucune colonie.

Figure 12. Culture sélectif sur gélose Bismuth Sulfite.
2.3. Recherche de Staphylococcus aureus

Pour les Staphylococcus aureus, nous avons observé son absence dans les huit échantillons
sur le milieu Baird Parker. D’une autre part la figure 13 ci-dessus représente la seule boite de
Pétri appartenant a [’échantillon 6 qui révele une colonie susceptible d’étre colonie

caracteéristique de S. aureus (des colonies noires entourées d’une zone claire).

Colonie caractéristique
susceptible d’étre parmi les S.
aureus

Figure 13. Isolement sélectif des S. aureus par culture sur la gélose Baird Parker
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Pour la confirmation de I’identité de la colonie suspecte, cette derni¢re est ensemencée par
stries sur la surface de la gélose ADN. Aprés 24h d’incubation une quantité d’une solution
d’HCl a 1N est rajouté a la surface de la gélose. Le résultat positif se traduit par 1’apparition
d’une zone claire auteur des colonies. Néanmoins, pour notre cas, I’absence d’une zone claire

a indiquée que les colonies isolées n’appartiennent pas aux S. aureus (figure 14).

Figure 14. Test de I’ADNase sur la gélose ADN.

2.4. Dénombrement de la flore lactique sur MRS

Sur le milieu MRS a pH de 6.8, un dénombrement suivant la méthode de Joffin et Leyral
(2006) a été effectué. Les résultats sont résumés dans le tableau VIII ci-dessous, dont, une
charge importante en bactéries lactiques (entre 10* et 10® UFC/g) était observée dans cette

étude, signe d’une bonne qualité microbiologique du produit.

Tableau VIII. Tableau récapitulatif des résultats de dénombrement de la flore lactique sur le
milieu MRS.

Echantillons K1

UFCl/g 2-10°  2,72-10° 8,8-10° 1,40-10° 2,5-10° 2,0-10°  2,80-10*  8,0-10°

UFC : unité formant colonie ; g : gramme.
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Colonies
caractéristiques
des LAB

Figure 15. Dénombrement des bactéries lactique sur milieu MRS.

3. Identification et caractérisation des bactéries lactiques

3.1. Isolement et purification

A partir de plus de 65 colonies choisies a partir des huit échantillons qui ont subi un
isolement sur les deux milieux (MRS et M17), 15 isolats ont été sélectionnés, purifiés et
conservés autant que bactéries lactiques, dont ces derniéres ont répondu aux critéres de Gram

(bactérie a Gram positif) et I’absence de la catalase.
3.2. Morphologie

3.2.1. Aspect macroscopique
L'observation macroscopique nous a permis de décrire les colonies obtenues sur milieu
solide MRS ou M17; se sont des colonies petites tailles, de forme ronde ou lenticulaire, de

couleur blanchatre ou parfois jaunatre claire.
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Les repiquages successifs sur milieu MRS solide et bouillon a révélé des colonies de petite
taille, de couleur blanchéatre ou laiteuses, ronde de surface lisse et au contour circulaire
régulier. Dans les figures suivantes, on présente aspects d’espéces appartenant a trois

genres.

Figure 16. Aspect des colonies des bactéries lactiques sur milieu solide apres incubation.

A : Enterococcus ; B : Leuconostoc. ; C : Lactococcus.

La croissance des bactéries en milieu liquide, se traduit sous forme d’une voile
microbienne. Chez les cultures pures un précipitat microbien apparait sous forme de trouble
homogéne fumeux dans le milieu MRS liquide, ce trouble est concentré au fond du tube a la

recherche des conditions anaérobiques de ces bactéries.
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2
Figure 17. . Photos montrant la croissance bactérienne dans le milieu MRS liquide, sous forme
d’une voile microbienne (1), de précipitat blanc (2).

3.2.2. Aspect microscopique

L’étude microscopique est basée sur les criteres de la coloration de Gram. Cette
observation a révélé que les bactéries isolées et purifiées sont a Gram positif, apparaissant
sous différentes aspects avec différents modes d‘associations, ce qui forment 1’écologie du
produit étudié. Dans la suivante figure, I’examen microscopique de certaines souches

visualisées sous microscope a 1’objectif microscopique X100.

Figure 18. Observation microscopique aprés coloration de Gram (Grossissement : X1000).
A et B : Lactococcus ; C : Leuconostoc. ; D : Enterococcus.
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3.2.3. Criteres biochimiques et physiologiques

Au total de 15 isolats de bactéries lactiques, 03 genres ont été rapportés avec leurs
pourcentages (figure 19). Ces isolats ont été identifiés au stade du genre en se basant Solon

caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques.

Leuconostoc

27% Lactococcus
0

33%

Enterococcus
40%

Figure 19. Distribution des genres de bactéries lactiques isolées a partir de différents échantillons
de la Kamaria.

Apres le test de pré identification, les isolats ont subi le test de dégagement de CO2 a
partir du glucose (Figure 20). Parmi les 15 isolats lactiques, 10 sont homofermentaires et 5
sont des hétérofermentaires.

Croissance sans Gaz capté a
dégagement lintérieur de la
gazeux cloche

Figure 20. . Détermination du type fermentaire.

a : Souche momofermentaire ne produit pas de gaz.
b : Souche hététofermentaire produit du gaz capté dans la cloche.
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Les souches qui peuvent réduire le bleu de méthyléne sont de type respiratoire aérobie, ils
tirent leur oxygéne a partir de bleu de méthyléne qui va virer vers le transparent. Si les
bactéries sont anaérobies, elles ne peuvent réduire que la solution a 1% du bleu (Moulay et
al., 2006).

Les résultats obtenus (figure 21), dans un lait écrémé stérilisé contenant le bleu de
méthyléne, ont montré que totalité des souches sont capables de croitre en présence d’une

concentration de du bleu de méthyléne de 1%.

Dans Le lait de Sherman 3% montre que les souches K1S1, K2S2, K254, K4S7, K4S8,
K4S9, K7S14, sont capables de pousser, alors que les souches K2S3, K3S5, K3S6, K7S15,
K6S12, K7S13, K5S10 et K5S11 sont incapables de pousser en présence du bleu de

méthylene a 3%.

Figure 21. Test du lait de Sherman a 0.3 %.

1,2,4,7,8et9: Enterococcus ; 3,5 et 6 : lactoccucus ; T :Témoain.

Les variations de température d’incubation pour les différents isolats est un critére
physiologique de sélection pour I’identification et la mise en évidence des aptitudes

biotechnologique (Tableau VIII).

Les résultats de ce test permettent de distinguer entre souches mésophiles qui poussent a 30
°C, psychrophiles qui poussent a 15 °C et celles qui se développent a 45 °C et donc
thermophiles.

Page 44



Chapitre 111 Résultats et discussion

Parmi les isolats testés, 5 présentent une croissance a 45 °C et sont donc qualifiés de
bactéries thermophiles ; les isolats 10 restants sont donc mésophiles.

La plus part dessouches sont thermorésistantes, ou nous observons une croissance sur le
bouillon MRS aprés un traitement thermique pendant 30 minutes a 63,5 °C. Cependant,
seulement cing souches parmi les 15 sont dépourvues de la thermorésistance (Tableau VIII).

