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Résume

Notre pays a une tradition bien établie sur les produits laitiers, transmise d’une
génération a une autre a travers des si¢cles. Ces produits sont issus de la transformation du lait

dans le but de prolonger sa durée de conservation.

Dans ce contexte 1’objectif de notre travail était de faire une étude qui mettra en valeurs
les produis du terroir, plus particulierement les fromages fabriqués traditionnellement et de
pouvoir imposer des normes pour les rendre industriels dans I’avenir, afin d’éviter leurs

disparition.

Malheureusement, vu 1’état sanitaire actuel que connait notre pays et le monde entier,
nous n’avons pas pu faire de pratique, mais ceci ne nous a pas empéché de faire une recherche
sur ses produits traditionnels en analysant trois articles dont chacun a fait I’étude d’un fromage

traditionnels, qui sont : Jben, Klila et Bouhezza.

L’étude des trois articles consiste a faire des analyses microbiologique, physico-

chimique, statistique et sensorielle des trois types de fromages traditionnels.

Les résultats des articles ont montré que dans le fromage appelé « Jben », les agents
pathogenes telles que Listeria monocytogenes et Salmonella spp ont été détectés et les bactéries
lactiques aussi sont trés nombreuses. Alors que dans le fromage « Klila » Salmonella et
Staphylocoques n’ont pas été trouvés. Les bactéries lactiques sont présentes a des taux faibles
mais ceci n’a pas empéché leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis de S.aureus suite a la production de

bactériocine.

Dans le fromage appelé « Bouhezza », la microflore dominante est constituée de
bactéries lactiques. Les levures et moisissures existent aussi mais a des taux trés faibles ;
L’étude sensorielle a révélé que Bouhezza est caractérisé par deux principaux facteurs qui le

caractérisent : I’arome et 1'odeur.

Un produit laitier fabriqué traditionnellement ne peut en aucun cas étre de trés bonne
qualité hygiénique qui différe d’un lieu a un autre, du protocole et des conditions de fabrication.

Cette qualité peut devenir meilleure dans I’avenir une fois que le produit deviendra industriel.

Mots clés : Fromage, analyses, caractéristiques, bactérie lactique, agent pathogenes.



Abstract

Our country has a well-established tradition of dairy products, passed down from one
generation to another through the centuries. These products are derived from the processing of

milk in order to extend its shelf life.

In this context, the objective of our work was to make a study that will put in value the
products of the soil, more particularly the cheeses manufactured traditionally and to be able to

impose norms to make them industrial in the future, to avoid their disappearance.

Unfortunately, given the current sanitary state that our country and the world knows, we
have not been able to do any practice, but this has not prevented us from doing a research on its
traditional products by analyzing three articles each of which has made the study of a traditional

cheese, which are : Jben, Klila and Bouhezza.

The study of the three articles consists of microbiological, physicochemical, statistical

and sensory analyses of the three types of traditional cheeses.

The results of the articles showed that in the cheese called "Jben", pathogens such as
Listeria monocytogenes and Salmonella spp. were detected and lactic acid bacteria were very
numerous. While in the cheese "Klila" Salmonella and Staphylococcus were not found. Lactic
acid bacteria were present at low levels but this did not prevent their inhibitory power against

S.aureus due to the production of bacteriocin.

In the cheese called " Bouhezza ", the dominant microflora is constituted by lactic
bacteria. Yeasts and moulds also exist but at very low levels; the sensory study revealed that

Bouhezza is characterized by two main factors: the aroma and the smell.

A traditionally manufactured dairy product can never be of very good hygienic quality,
which differs from place to place, from protocol and from manufacturing conditions. This

quality may become better in the future once the product becomes industrial.

Key words: Cheese, analysis, characteristics, lactic bacteria, pathogen.
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Introduction générale

Les produits traditionnels font partie du patrimoine national de chaque pays. Parmi ces
aliments il y a les fromages traditionnels pour lesquels chaque variété apparait comme le reflet
fidele de la région dont ils sont originaires, avec leurs ressources naturelles et leurs traditions.
La grande tradition de la qualité fermiere tend malheureusement a disparaitre peu a peu. (Fox

et al., 2000) ; (Hayaloglu et al., 2002) ; (Irlinger et Mounier, 2009).