Les cing souches (K1S1, K2S2, K3S6, K4S7) parmi Les coques lactiques sont
homofermentaires, poussent a 15 °C, mais sont incapables de se développer a 45 °C, a 6,5%

de NaCl eta pH 9,6. Elles se rapprochent du genre Lactococcus.

Le reste des coques homofermentaires (K2S3, K254, K4S8, K4S9, K7S14 et K7S15), ont
la capacité de croitre a 15 °C, a 45 °C, aux pH de 9,6, et a une concentration en NaCl de 6,5
% et capable de pousser dans 0.1% de lait de Sherman, sont considérées autant
qu’entérocoques avec un pourcentage de 40%.

Figure 22. Croissance d'Enterococcus sur bouillons hypersalés et a pH 9,6.

a:NaCl6.5% ;b:pH9.6;T: témoins.

Les souches suivantes : K5S10, K5S11, K6S12 et K6S13 sont des hétérofermentaires,
poussent a 15 °C, mais pas a 45 °C, a pH 9,6 et a 6.5% de NaCl, elles ont été orientées vers
le genre Leuconostoc (tableauVI1l).
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Tableau 1X. Récapitulation des tests clés de I’identification des genres présents parmi les isolats lactiques.

Genre présumé

K1S1

Lactococcus

Cocci en courtes chaines

Homofermentaire

K2S2

Lactococcus

Cocci en chainettes et amas

Homofermentaire

K2S3

Enterococcus

Cocci et amas

Homofermentaire

K2S4

Enterococcus

Cocci en longues chaines

Homofermentaire

K3S5

Lactococcus

Cocci isolés et en amas

Homofermentaire

K3S6

Lactococcus

Diplocoques

Homofermentaire

K4S7

Lactococcus

Cocci chainettes et amas

Homofermentaire

K4Ss

Enterococcus

Cocci longues chaines

Homofermentaire

K4S9

Enterococcus

Diplocoques

Hétérofermentaire

K5S10

Leuconostoc

Diplocoques et chainettes

Hétérofermentaire

K5S11

Leuconostoc

Cocci en amas

Hétérofermentaire

K6S12

Leuconostoc

Cocci chainettes et amas

Hétérofermentaire

K6S13

Leuconostoc

Cocci longues chaines

Hétérofermentaire

K7S14

Enterococcus

Diplocoques et chainettes

Homofermentaire

K7S15

Enterococcus

Diplocoques

Homofermentaire

+ : test positif ; - : test négatif ; CO; : type fermentaire ; T° : température de croissance ; Thermo : thermorésistance ; Sher : test de Sherman.
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3.2.4. Identification par galerie Api 50 CHL

Les résultats de la fermentation des hydrates de carbone sur la galerie APl 50CHL,(figure

23) ont permis I’identification des 3 espéces : Lactococcus lactis, Enterococcus faecium et

Leuconostoc mesenteroides.

Dans le tableau XI, on rapporte les profils de fermentation sur AP1 50 CHL des 8 souches

isolées a été sélectionnées pour une identification approfondies avec les galeries AP1 50 CHL.

Bande 0-9 Bande 10-19
QTE QTE
Tube | Test Composants actifs {mgleup.) Tube | Test Composants actifs nalcup.
0 TEMOIN - 10 GAL D-GAlactose 14
1 GLY GLYcérol 164 :; gl’iﬂ g-g;—uUO: 6 115;5
. - close
2 ;:R\; ﬂ:."w 11"5: 13 MNE D-MahnosE 14
mose : 14_| SBE +-SorBosE 14
4 LARA L-ARAbinose 1.4 15 REA T-RHAMNOSE 1.36
5 RIS D-RiBose 1.4 16| _DuL DULgltol 1,36
§ DXYL D-XYLose 14 17 INO INOsitol 14
7 LXYL L-XYLose 1.4 18 MAN D-MANDito! 1.36
8 ADO D-ADOaitol 1,36 19 SOR D-SORbitol 1,36
9 MDX Méthyl-RD-Xylop: 1,28
Bande 40 - 48 -Bande 20 - 29
. QTE
Tube Test Compaosants actifs Tube | Test Composants actifs N
40 TUR D-TURanose 20 MDM_ | Méthyl-aD-Mannopyranoside 1.28
21 MDG Méthyl-aD-Glucopyranoside 1,28
4 .l't:é ol?'-rlagxe 22 | NAG N-AcétyiGlucosamine 1,28
42 — 23 | AMY AMYgdaline 1,08
43 1 DFUG D FUCose 24| _ARB ARButine 1,08
44 LFUC L-FUCoss s ESCuline 1,16
45 | DARL D-ARabitoL fad cilrate de fer 0.152
46 LARL L-ARabitoL 26 SAL SALicine 4,04
47 GNT potassium GlucoNaTe 27 CEL D-CELlobiose 1.32
48 2KG 2-CétoGluconate 28 MAL D:-MALtose 1.4
49 - 5KG potassium 5-CétoGluconate 29 LAC D-LACtose {origine bovine) 1,4
Bande 30-39
» Tube | Test Composants actifs aTe
(mgicup.)
30 MEL D-MELibiose 1,32
31 SAC D-SACcharose 1,32
32 TRE D-TREhalose 1,32
33 INU INUline 1,28
34 MLZ D-MéLéZitose 1,32
38 RAF D-RAFfinose 1,56
36 ANMD AmiDon 128
37| GLYG GLYcoGéne 1.28
38 XLT XyLiTol 14
39 GEN GENtiobiose 05

Figure23. Résultat du profil fermentaire
de Uespéce Enterococcus faecium de
isolat (k7S14) sur APl 50 CHL apreés 48
h d’incubation.
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Tableau X.

Profil fermentaire des isolats par les galeries APl 50 CHL.

/< |4 o ool d 4
> | | & >lolol X a2 oW <| o Z x| 200 =l m gl gl dl ol A L Nlw 8> |z x|l % o> xlx =
_|g:<n:<.:E><oQO<::_|g:Z'EHI:>%’<EOOD<::2n:8<,:uJ<i<.:'-'J§.:)n:%—'<::§_|_|uJ:>>-<z|.|.E<1:<::Zg(gD
olwa doeag<lsolonLsanlaealseZdSZZggualo S dSalFE SOl X ol al-aldaldols s
-iiii+ii--++++----++¢i+++.’c:>++++-++---+i-+--+----i--
Z
-i---+----++++----++--+++'E++++-++---'|_'--+--+----i--
b
-i---+----++++---i++i-+++'g++++--+---'|_'--+'_|'-+----i--
b
-i-i-i-i--++++--i-+---+++-’c=,++++-++---J_r-J_r+-------+1-
zZ
|-
O T T B U N - O I O O i S S O S U O U U I S S S S =1 S S B S B B S I B S R R B e e e I A S
Z
|-
-+ - I R e e e N A R A A A R N R A R A A I o T I T S I U T I B IO B I B O~
Z
|-
I R R U T R O o o O B O S O = O O T U S U i U [ 0 o (NS (R R [ v I B
Z
j -
N I o T o I U T S U e o O O I A =1 S 0 A N[O IO (P (U VS O U = =0 PSS o O O (U SO B B
=z

0: Témoin, GLY: Glycérol , ERY: Erythritol , DARA: D-Arabinose , LARA: L-Arabinose, RIB: D-Ribose, DXYL: D-Xylose, LXYL: L-Xylose, ADO: D-Adonitol, MDX: Méthyl-BD-Xylopyranoside,
,GAL: D-Galactose, GLU: D-Glucose, FRU: D-Fructose, MNE: D-Mannose, SBE: L-Sorbose, RHA: L-Rhamnose, DUL: Dulcitol, INO: Inositol, MAN: D-Mannitol, SOR: D-Sorbitol,
Méthyl-aD- Mannopyranoside, MDG: Méthyl-aD-Glucopyranoside, NAG: N-AcétylGlucosamine, AMY: Amygdaline, ARB: Arbutine, ESC: Esculine, SAL: Salicine, CEL: D-Cellobiose, MAL.: D-
Maltose, LAC: D-Lactose, MEL: D-Mélibiose, SAC: D-Saccharose, TRE: D-Trehalose, INU: Inuline, MLZ: D-Mélizitose, RAF: D-Raffinose, AMD: Amidon, GLYG: Glycogéne, XLT: Xylitol,
GEN:Gentiobiose, TUR: D-Turanose, LYX: D-Lyxose, TAG: D-Tagatose, DFUC: D-Fucose, LFUC: L-Fucose, DARL: D-Arabitol, LARL: L-Arabitol, GNT: Gluconate, 2KG: 2-CétoGluconate,

5KG: 5-CétoGluconate.

MDM:

Page 48



Chapitre 11 Résultats et discussion

3.4. Activités protéolytique et lipolytique

L’¢étude de I’activité protéolytique est effectuée sur milieu PCA additionné de 1, 2 et 3 %
de lait écrémé. La présence de cette activité est mise en évidence par 1’utilisation de la caséine
du lait écrémé comme substrat. Les résultats obtenus ont montré que perse que tous les

isolats ont manifesté une activité protéolytique a 1, 2 et 3% (figure 24).

Figure 24 Activité protéolytique des souches sur PCA a concentration de 2% de lait écrémeé.

A :K2S2 ; B :K2S4 ; C :K3S6 ; D:K5S10 ;E:K5S11; F:K6S12 ; G:k7S13 ; H: K7S14 ; | :K1S1.

Les résultats de I’activité lipolytique des souches lactiques sont reportés dans ci-apres :

figure 25 et (Tableau X). Il est bien clair qu’il ni y a aucune activité lipolytique.

Figure 25 Activité lipolytique des souches A, B, C, D, E, F, , H et | sur MRS tamponné additionné
de Tween 80.
A:K2S2 ;B:K2S4; C:K3S6; D:K5S10; E: K5S11; F: K6S12 ; H: K7S14 ;1 :K1S1.
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Tableau XI. Résultats des activités protéolytique et lipolytique pour 1’ensemble des souches.

K1S1 ++ -
K2S2 +++ -
K2S3 +++ -
K254 ++ -
K3Ss5 +++ -
K3S6 +++ -
K4S7 +++ -
K4Ss8 ++ -
K4S9 - -
K5S10 ++ -
KsS11 ++ -
K6S12 +++ -
K6S13 ++ -
K7S14 ++ -
K7S1s - -

-: absence d'un halo d'hydrolyse; +: halo < 10mm; ++ : halo de 10 mm a 20 mm; +++: halo > 20mm.
4. L’activité antagoniste

Pour le test de I’antagonisme des quelques souches appartenant aux différentes especes
dominantes, ont été testées pour leur capacité a inhiber les souches pathogénes tel E. coli, S.
aureus et Salmonella.

Ces trois souches indicatrices sont connues par leur potentiel pathogéne et qui prennent

son place dans 1’écologie microbienne du lait et produits laitiers.
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4.1. La méthode de spot (Fleming et al., 1975)

C’est une technique largement décrite dans la littérature notamment celle de Fleming et al.

(1975) qui nous a permis de faire une premiére sélection de nos souches lactiques.

Les résultats de 1’interaction obtenus (figure 26), révelent la présence d’une zone claire au

tour des souches de bactéries lactique de nos collection choisi ensemencées en touches.

Figure 26. Interaction des souches lactique avec les bactéries indicatrices par la méthode de spot.

Le tableau XII représente les résultats des interactions entre les bactéries lactique et les
souches pathogeénes : E. coli, S. aureus et Salmonella. Ce tableau montrent clairement que
tous les souches utilisés avait d’activité inhibitrices contre les bactéries pathogenes
.L’inhibitions est notée positive lorsque elle est supérieure a 1 mm (Schelinguer et Lucke,

1989).

En. faecium (K6S13) dévoile une importante activité antibactérienne envers S. aureus et
Salmonella sp. et moindre contre Escherichia coli n’ont été pas inhibées parfaitement par

notre souche lactique.

Pour la souche d’entérocoque leur spectre d’inhibition est moins important car le

diamétre des zone variable entre 10 a 15 mm vis-a-vis les germe pathogéne testées.

L. Lactis (K1S1) et L. lactis (S3K6) présentent méme spectre d’inhibition cotre E. coli

avec un diameétre d’inhibition de 11 mm. et cette derniére (S3K6) posseéde une zone
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d’inhibition plus que (K1S1) vis-a-vis le germe S. aureus , il faut notée aussi que la souche

K1S1 a spectre d’activité plus largue que la souche (K3S6) contre le germe Salmonella sp.

Tableau XI1. Résultats de I'antagonisme de quelques souches lactiques par la méthode de
spot.

Souche Diametre de la zone d’inhibition en mm
Indicatrices
Escherichia coli Staphylococcus Salmonella
Inhibitrices ATCC 25922 aureus Sp
ATCC 25923

K1S1 : L. lactis 11 12 16
K2S4 : Ln.mesenteroides 10 14 15
K3S6 : L. Lactis. 11 19 15
K5S10: En. Faecium. 06 18 17
K6S13 : En. Faecium. 10 17 19

4.2. La méthode de diffusion en puits

Les résultats de I’interaction obtenus, révelent la présence d’une zone claire au tour des
souches de bactéries lactique de nos collection choisi(figure *) . Le tableau XIII représente les
résultats des interactions entre les bactéries lactique et les souches pathogénes : E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923 et Salmonella sp.

Figure 27 . Interaction des souches lactique avec les bactéries indicatrices par la méthode de
diffusion sur agar.
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La souche K3S6 (L. Lactis) montre les meilleurs résultats dont, elle a pu inhiber la

croissance des trois souches pathogeénes avec un diametre d’inhibition allant de 06 a 12 mm.

Les souches de Leuconostoc (K5S10, K6S10) sélectionnées, présentent un spectre

d’activité trés proche vis-a-vis les trois germes testés .les longues des zones d’inhibitions

varient de 05 a 10.

La souche K2S4 (Ln. mesenteroides) posséde aussi un spectre d’activité vis a vis le germes

pathogene ciblé avec des diametres proche de 08 & 09 mm (tableau XIII).