En Algérie, les fromages traditionnels sont nombreux, non entierement recensés et aussi
peu étudiés. Environ dix types de fromages sont connus dans les différentes régions du pays

(Aissaoui Zitoun et al., 2011).

La plupart de ces fromages, tel que Bouhezza, Medghissa et Mechouna, dans la région
des Chaouia, Takemmerite et Aoules dans le Sud, Igounanes dans la région de la Kabylie et
aussi Jben et Klila, sont en voie de disparition pour différentes raisons dont I’indisponibilité
fourragere, 1’exode rurale et le changement des habitudes alimentaires . Ainsi le nombre
restreint de personnes intéressées par la fabrication traditionnelle ainsi que la perte du savoir-
faire traditionnel entraine une irrégularité du goit et pose par la suite des difficultés dans la
satisfaction des besoins des consommateurs. Pour cela, il conviendrait d’encourager leur

fabrication en vue de les faire connaitre et maintenir leur existence.

Ces fromages sont produits selon un protocole traditionnel a partir du lait cru de vache,
de chévre ou de brebis. Le lait subit une coagulation par 1’action d’une enzyme de nature végétal
comme la fleur du chardon ou le latex du figuier, ou de nature animal comme la présure et

Hakka.

L’objectif de notre travail étaient de faire une recherche et une étude qui mettra en
valeurs les produis du terroir, plus particulierement les fromages fabriqués traditionnellement
et pouvoir imposer des normes pour les rendre industriels dans I’avenir afin d’éviter leurs
disparition. Vu la situation sanitaire qu’a connu notre pays et le monde entier ces derniers
temps, nous n’avons pas pu faire de pratique, mais ceci ne nous a pas empéché de faire une
¢tude sur ces produits traditionnels en analysant des articles sur les trois fromages les plus
connus Jben, Klila et Bouhezza. L’étude consistait a décrire le protocole de fabrication et les
analyses physico-chimique, microbiologique et sensorielles des trois types de fromages

traditionnels étudiés.
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Chapitre I : Produits Laitiers Traditionnels Algériens

C’est I’augmentation de la production du lait durant certaines saisons et la difficulté de
sa conservation sous la forme fraiche, a conduit au développement des technologies de

productions traditionnelles (Dharam et Narender, 2007 in Lahsaoui, 2009).

Ces produits sont partie intégrante d’héritage algérien et ont une grande importance

culturelle médicinale, et économique (Lahsaoui, 2009).

L’Algérie a une tradition des produits laitiers bien établis, transmise de génération en
génération donnant un aspect important de la culture Algérienne .Le lait abondant durant
certains moments de 1’année est difficile de le conserver et il est facilement périssable surtout
dans les zones a climat tres chaud. La transformation de ce lait a permis 1’apparition d’une
gamme de produits laitiers dont les boissons, les dérivées laitiers gras et les fromages (Claps et

Marone, 2011).

Lait cru
\ Callette de yeunes chevieaux .
Sechage sur nattes : Coagulatson spontanée par
de tiges de feaousl fermentation hictique
l (T* Ambuante, 24H 4 T2H)
Takammart Ajout de séve de figuser
(Sec)
2 & Banage
Aghoughlou (30 s 4 40 man)
Ecremage ﬁL ben | Cusson
Coagulat vepetal ou zumal ] L J
Chauffage
Modere + egouttage |
Fermentation
S Klila frais + Ajout Lben [
Beurre frais +Sahage Malaxage éu
(Zebda) : caallé dans un
- ' Ayout du lant Ajout du Lag pamser de padle
= \ Sidnge Egouttage l
Lavage. salage Imadhghass an hbre ) Sabge + [
malaxage ) J e Sechage et
‘ - i AfSsmes | Egouttage brovage
l Cusson Assascanement 1 ' ’ l
km aon -~ N
Toen Takemmanite Beusre rancie Tmdeghest | ) Mechouna louksan
(Aguisa) (frais) (Smen ou D'hane) Medghissa Kiila séché Moy (Ch’nina) (Aoules)

Figure 01 : Schéma globale illustratif des procédés de fabrication des principaux produits

laitiers et fromages traditionnels algériens (Choubaila, 2018).