Tableau XI11. Résultats de I'antagonisme de quelques souches lactiques par la méthode de

diffusion sur agar.

Souche Diamétre de la zone d’inhibition en mm
Indicatrices
Escherichia coli Staphylococcus Salmonella
Inhibitrices ATCC 25922 aureus sp.
ATCC 25923
K181 : L. lactis 09 07 08
K2S4 : Ln. mesenteroideS 09 09 08
K3S6 : L. Lactis. 11 12 06
K5S10: En. Faecium. 07 09 05
K6S13 :En. Faecium. 09 10 05
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Discussion

A la lumiere des résultats trouveés, le pH moyen des huit échantillons de kemaria était de I’ordre
de 6.9. D’apres Patart (1987), le pH des fromages a pate molle est souvent élevé, et on remarque
que les valeurs de pH obtenues sont proches par rapport aux résultats précédents rapportes par
Bousnane et Djadi (2009), ou ils ont enregistré chez la Kemaria fabriquée a partir du lait de vache a
un pH moyenne de 6,8. Il est bien claire que le taux de pH de la Kemaria est nettement supérieur
par rapport a beaucoup de fromages traditionnels tels : Bouhezza (pH = 4.70+0.15) mentionné par
Medjoud et al. (2017), Djben avec un pH de I’ordre de 4,42 cités par Guetouache et al. (2015) et la
Klila avec une valeur de pH de 4.63 obtenue par Benlahcen et al (2017).

Le taux de pH obtenu est assez doux, car le fromage est fabriqué exclusivement par coagulation
enzymatique du lait cru, de méme que le temps d'égouttage est trés court ce qui ne permet pas aux
micro-organismes endogenes de se développer et de métaboliser le lactose. Par ailleurs, ce pH
neutre risque de favoriser le développement des bactéries pathogenes qui présentent un taux de
croissance maximum autour de ce pH (Patart, 1987). Pareillement, il est a noter que la valeur de pH
est étroitement liee a la qualité du fromage : un pH de 5,0 correspond a un fromage de bonne
qualité, alors qu’un pH supérieur a 5,2 correspond a un fromage qui se détériore plus rapidement

qu’a un pH plus bas (Alais, 1984).

Pour I’acidité Dornic, nos résultats ont décelé a une moyenne de 11.25 °D, celle-ci est inférieure
a celle rapportée pour la Kemeria fabriquée avec du lait de vache (20 °D) citée par Bousnane et
Djadi (2009) et en comparaison aussi avec celle obtenue par Benderouich (2009) ou la valeur
enregistrée était de 17 °D. De méme, notre moyenne était bien inférieure a celle notée chez le Djben
avec plus que 90 °D (Guetouache et al., 2015) et chez Bouhezza avec 20.8 °D (Medjoud et al.,
2017).

Il nous semblait que cette différence n’est pas trés importante du point de vue propriétés
organoleptiques. En méme temps, elle peut étre expliquée par le fait qu’il y a toujours plus d’acidité
produite lors de la fermentation des deux fromages Bouhezza et Djben conduite par les bactéries
lactiques (Gelais et al., 2002).

Les valeurs calculées pour I'extrait sec total de huit échantillons de Kemaria sont en moyenne de
47,6 g pour 100 g de fromage, ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Bousnane et Djadi,
(2009) et Benderouich, (2009) avec des valeurs proches, soient respectivement, 39,70 et 37,11 pour
100 g de la Kemaria du lait de vache. Selon Veisseyre (1979), les fromages frais au lait de vache
sont toujours humides (40 a 80 g pour 100 g de fromage). Aussi, d’aprés Fredot, (2009), le taux

d’extrait sec total (EST) varie d’un fromage a un autre et dépond d’une part de la composition
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initiale du lait et d’une autre part des manieres dont la coagulation et I’égouttage sont effectués. Nos
valeurs sont comparables a celles données par Ramet (1989) (45 a 47 %) pour le fromage Daani a
pate molle consommé a I'état frais et est caractéristique de I'Egypte. Les valeurs obtenues étaient
inferieur a celles rapportées par Barache et Bouatmane (2016) pour 1’Alatig (52.9%), un fromage

trés répondu dans la région rurale de Boussadda (Wilaya de M’sila).

Les échantillons présentaient des valeurs faibles en matiére grasse dans les huit échantillons,
I’intervalle des valeurs était entre 12 % a 16.5% qui est inférieur par rapport les valeurs signalées
par Bousnane et Djadi (2009) (20,50 + 1,00%) et également les taux enregistrés lors des travaux de
Benderouich (2009) avec 23,07% de matiere grasse dans la Kemaria a base du lait de vache. La
différence entre ces valeurs peut s'expliquer par la différence de la composition en matiére grasse du
lait utilisé pour la fabrication, il faut souligner que le mode de fabrication, dont 1’égouttage et le
passage de la matiére grasse vers le lactosérum peut engendrer la diminution de la quantité de la
MG dans le fromage. Lors de la formation du caillé, la MG reste entravée dans le réseau protéique,
les pertes de matiere grasse peuvent atteindre de 4 a 20 % de la teneur de MG initiale. L’importance
des pertes dépend de la taille des globules gras, a faible poids moléculaires, ces derniers sont moins
susceptibles d’étre retenus dans gel mais seront éliminés dans le lactosérum (Vingola, 2002). Pour
la classification de nos échantillons de Kemaria a base de lait cru de vache selon les normes du
codex alimentaire "Codex Stan A-6-1978" (Annexes), ces échantillons appartiennent a la catégorie

des fromages a pate demi-molle, mi-gras (Gras/Sec compris entre 25 et 45 %) et frais.

La matiere grasse intervient dans la qualité organoleptique, contribue au développement
d’arémes et la saveur du fait qu’elle est une source de composés aromatiques liposolubles (Gelais et
al., 2002).

Concernant la variation de la teneur protéique de la Kemaria mesurée par la méthode de Lowry,
les échantillons présentaient des taux protéiques plus bas par rapport la norme. Nos taux trouvés
sont également inférieurs a celles données par Bousnane et Djadi (2009) ou ils signalaient des
valeurs de 4,76 + 0,23 g pour 100 g de Kemeria. Cette différence pourra étre due a la différence en
composition des laits utilisés et ses parametres physico-chimiques qui dépendent fortement de
plusieurs facteurs pouvant les influencer, comme la zone géographique et I’environnement ainsi que
les différences entre les élevages ont ici une tres grande importance qui pourra expliquer ces taux
bas. Les caractéristiques physicochimiques des laits crus dépendent aussi de la race des animaux et

de leur alimentation en stades de lactation. (Kamoun, 1994 ; Poznanski et al., 2004).

Vu qu’ll n’y a beaucoup d’études ayant intéressée sur 1’étude de Kemaria de vache, il est donc

difficile de comparer nos résultats a d’autre. Les variations trouvées dans les parameétres

Page 55



Chapitre 111 Résultats et discussion

physicochimiques de cette étude reflétent bien le fait que la Kemraia reste un fromage frais
traditionnel aux caractéristiques indéfinies et inconstantes, cela est di aux méthodes artisanales
utilisées pour sa préparation (Salmeron et al., 2002), les caractéristiques physicochimiques des
fromages dépendent de celles du lait cru qui dépendent a leurs tour de 1’espéce et la race des

animaux et de alimentation (Poznanski et al., 2004).

La confirmation de la présence d’Escherichia coli est réalisée sur bouillon d’cau peptonée
exempte d’indole, la présence d’un anneau rouge suite a I’ajout de réactif Kovacs indique la
présence de ce germe. Les résultats obtenus montrent son absence sauf pour les trois (3)
échantillons 3, 4 et échantillon 7, dont, la charge enregistrée était de 2,4.10* UFC/g, 3,9.10% UFC/g
et 7.102 UFC/g, respectivement. Il se peut qu’il y ait eu une prolifération microbienne favorisée par
une baisse d’acidité de la pate fromagere de kemaria créant un environnement favorable pour la
croissance microbienne, cette diminution d’acidité est confirmée par 1’analyse physicochimique de

ce fromage.

Selon les normes du journal officiel de la république algérienne (JORA) N°39 (Annexe I), la
charge des E .coli de fromage a base du lait cru de nos trois échantillons sont situés entre la limite
de satisfaction 7.10% et 3,9.10° UFC/g pour K7 et K3 et dans la limite d’acceptabilité pour K1
(2.4.10* UFC/g), de ce fait, ces échantillons sont considérés autant que fromages d’une qualité
acceptable par rapport a la présence d’E. coli. La contamination par cette derniére peut étre due a
une multiplication de ces germes initialement présents dans le lait cru utilisé dans la fabrication du
ce fromage. Ou bien suivant 'utilisation de gésier de poulet utilisé pour la coagulation de lait et
méme les ustensiles souillés utilisés lors de la fabrication peuvent étre a 1’origine de cette

contamination.

Les staphylocoques présumés pathogenes et les salmonelles sont totalement absents dans tous les
échantillons analysés ce qui est conforme a la réglementation algérienne. Cette absence est revenue
a I’hygiéne liée au lait cru utilisé due la traite jusqu’a la fabrication de ce fromage et ca refléte la

bonne santé relative des vaches, et notamment I’absence d’infection des mamelles par ces germes

(Vignola, 2002).

En considérant ces propos et I'ensemble des résultats obtenus, il nous semble pouvoir conclure
que, pour le type et la quantité de microorganismes rencontres, la qualité hygiénique du fromage de

kemaria produit artisanalement est satisfaisante.
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Le dénombrement de la flore lactique sur MRS dévoile une richesse en bactéries lactiques allant
de 2,0.10° jusqu'a 2,5.10° UFC/g, une valeur proche e a celles obtenues par Benlahcen.et al.(2017)
dans le fromage traditionnelle Klila.

Quinze (15) souches de bactéries lactiques ont été isolées et purifiées du fromage traditionnel
Kemaria. Les souches ont été cultivées et isolées sur milieu MRS et M17 du fait des exigences
nutritionnelles des bactéries lactiques, les milieux de cultures doivent étre riche en sucres, en

matieres azotées et surtout en facteurs de croissances (Pilet et al., 2005).

L’étude des principaux caractéres morphologique, biochimiques et physiologiques ont montré
une diversité de genres et d’especes isolées a partir du ce types de fromage. Les espéres des
bactéries lactiques détectées dépondent essentiellement de la nature de lait cru utilisé pour la

fabrication de ce fromage et les condition d’analyse (Saidi et al., 2002).

Les résultats d’identification de cette étude montrent une présence majoritaire de coques et
I’absence des batonnets. Alors que la distribution des genres en pourcentages expose la dominance
du genre Enterococcus occupent un pourcentage important (40%), suivi des Lactococcus avec 33%,
et ensuite arrivant les Leuconostoc (27%).

La flore dominante est représentée par les entérocoques (40%), ce résultat était également obtenu
par Abdi et al. (2006). Les souche isolées a partir de "Lighhaven", un fromage iranien fabriqué a
partir du lait de brebis, étaient apparues macroscopiquement sur milieu M17 solide autant que
colonies bombées, circulaires, a surface lisse et de couleur blanche. Bien que, 1’aspect
microscopique des souches aprés coloration de Gram a révélé des coque associées en deux ou en

court chaine (Franz, 2003).

Les entérocoque poussent dans les condition hostile, en présence de 6,5% NaCl, a pH 9.6,
croissance a 45°C et survivant généralement 30 min a 60 °C (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Larpent et
al., 1997). Quant a la dominance du genre Enterococcus, elle peut étre due aux mauvaises
conditions de la traite et aussi a la résistance du germe a ces conditions (Garvie, 1986). D’apres,
Giraffa (2003), les entérocoques doivent étre considérés comme faisant partie de la flore
microbienne normale du lait cru. E. faecalis and E. faecium sont considérées des espéces d’origine
fécale (Devriese et al., 2006 ; Godfree et al., 1997). Ainsi, Bekhouche et al., (1989) lors d'isolement
de bactéries lactiques a partir de lait de vache dans l'est algérien, ont dévoilé une distribution
hétérogéne avec une grande fréequence de Leuconostoc, suivi de Lactobacillus, Pediococcus et
Streptococcus. A la lumiére des précédents résultats, la présence d’entérocoques dans la Kamaria
avec une portion importante peut étre a 1’origine des fesses des vaches laitieres, I’eau contaminée ou

des équipements de la traite du lait et de fabrication du ce fromage.
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Le second genre que nous avons recensé était lactocuccus avec un pourcentage de 33% du total.
Les lactocoques, généralement retrouvées dans le lait cru, le fromage et dans d’autres produits
laitiers (Stiles et Holzapfel, 1997), marquent leur présence dans la Kemaria avec une portion
considérable dans souches lactiques isolées. Leur aspect macroscopique a montré que les
Lactocuccus développent sur les milieux M17 et MRS de petites colonies a contour régulier de
couleur blanchéatre, lisses et largement bombées. Alors que macroscopiquement, sont des cellules a
Gram positif, en forme de cocci sphérique, associe en pair, groupées en chainettes plus ou moins
longue (Teuber et Geis, 2006).

Solon Teuber et Geis, (2006) et Stiles et Holzapfel, (1997) les Lactococcus sont les bactéries
homofermentaires, ne poussent pas a 45 °C et ne poussent en présence de 6.5% NaCl. Par ailleurs,
pour nos souches appartenant de ce genre, la totalité d’entre elles sont rapprochées aux lactococcus
lactis. Les espéces de Lactococcus lactis et ces sous-espéces sont utilisées a une grande échelle dans

I’industrie laitiere (Garvie, 1984).

En dernier lieu du classement, Un pourcentage de 27% du genre Leuconostoc a été noté pour ce
genre. Les Leuconostoc développent sur milieu MRS solide des petites colonies ponctiformes de
couleur blanchatre a pourtour régulier de 1 mm de diamétre. L’observation apres coloration de
Gram, indique qu’il s’agit des coques a Gram positif, ovoides en paire ou en chainettes et
considérés comme microorganismes sures (GRAS) (Ogier et al., 2008). Ces bactéries fermentent le
glucose avec la production de gaz (CO>), ce sont des hétérofermentaires qui pourront se développer

a 37 °C en poussant aussi en présence de 6,5 % NaCl.