Chapitre I : Produits Laitiers Traditionnels Algériens

I.1.Principaux produits laitiers traditionnels en Algérie
I.1.1.Boissons
I.1.1.1. Lben

Le Lben est un produit lacté classé dans la catégorie lait fermenté trés répandu en Algérie ou il
consommé¢ aussi bien a la compagne qu’en ville (Touati, 1990). II est fabriqué a partir du lait
de vache, de brebis ou de chévre. Le lait subit une acidification spontanée par sa flore originale
jusqu’a coagulation. Le caillé obtenu est introduit dans la Chekoua ou il subit une forte agitation
ou barattage qui permet de séparer le babeurre appelé « Lben » de la mati¢re grasse qui forme

le beurre traditionnel (Hallal, 2001).

Figure 02 : Barattage traditionnel a I’aide d’une baratte classique (la Chekoua)

(Samet-Bali et al., 2009).

I.1.1.2. Rayeb

Le Rayeb est le lait cru fermenter et coagulé spontanément pendant un temps variant

de 24h a 42h selon la saison. Il peut subir ou non un brassage non poussé.

Le Rayab est consommeé tel quel ou transformé. Ce type de produit garde sa totalité de

matiere grasse et possede un aspect onctueux (Mechai et al., 2014 ; Bendimerad, 2013).
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I.1.2. Dérivés laitiers gras
I.1.2.1. Zebda ou Dhan

En Algérie les fermiers fabriquent du beurre connus sous le nom de Zebdaou Dhan selon

les régions en utilisant une méthode traditionnelle.

Le Raib est baraté pour obtenir le Lben. Apres barattage, on ajoute généralement un
certain volume d'eau (environ 10 % du volume du lait) chaude ou froide suivant la température
ambiante, de fagon a ramener la température de l'ensemble a un niveau convenable au
rassemblement des graines de beurre. On agite un peu pour la formation de mousse ou
s’accumulent les globules. L’agitation permet ensuite la libération de la graisse liquide, la
mousse tombe brusquement avec formation de graines de beurre baignant dans le Lben qui
grossissent sous 1’action de 1’agitation. On procéde ensuite au « ramassage »des graines en
présence d’une petite quantité d’eau jusqu'a obtention des morceaux de beurre .Enfin on
effectue le malaxage qui a pour but de ressembler les morceaux de beurre pour obtenir la

« Zebda » ou « Dhan » (Abdelmalek, 1978).
1.1.2.2. Smen

C’est du Dhan lavé, 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).

I.1.3. Fromages
1.1.3.1. Définition

Le fromage est obtenu par coagulation compléte ou partielle du lait grace a I’action de
la présure ou d’autres agents coagulants appropriés et par égouttage partiel du lactosérum
résultant de cette coagulation. On peut aussi faire appel a des techniques de fabrication
entrainant la coagulation du lait de maniére a obtenir un produit fini ayant des caractéristiques
physiques, chimiques et sensorielles similaires a celles du produit défini (St-Gelais et al.,

2002).
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1.1.3.2. Fromages traditionnels algériens
1.1.3.2.1. Fromage frais
1.1.3.2.1.1. Jben

C’est le fromage frais le plus connu et consommé depuis fort longtemps aussi bien en
milieu rural qu'en milieu urbain. Derniérement, la consommation de ce produit s'est accrue suite
a l'installation dans les villes d'un grand nombre de laiteries traditionnelles qui préparent le
«Jbeny» a partir du lait cru selon des procédures souvent artisanales. A co6té de ce secteur
traditionnel, certaines unités laitiéres semi-industrielles se sont aussi intéressées a la fabrication
du «Jbeny, utilisant du lait pasteurisé, et des procédures de préparation plus ou moins
améliorées. De ce fait, il existe aujourd'hui de nombreuses méthodes de préparation du «Jbeny,
et par conséquent, plusieurs variétés de fromage frais sont commercialisées au Maroc et en
Algérie sous la dénomination populaire commune de "Jben" (Benkerroum et Tamime, 2004)

.Dans d’autres pays arabes ce fromage est nommé¢ Jibneh Beida (Bendimerad, 2013).