Un résultat similaire a été décrit par Ouadghiri et al., (2005) qui donne un pourcentage de 27%
de leuconostocs isolés a partir d’un fromage marocain "Jben". Les tests de la dégradation des
carbohydrates par les galeries Api 50 CHL, ont permet de rapprocher nos souches isolées au vu le

leurs profils de fermentation a I’espéce Leuconostoc mesenteroides.

D’aprés Ouadghiri et al. (2013), 17 souches isolées a partir du Jben étaient identifiées comme
Ln. mesenteroides, en outre, Ln. mesenteroides a été isolée également a partir du lait cru de vache
(Bekhouche et Boulahrouf, 2005)

La présence des Leuconostoc a une relation importante avec la composition en bactéries

lactiques, la composition du lait et 1’alimentation.

L’absence de d’autres genres plus particulierement les Lactobacillus peut étre expliquée d’une
part par leur activité qui se déclenche plus lors du stade d’affinage (genres hétérofermentaires

responsables des ardmes lors de 1’affinage) ; d’autre part, par les conditions climatiques de cette
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année ainsi que I’alimentation des animaux, ayant subi une longue période de sécheresse, cela aurai

trés bien pu influencer la densité de la population de ces deux genres.

D’apres I’utilisation de la galerie biochimique APl 50 CH a aboutit a la caractérisation de 3
espéces lactiques ; 5 souches de Lactococcus lactis, 4 souches sont des Leuconostoc mesenteroides,

et 6 appartenant a l’espece Enterococcus faecium.

Il est a noté que 1’identification phénotypique et physico-chimiques est tres limitée en terme de
précision, ce qui rend 1’utilisation des techniques moléculaires plus appropriées en permettant une

meilleure affiliation des isolats a leur réel taxon.

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la paroi
cellulaire. Les peptides issus de la protéolyse sont ensuite dégradés par des endo-peptidases ou
exopeptidases en acides aminés et en peptides courts (Yvon, 2006). L'activité protéolytique est
également une caractéristique technologique importante chez les bactéries lactiques puisqu'elle leur
confere la capacité de croitre efficacement dans le lait, ce milieu étant déficient en sources azotées
disponibles. Elle était reconnaissable par la présence d'un halo clair autour des colonies sur la
gélose PCA additionnés de lait écrémé (Thapa et al., 2006). Selon Vuillemard (1986), la souche est

dite protéolytique si elle présente une zone de lyse comprise entre 5 et 15 mm.

Les résultats de l'activité protéolytique de nos isolat montré une potentiel protéolytique moyen.
Nos isolats dégradent les caséines trouvées dans le milieu de culture utilisé et selon les souches, le
diamétre de la protéolyse était varié. La souche k1sl de L. lactis a enregistré le pouvoir
protéolytique le plus important avec des diamétres allant de 18 a 2.5 mm, alors que les souches
appartenant aux genres Leuconostoc et Entercoccus sont jugée autant que moins protéolytiques
avec diametres allant de 12 a 15 mm sauf que pour les deux isolats k4s9 et k7s15 appartenant du
genre Entercoccus, ou ils étaient considérées comme non protéolytiques, dont, aucune zone de
protéolyse n’a été approuvée. Ces résultats nous permettent de confirmer le caractére protéolytique
des bactéries lactiques comme il a été rapporté par les travaux de Shirai et al. (2001), Latreche
(2016) et Francois et al. (2007). Ces derniers auteurs ont montré que les bactéries lactiques sont
incapables de synthétiser plusieurs acides aminés, mais sont pourtant bien adaptées a un
environnement riche en protéines et pauvre en acides aminés libres ; comme le lait ; grace a un

systéme protéolytique bactérien complexe.

Le pouvoir lipolytique est d'une grande importance dans le développement du flaveur et la
libération des acides gras mais il n'est pas tres répondu chez les bactéries lactiques par rapport a
d'autre groupe de bactérie (De Roissart et Luquet, 1994 ; Fox et al., 2004), et c'est le cas des

souches isolees, alors qu'elles partagent toutes la méme propriété de ne pas avoir un pouvoir
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lipolytique appreéciable. Ces résultats sont en accords avec ceux obtenus par Guessas et al. (2012)
ou ils ont isolés des bactéries lactiques du beurre traditionnel qui n'avaient aucune activité
lipolytique. De méme, ’absence de ce pouvoir chez bactéries lactiques originaires du 1’ben
traditionnel dans les travaux de a été signalée (Meerad et al., 2016). Nous rajoutons qu’a travers
différentes publications scientifiques, les connaissances sur [’activité lipolytique des bactéries

lactiques soient encore fragmentaire (Liu et al., 2001).

Les résultats des deux tests de 1’antagonisme ont montré que toutes les souches lactiques testées
présentent des zones d’inhibition vis-a-vis des trois souches cibles. En effet, des zones d’inhibition
allant de (06 mm a 11 mm) ont été obtenues vis-a-vis E. coli et de (07 mm a 19 mm) vis-a-vis S.

aureus et de (5 mm a 19 mm) vis-a-vis Salmonella sp.

Selon plusieurs auteurs, cet effet antibactérien serait di a 1’effet combiné des substances
antibactériennes produites par les bactéries lactiques comme les acides organiques essentiellement
I’acide lactique, le peroxyde d’hydrogéne, le diacétyle, ou encore des substances antibactériennes

de nature protéique (bactériocines) (Antanasova et al., 2003; Lozo et al., 2007).
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Conclusion et perspectives

Afin de valoriser et caractériser le fromage traditionnel Kemaria de vache de la wilaya de
Ghardaia, nous avons étudié ses qualités physico-chimique, hygiénique et microbiologique. A
travers les résultats des paramétres de la physico-chimie obtenus il en ressort que ce produit & un pH
proche de la neutralité (6,9) avec des valeurs proches pour les différents échantillons, mais avec
I’acidité titrable est basse (11 °D) relative a une faible production de lactate par les bactéries
lactiques présentes dans le fromage. La teneur moyenne en extrait sec enregistré était égale a 47,6
%, ainsi un taux de matiére grasse et de protéines plus au moins bas et distinct entre les échantillons
testés. Cette composition est liée a celle du lait cru utilisé ainsi que la méthode de fabrication de ce
produit. Les valeurs des parameétres physico-chimiques obtenus ont permis de classer le fromage

kemaia comme étant un fromage frais a pate demi-molle et mi- gras.

Pour la qualité hygiénique, elle était généralement acceptable avec absence totale des
Staphylococcus et Salmonella, néanmoins, la contamination par E. coli a été enregistrée chez
certians echantillons, mais avec une faible portion, .1l ressort donc que nos échantillons de kemaria

analysés sont a de qualité acceptable et conforme aux normes fixées par la Iégislation algérienne.

Avec une flore lactique dominante au voisinage de 10° UFC/g, I’étude a permis d’attribuer ces
15 isolats représentatifs a 3 genres différents a savoir Enterococcus, Lactococcus et Leuconostoc.
L’identification suivant les approches morphologiques, physiologiques a permis d’affilier les isolats
aux especes, En. faecium avec un pourcentage de 40%, L. lactis représentant 33% et enfin Ln.

mesenteroides avec 27% du total.