Figure 03 : Jben traditionnel (Khater et Ghefar, 2017).

Sa composition est donnée dans le tableau suivant :

Tableau 01 : Composition de Jben (Abdelaziz et Ait Kaci, 1992).

Composition du Eau Matiere Protéine Calcium
Jben grasse

Les valeurs 65.27 18.72 13.73 0.14
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Traditionnellement, le Jben est fabriqué avec du lait cru de vache, de chévre ou de
brebis. Le lait destiné a la fabrication est chauffé, une fois tiede, un fragment de caillette ovine
appelé « Hakka » est enveloppé dans un tissu propre puis mis a macération dans le lait. Apres
coagulation du lait, le caillé est collecté et enroulé dans un tissu propre puis pressé pour
¢gouttage. Un fois égoutté, il peut €tre salé¢ ou additionné de quelques €épices ou de plantes

aromatiques, puis le caillé est découpé en petits morceaux. (Lahsaoui, 2009).

D’autre type de Jben sont obtenu par coagulation enzymatique en utilisant des enzymes
coagulantes d’origine végétale issues des fleurs de cardon (Cynaracardunculus L), des fleurs
d’une plante épineuse sauvage (Cynarahumilis), des fleurs d’artichaut (Cynarascolymus), du
latex de figuier (Ficus carica) ou des graines de citrouille. Ces derniers sont utilisés pour
accélérer la coagulation et pour donner un certain goit au fromage. (Nouani et al., 2009).
(BenkerroumetTamine, 2004)

Le processus de fabrication nécessite trois grandes étapes essentielles (Figure 4) :
I’acidification, la coagulation et 1’égouttage. Le lait cru est coagulé aprés acidification
spontanée, puis le caillé est égoutté quelques heures pour obtenir la consistance désirée. Des

additifs peuvent étre ajoutés apres égouttage et salage (ail, persil, poivre,.....).

= Y
Lait cru

- -4

Fermentation spontanée
A T® ambiante24a72h

Maturation

7

\ Lait caille

Coagulation

Egouttage « Lben » « Beurre ou Zebda
beldia)

« Jbem »

Figure 04 : Fabrication des produits laitiers traditionnels (Benkerroum et Tamime, 2004).
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1.1.3.2.2. Fromage extra-dur
1.1.3.2.2.1.Klila

C’est un fromage fermenté a pate dure produit empiriquement dans plusieurs régions de
I’ Algérie. 11 est fabriqué a partir du lait cru de vache ou de brebis non pasteuris¢. Ce fromage
est fabriqué ainsi : Apres chauffage du "Lben" pendant 15 min a 40-50 °C, le lactosérum est
séparé du coagulum par filtration a travers une mousseline "Chache". Le fromage obtenu appelé
Klila est séché sous le soleil pour une longue conservation (Mahamedi et al., 2015 ; Mechai

et al., 2014).

Figure 05 : Fromage traditionnel « Klila » (Leksir et Chemmam, 2015).

1.1.3.2.3. Fromage affiné
1.1.3.2.3 .1.Bouhezza

C’est un fromage affiné traditionnel, a pate molle, est fabriqué avec le lait de vache,
de chevre, ou de brebis avec la possibilité de faire des mélanges de lait. Il est trés répondu
dans I’Est Algérien, plus précisément dans les régions d’Oum Bouaghi, Khenchela, et dans

certaines régions de Batna (Mekentichi, 2003).

La fabrication du fromage nécessite la confection de la peau d’animaux sous forme de
« Chekoua ». La chekoua de Bouhezza se présente comme un sac souple et humide, ayant la

couleur de la peau de I’animale et se caractérise par une certaine perméabilité (Belbeldi, 2013).
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Figure 06 : Fromage Bouhezza (Aissaoui et Zidoune, 2006).

I.1.4. Autres produits traditionnels
1.1.4.1.Méchouna

C’est un fromage traditionnel Algérien largement consommé dans la région de Tebessa.
11 est fabriqué a partir du lait cru qui est chauffé jusqu'a ébullition, ensuite, on ajoute du lait
fermenté Lben ou Rayeb et du sel. Aprés coagulation et a 1’aide d’un tissu perforé le mélange
est laissé égoutter (Lemouchi, 2008). Ce fromage peut étre consommé frais seul ou apres
additionné de plusieurs épices selon le choix des consommateurs. Dans cet état le Méchouna

est dénommé Chnina (Oucherif et Sellema, 2015).
I.1.4.2.Takammart

C’est un fromage du Hoggar, il est fabriqué par introduction d'un bout de caillette
de jeunes chevreaux dans le lait (Hallal, 2001) . Aprés quelques heures, le caillé est retiré a
l'aide d'une louche et déposé en petits tas sur une natte et sera ensuite pétri pour évacuer le
sérum puis déposé sur une autre natte faite de tige de fenouil sauvage qui lui donne de
l'arome. Les nattes sont ensuite placées a l'ombre jusqu'a durcissement du fromage. Le

fromage peut subir un affinage durant un mois (Abid, 2015).
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(a) (b)

Figure 07 :(a) Takammart de chevre, (b) Takammart de vache (Benderouich, 2009).

1.1.4.3.Kémaria

C’est un type de fromage traditionnel d‘une valeur de consommation trés remarquable
dans la wilaya de Ghardaia. Il est fabriqué par le lait cru de vache pour une fabrication

industrielle et a base du lait de chévre pour une fabrication domestique.

La Kémaria peut étre également obtenu a partir d’un mélange de lait de vache ou de
chévre ou du lait de chamelle en utilisant une présure animal ou une enzyme végétale (fleure
d'artichaut) a raison de 20g pour 20 litre sont introduite dans le lait pendant 1/2 heure jusqu'a
sa coagulation. Apres séparation du caillé et lactosérum, il y a moulage (Harrouz et Oulad

hadj, 2007).

Figure 08 : Kemaria du lait de vache (Benderwich, 2009).

o
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I.1.4.4.I1ghounan

C’est un fromage fabriqué en Kabylie a partir du colostrum (premier lait de vache venant
de mettre bas). Le lait est chauffé et coagulé, puis égoutté et mis dans des ustensiles en terre
cuite enduits d’huile d’olive dans lesquels est versée une petite quantité d’eau salée . Le fromage

formé est découpé puis consommé tel quel (Mahamedi, 2015).
I.1.4.5.Madghissa

Il 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 jusqu'a
séparation du caillé et lactosérum. Apres refroidissement du mélange, la marmite est basculée
pour éliminer le lactosérum. Le fromage ainsi obtenu est une pate jaune salée et élastique

(Aissaoui, 2003).
1.1.4.6.Aoules

11 est fabriqué a partir du lait de chévre qui est extrémement aigre. Aprés une coagulation
intense, I'égouttage se fait dans une paille, ensuite, il est reformé sous forme des boules plates
séchées au soleil, le fromage obtenu a une pate dure (matiére seche représente 92%). 1l peut

étre consommeé en mélange avec les dattes. (Djouhri et Madani, 2015).
I.1.4.7.1bakhbakhane

Originaire de la région des Aures, 1I’Ibakhbakhane est produit a partir d’'une mixture de
Frik d’orge (Marmaz) et de Lben soumis a une fermentation a des températures inférieures a 20

°C par immersion dans un puits pendants 2 a 5 jours. (Mahamedi, 2015).
1.1.4.8.Adhghass

I1 est produit dans la région des Aures, il est fabriqué a partir d’un mélange de colostrum

et d’ceufs qui est ensuite cuit. (Mahamedi, 2015).
1.1.4.9.Aghoughlou

I1 est fabriqué en Kabylie, il est obtenu a partir du lait frais de vache ou de chevre coagulé

par la seve du figuier. (Mahamedi, 2015).
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Tableau 02 : La différence entre Fromages traditionnels Algériens.