Les résultats acquis apres 1’étude de I’activité protéolytique, on permit de reconstituer que la
plupart des souches ont une bonne activité protéasique, alors qu'aucune de ces souches présentent

une activité lipolytique.

L’activité antagonisme a montré ’effet inhibiteur de nos souches testent vis-a-vis des souches
pathogénes indicatrices (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 et Salmonella sp.) par deux

méthodes avec un spectre d’inhibitions Iégérement différent.

Enfin, les résultats ont permet de faire une caractérisation globale de la Kemaria, dévoilant des
propriétés importantes d’un produit bénéfique au terme de composition nutritionnelle, sure et d’une
qualité acceptable a 1’échelle hygiénique et aussi avec présence de bactérie lactiques généralement
reconnu comme s(r pouvant fournir d’avantage en exercant un effet bio-conservateur et fournissant

d’effet bénéfique a la santé du consommateur.
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A la lumiere des résultats satisfaisants obtenus nous suggérons comme perspectives dans 1’avenir

notamment :

e En réalisant des répétitions des tests et études de la signification des résultats obtenus (étude

statistique) ;
e En procédant a I’identification moléculaires des souches isolées ;

e En approfondissant I’étude de ’effet bio-conservateur in vivo et sur une large gamme de

souches pathogenes d’origine différentes.
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Annexe 1

Annexes

Tableau 1: caractéristiques physico-chimiques détaillées de la Kemaria de huit échantillons.

Echa

Parametres

(g/100g)

pH 6.98 7.007 6.66 6.86 6.940 7.00 6.80 7.01 6.9
Acidité 0.10 0,10 0,16 0,13 0,10 0,10 0,11 0,10 0.11
Lactique
(s/100g)

MG (g/100g) 16,5 16,4 14.8 15.8 14.61 13,68 12 14.5 14.7
EST (g/100g) 48 38 44.3 46 70 43 43 46 47.6
MGES(%) 343 428 32.7 33.9 20.8 313 32.5 31.5 31
TEFD (%) 62 74 65 78 35 66 64 63 63
Protéine total 0,10 0,07 0.06 0.07 0.06 0.08 0.09 0.12 0.085

Tableau 2 : Classification des fromages selon les normes du codex alimentaire.

Formule (1) Formule (2) Formule (3)
TEFD(%) Premier élément MGES(%) Second élément de Dénomination d'apreés les
de dénomination dénomination principales caractéristiques
d'affinage

<51 Paté extra-dure >60 Extra-gras 1. Affine:

49-56 Pate dure 45-60 Tout-gras a. principalement en surface

54-63 Pate demi-duré 25-45 Mi- gras b. principalement dans la
masse

54-63 Pate demi-molle 10-25 Quart-gras

>67 Pate molle <10 Maigre 2. Affiné aux moisissures:
a. principalement en surface
b. principalement dans la
masse
3. Frais
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Tableau 3. Criteres microbiologiques applicables - Laits et produits laitiers

Catégories des Micro-organismes/ Plan Limites microbiologiques
denrées alimentaires métabolites d’échantillonnage  (ufc (1)/g ou ufc/ml)

Escherichia coli

Fromages au lait cru

Staphylocoques a coagulase 5 2 103 10*
+

Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100

y = 0,0025x + 0,0062
R?=0,9816

. /’/

ﬂ I I I I I 1
0 20 40 60 80 100 120

concentration en BSA [pg/mL)

Figure Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines selon la méthode de LOWRY.
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Tableau : indics NPP pour 100ml d’échantillon et limites de confiance a 95% (pour diverses
combinaison : de résultats positifs avec trois prises d’essai de 10ml, trois de 1ml et trois de 0.1ml

Nombre de tubes positifs NPP Par 100ml Limites de confiance a 95%
3de10ml 3delml  3de0.1ml inférieur Supérieure
0 0 1 3 <1 9

0 1 0 3 <1 13

1 0 0 4 <1 20

1 0 1 7 1 21

1 1 0 7 1 23

1 1 1 11 3 36

1 2 0 11 3 36

2 0 0 9 1 36

2 0 1 14 3 37

2 1 0 15 3 44

2 1 1 20 7 89

2 2 0 21 4 47

2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 48 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800

Annexe 02 : Composition des milieux de culture.

La composition des colorants de Gram
- Violet de gentiane au cristal :

Violet de gentiane ..........occoovveiineninieieeee e 10g
PRENOI ... 20g
Ethanol 2 0.95 ....cccoveieiicrcee 10 mi
Eau diStilée ....ocooveieiiiee 1ml
e Lugol:

JOAE ..o 5¢

10 dure de PotasSiUuM .........ccccevvrereerierenese e 10g

Eau distilée. ......ccoeeviiieiieiieeeeee e, lg

Flacon brun
- Fuchsine de Ziehl :

Fuchsing DOSIQUE ........cccoeveieieieee e 10g
PRENOI ... 509
Ethanol 2 0.5 ..o 10 mi

Bau diStillée ... 1ml
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La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :
o Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne ;
o Recouvrir la lame a vec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;
o Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;
o Décolorer avec de 1 *alcool 95°, puis rincer { I’ eau ;
o Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes ;
o Laver {I’eau;
o Apres séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a immersion (x100).

Les bactéries a G ram positif apparaissent en violet et les bactéries a G ram négatif en rose.

o Gelose MRS
[1 Composition du milieu

0 POIYPEPLONE. ...t e 10,00 g/l
0 EXtrait de VIANAE ........oooviiiiiiie e 10,00 g/l
0 Extrait autolytique de [eVUre ........cccoooveiieiiie e 5,00 g/l
0 GIUCOSE.......eveiie ettt eebaae e e 20,00 g/l
0 TWEEN 80, bbb 1,0 mil
0 Phosphate dipotaSSIQUE ..........ccoveririerenininisieeee s 2,00 g/l
0 Acétate de SOIUM........ccveiiiiie e e 5,00 g/l
0 Citrate d’ammONIUML.........cceervieiierieeiierie e eriee e eiee e eseesaaeens 2,00 g/l
0 Sulfate de MagnNBSIUM.........c.ccveiieie i v 0,20 g/l
0 Sulfate de MANGANESE........ccoerveireieeeere e e, 0,05 g/l
0 Agar agar bacteriologiqUE...........coveveieeiicie e 15,00 g/l

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 6,8

o Gelose M 17
Composition du milieu

(o T I Y 01 (0] =TSSR SRORPRIN 2,50 g/l
0 Peptone pepsique de VIANde .........cccooereriieninieeee e 2,50 g/l
0 Peptone papainique de S0Ja ......ccceeveeierieniriienieneeieneereeeee e e 5,00 g/1
o Extrait autolytique de [eVUIe.........cceeviiieiiieiiciecieeeieeeeees e, 2,50 g/l
0 Extrait de vIande ........c..ccoceeveiiiiniiiiiie e 5,00 g/l
(O3 5 107 10 1 USSP 5,00 g/l
0 Glycérophosphate de SOdiUM .........ccccoveiieiieiice e 19,00 g/l
0 Sulfate de MagN@SIUM ..o 0,25 g/l
0 Acide aSCOrDIQUE .......cueiieciiee e 0,50 g/l