Fromage Matiére Ajout Conservation Observation
premiére
Bouhezza Lait et Iben Piment rouge dure Salage, Egouttage
et I’affinage sont
réalisés
simultanément
(Zaidi, 2002)
Jben Lait Présure Peu salé ou
animale et additionné
épices d’épices ou de
plantes
aromatiques
(Abdelaziz et Ait
Kaci, 1992)
Klila Lben frais Additionnée a
certains plats
traditionnels
(Touati, 1990)
Takammart Lait Présure Peut subir un
animale affinage durant un
mois (Hallal,
2001)
Kémaria Lait Présure frais Consommé frais
animale et avec le thé
végétales
Lebaa colosterum Parfois des frais Salé puis bouilli
ceufs (Lemouchi, 2008)
Méchouna Lait cru Lben ou consommeé frais
Rayeb et sel avec la galette
(Lemouchi, 2008)
Medghissa Lait frais Klila frais pate jaune salée et
¢élastique
(Aissaoui, 2003)

11




Chapitre I1

Coagulants des fromages




Chapitre 11 : Coagulants des fromages

I1.1. Les coagulants d’origine animale : La présure

I1.1.1. Historique

Jusqu’a 1950, 'utilisation en fromagerie de la présure comme agent coagulant du lait
était prédominante. Les décennies suivantes ont ensuite connu une pénurie mondiale en présure

avec une fluctuation des prix en parallele avec une production croissante en fromage.

Cette situation a stimulé la recherche de succédans de présure convenables. Ainsi, de

nombreuses protéases d’origine végétale, microbienne et animale ont été étudiées.
I1.1.2. Définition

Les enzymes coagulantes d’origine animale sont des protéases gastriques, les plus
employés sont la présure. La présure de veau est I’agent coagulant industriel utilisé pour la

coagulation du lait en vue de la fabrication de la majorité des fromages (Alais, 1984).

Selon la fédération internationale du lait (FIL), la dénomination «Présure» est donnée
a D’extrait coagulant provenant de caillettes de jeunes ruminants abattus avant sevrage.
Elle contient en réalité deux fractions actives, I’'une, majeure, constituée par la chymosine,
I’autre, mineure, par la pepsine. Au pH du lait (6,2-6,6), la chymosine représente plus de
80 % de I’activité coagulante, la sécrétion de chymosine s’arréte au moment du sevrage
lorsque des aliments solides sont présents dans la ration alimentaire, la production de pepsine

s’accroit alors trés fortement est devient dominante (Belbeldi, 2013).

rﬂ .(.}) -
2 W
-

Figure09 : Caillette de Chevreau (Benderwich, 2009).
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& N
Figure 10 : Caillette d’agneau (Boufeldja, 2017).

I1.1.3. Les composants de la présure
I1.1.3.1. La Chymosine

Elle est sécrétée par la caillette des jeunes ruminants non sevrés. La forme inactive de
la chymosine est la prochymosine ,elle est transformée en enzyme active par un processus

autocatalytique accéléré par les ions H+ (Otani et al., 1991).

La chymosine (EC 3,4,23,4) appartient a la classe des protéase a acides aspartiques
et est utilisée pour coaguler le lait dans la production des fromages . Son mécanisme d’action
est basé sur la rupture de la liaison Phe 105- Met106 de la caséine k bovine ( Drohse et
Foltmann, 1989 ; Roseiro et al., 2003), clle cause la déstabilisation des micelles de caséine
(Daviau et al., 2000). Il en résulte la coagulation du lait et la formation d’un coagulum

notamment le fromage .

I1.1.3.2. La pepsine

La pepsine est le constituant mineur de la présure dont la sécrétion gastrique ne devient
prépondérante qu’aprés sevrage (Ramet, 1997). A 1’oppos¢ de la chymosine, la pepsine
possede une activité protéolytique élevée et une faible activité coagulante. D’apres (Broome et
Hickey, 1990), 20% seulement de 1’activité coagulante est assurée par la pepsine dans la

fabrication fromagere (Cheddar, Emmental,...).