0 Agar agar bactériologiqUe..........ccerervries coieirereeee e, 15,00 g/l

pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7,1 £ 0,2.

e TSI( Three Sugar Iron)
Composition du milieu:

O TIYPLONE. ..ttt 14049
o Extrait autolytique de 1eVUre..........cooviiiieiiie e 3049
O EXtrait de VIande .......cccooiiiiiiie e 30¢9
LI €1 180 R 109
O LACTOSE it 10,09
OIS T: 6101 4 P01 R 10,0 ¢



Annexes

ChIorure de SOTUM.....cooi e
Thiosulfate de SOATUM.......ovccieeeiieeee et
Citrate ferrique ammoniacal.............ccccoeiieieiie i

O O O O O

Agar agar bacteriologiqUe.........cecveiveiieiieieere e 1
pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2

e Bouillon RAPPAPORT-VASSILIADIS Soja (RVS)

Composition du milieu

Rouge de Phenol..........cccoiiiiiie e 24,0 mg

0 Peptone papainiqUe A& SOJa.......c.coerrerererieeeierienie e 4,50 g/l

0 ChIorure de SOOTUM ....cooeeeeeeeeee e e e

0 Phosphate Mmon0 POTASSIGUE ........ccueiviiiiriiriieieieit et 1,26 g/l
0 Phosphate di POtASSIQUE ......ccueevveeieiiieiecie ettt 0,18 g/l
0 Chlorure de magnésium anhydre ............ccocooeeriininnienene e 13,40 g/l

0 Vert malachite (0Xalate)..........ccccvevveieeiiccseece e
pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 5,2 +£0,2.

e Eau peptonée tamponnee

Composition du milieu
0 PEPIONE. .t
0 Chlorure de SOOIUM......c..ooviiieieeie e
0 Phosphate disodique anhydre ..........cccccoeeeeiieiiiiieccc e,

............ 36,0 mg/l

0 Phosphate MONOPOLASSIGUE .........ocviiiiiiiiiieieieie e 1,50 g/l

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

e Eau physiologie 9 /ml NaCl

T 1\ F- T SO SS 9¢

O BaU diSHIIEE ..cooeeeeeeeeee e e e

e Gélose de Baird-Parker
Composition du milieu

(o T I Y 01 (0] =TSSP 10,0 g/l
(o o =T 0 (IR F- 2T [T 5,09/
0 Extrait autolytique de TEVUIE ........covoieieeeee e eeneas 1,09/l
0 PYruvate de SOOIUM .....c..oviiiiiiiiieeeee e saeeneennas 10,0 g/l
0 GIYCINE. .. ettt e e e et e et et e e nreenrennes 12,0 g/l
0 ChIOorure de TItNIUML........ccueeee e st e e e 5,00/
0 Agar agar baCteriolOgIQUE...........couieieieeie et 17,0 g/l
pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,2 £ 0,2..

e Gelose MRS tamponné (De Man Rogosa et Sharp, 1960) :

Composition du milieu
o Extrait de

LEVULC. .ottt e e e Sg/l

o Extrait de viande............oooiiiiiii e 10g/1
O PEPIONE .o .10g/1
O Actate de SOdIUIM. ... ..oiei i e 5¢/1
O Citrate de SOAIUIM .....oetti e e e et e e e e e e enaees 2g/1
O GIUCOSE. ..t 20g/1
O KH 2P O ..o e 13,697¢g/1
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O M O 0,25g/1
O MINSO Lo 0,05g/1
O NaZHPOA. ... 17,814g
O A AT o 15¢/1
o PH=7
Autoclave : 120 °C pendant 20 min.

e Plate Count Agar (PCA)

Composition du milieu
(0T Y 1) s U< O PP 5,0 g/l
0 Extrait de levure........o.ooiiii s 2,5 g/l
0 GlUCOSE. ..ottt 1,0 g/l
0 A AT e e ——————— 15,0 g/l

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,0 + 0,2.

O O O O O O O O 0 o0

e Gelose Bismuth Sulphite.
Composition du milieu

LI/ L0 TR TRUP 5,00 g/l
Peptone pepsique de VIANGE .........cceeiveieiieie et enas 5,00 g/l
EXIaIt de VIANAE .. . coeeeeeeeeeeeeee e et e e e e e e e e e e e eaeeaaaan 5,00 g/l
GIUCOSE. ...ttt ettt e e e ea e e st e et e s re e nbeeae et e eaeeeneenneenes 5,00 g/l
Phosphate diSOIQUE .......cceiieiiieieee e 4,00 g/l
SUITALE TEITEUX...c.veeeie ettt e eaeeeae e 0,30 g/l
Citrate de bismuth ammoniacal..............cooviiiiiii e 1,85 g/l
SUITITE A8 SOUIUM ...t 6,15 g/l
=T A o] 1 =g RPN RRORRI 25,0 mg/l
Agar agar baCteriolOgiQUE.........c.ccveiieeeceese e 14,70 g/l

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,6 + 0,2.

O O O O O O

e Lauryl Sulfate Tryptose
Composition du milieu

I Y 010 TSNS TR 20,00 g/l
=1 (0 1< ORI 5,00 g/l
Phosphate dipOtaSSIQUE ........ceiiiieieieiie e 2,75 g/l
Phosphate MONOPOTASSIGUE .......ccviieiiieriisiesiieieeeee et 2,75 g/l
ChIorure de SOOIUM .......oivieiiicce e eve e enes 5,00 g/l
Laurylsulfate de SOOTUM........ccoiiiiiiieee e 0,10 g/l

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 6,8 + 0,2.

O O O O O O

e EC - Bouillon
Composition du milieu

TP ONE. .o e —————— s 20,0 g/l
L0 0SE vttt ettt e e e e 5,00. g/l
Sels bIliaires N3 ... i 1,50 g/l
Phosphate dipotassique..........coooviviiiiiniiiiiiiiiiieeiei e ceeeseeieeeeenen .. 4,000 01
Phosphate MmOnopOtasSIQUE ........ovireineeriitieet et ettt e e e reee e e e 1,50. g/l
Chlorure de sodium ........ 225,00, g/

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 6,8 £ 0,2.
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Eau Peptonee Exempte D’indole

Composition du milieu

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C:7,3+0,2

Gélose nutritive :

Composition du milieu

O O O O O O

O O O O O O

o O O

PePtONe ...t 5¢/l
Extrait de viande ..............ooiiiiiii 1g/l
Extrait de levure .........oooviiiiiiii e 2¢/1
Chlorure de SOdiumL.........ooiviirii i 5¢/l
A AT . 15¢g/1

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C: 7,3 +0,2.

Lait écrémé

Lait écrémé :

Lait écrémeé en poudre........c.ovviiuiiiiiii i 10g
EXtrait de 1eVure. . .oooo e .0,5g

Eau distillée g.S.P.nvieeeiiieiiiiiei e 1000ml
pH=7

Autoclavage : 110 °C pendant 10 min.

Eau physiologique :
Chlorure de SOAIUM . ..o 8,59
PEPIONE. . e 0,59

Baudistillée.........ooooiii g.s.p 1000m