=
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La pepsine bovine est un des constituants mineurs normaux de la présure, (Alais, 1974
; Fox, 1969 ; cité par Ernstrom, 1983). Elle est extraite des caillettes de bovidés

adultes, et son poids moléculaire est de 33400 Da.

L'activité coagulante de la pepsine bovine n'est pas aussi dépendante du pH que celle de

la pepsine porcine, et peut coaguler le lait a des pH supérieurs a 6.9. (Ramet, 1997).

La pepsine de poulet est extraite du pro ventricule ou ventricule succenturié qui est un
renflement fusiforme de 3 cm de long en moyenne, situé¢ au-dessus du gésier, il est
revétu d'un épithélium de cellules cylindriques.

Le pepsinogene du poulet est composé de 387 résidus d'acides aminés avec un poids
moléculaire de 43000 Da. La pepsine est composée de 308 résidus d’acides aminés et
un poids moléculaire de 35000 Da (Bohak, 1969).

Le pH optimum de la pepsine du poulet est de 2.8. L’enzyme reste stable a pH 8, et
devient inactive a pH 8,5 (Bohak, 1969).

Les travaux de (Green et al., 1984), ont montré¢ que le Cheddar préparé par un mélange
de pepsine de poulet et de pepsine porcine était similaire a celui préparé par de la
présure. (Gordin et Rosenthal, 1978) ont utilisé la pepsine de poulet pour la fabrication
de 'emmental et un autre fromage traditionnel de type Kashkaval, qui sont des fromages
a pate molle ; ils ont obtenu de meilleurs résultats et des fromages de qualité comparable

a celles obtenues par la présure.

r pmvutricll]

Figure 11 : Complexe stomacal du poulet (Bohak, 1969).
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« La pepsine porcine, I’extraction et I’utilisation de la pepsine porcine ont débuté durant
la premicre guerre mondiale pour pallier une pénurie de la présure, mais elle n'a été
réellement industrialisée qu'a partir des années 60. Elle est extraite de I'estomac de porcs
sous forme inactive, puis activée par acidification a pH 2. Son poids moléculaire est de
34500 Da (Ernstrom, 1983). L’emploi de la pepsine porcine présente pour la
coagulation du lait des difficultés, a cause d'une activité protéolytique supérieure a celle
de la présure, avec présence d'arriére-got et d'amertume pour certains fromages (Brulé

et Lenoir, 1997).

I1.1.4. Hakka
I1.1.4.1. Définition
Il s’agit d’une préparation artisanale qui sert a coaguler le lait pour fabriquer un

fromage traditionnel.

I1.1.4.2. Origine

Les nomades qui existent toujours dans le grand sud de 1’Algérie transportent avec
eux des troupeaux de moutons pendant leurs déplacements. Ces nomades se nourrissent du
lait des brebis et des chévres, et du fromage qu’ils produisent sur place en utilisant
«Hakka »,une présure artisanale qu’ils fabriquent eux méme a partir de I’estomac de 1I’agneau
ou du chevreau , et qui sert a coaguler le lait. Aujourd’hui cette pratique est rentrée méme

dans les maisons des régions rurales.

I1.2. Coagulants d’origine végétale

Les protéases d’origine végétale sont trés nombreuses. C’est des préparations
coagulantes provenant du régne végétal, elles sont extraites a partir de divers organes de plantes
supérieures. Parmi les especes, on peut citer le gaillet, l'artichaut, le chardon qui ont été et (ou)
sont encore utilisés dans des fabrications de fromages fermiers, en particulier dans 1'ouest du

bassin Méditerranéen (Espagne, Portugal, Algérie, Tunisie, Maroc...).

D'autres extraits coagulants ont été obtenus a partir de plantes tropicales, les plus connus
sont la papaine extraite d'une plante équatoriale et tropicale (Carica papaya), la broméline
extraite de l'ananas (4dnanas comosus), la ficine issue de la figue (Ficus glabrata), la fleur

d’artichaux et la fleur du chardon.
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Ces diverses préparations végétales ont donné des résultats assez décevants en
fromagerie car elles possédent le plus souvent une activité protéolytique tres élevée qui se
traduit par l'apparition des inconvénients technologiques majeurs. L'activité coagulante est
d'autre part tres variable car elle est fortement influencée par 1'état de maturité de la plante et
par les conditions de collecte et de stockage. De ce fait, I'emploi de ces protéases coagulantes

est toujours resté limité aux aires locales de production (Veisseyre, 1979).

» La papaine : La papaine extraite du latex de Carioca papaya, est caractérisée par une
activité coagulante assez forte, mais également un fort pouvoir protéolytique (Ernstrom et

Wongt, 1983 ; Cuvelier, 1993).

» La ficine : est une sulthydryl enzyme, extraite du latex de Ficus genus ou Ficus carica.
Comme la papaine, elle a un pouvoir coagulant important mais son utilisation est limitée
par son fort pouvoir protéolytique.

» Labroméline : est une enzyme extraite de I'ananas (Ananas comosus), elle a été considérée
comme substituant possible de la chymosine. Les travaux de (Murachi, 1970) cité par
(Ernstrom, 1983), ont prouvé qu'elle a un pouvoir protéolytique défavorable au rendement
et a la qualité organoleptique dans 1'industrie fromagere.

» Le chardon : (Cynara cardunculus L) pousse sur les sols argileux dans des endroits
pierreux. Il est utilisé pour coaguler principalement le lait de brebis. Son utilisation dans le
lait de vache provoque une modification de texture et de gouts (plus acide et amer) des
produits laitiers du fait de son activité protéolytique élevée (Chazarra et al., 2007); (Jacob
et al., 2011).

» L’artichaut : (Cynara scolymus L) posséde les mémes propriétés coagulantes que le
chardon dont leur activité coagulante résulte de la présence des protéinases aspartiques a
caractere acide qui rompre la liaison phénylalanine105-méthionine106 de la caséine-k. Ces
protéinases appelées cardosine A et cardosine B possédent des caractéristiques et des

activités similaires a la chymosine et la pepsine (Silva et al., 2003).
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Cardon Artichaut Artichaut Figuier

Figure 12 : Les especes végétales utilisées pour la coagulation du lait (Lahssaoui,
2009).

I1.3.Coagulants d’origine microbienne

L’industrie de fermentation s’est intéressée a la production de protéases susceptibles de
remplacer efficacement et a moindre colit la présure, a partir de la culture de microorganismes.
Dans ce but, de multiples espéces de bactérie et de champignons inférieurs ont été étudiées afin

de pallier a la pénurie mondiale en présure (Dalgleish, 1997).

On distingue deux catégories de protéases microbiennes : les succédans d’origine

bactérienne et les succédans d’origine fongique.

+ Les enzymes d’origine bactérienne, ce sont surtout les souches du genre Bacillus. Leur
aptitude a la coagulation est meilleure que celle d’origine végétale et moins bonne
que celle des enzymes produites par les moisissures. Les caillés obtenus manquent
de cohésion du fait d’une trop forte activité protéolytique par comparaison a la présure

animale (Alais, 1984).

X/
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Les enzymes d’origine fongique, contrairement a celles d’origine bactérienne, elles
ont donné des résultats meilleurs, souvent comparables a ceux obtenus avec la
présure, les préparations commerciales employées actuellement proviennent de trois
genres de moisissures, Cryphonecteria parasitica , Rhisomucor pusillus et Rhisomucor

Miehei (ROA et al., 1999 ).
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Tableau 03 : Origine des différentes enzymes utilisées pour coaguler le lait (Mietton,

1991).
Origine Enzyme
Animale Ruminant : Chymosine +Pepsine
-Veau
-Chevreau
-Agneau
-Bovin adulte
Porc Pepsine porcine
poulet Pepsine aviare
Végétale Figuier Ficine
Chardon+artichaut | Cardosine A et B
Ananas (tige) Bromeline
microbienne Moisissure :

-Mucor mehel
-Mucur pusillus
-Aspergillus niger
Levures :
-Kiuywromyes
lactis

Bactérie :
-Echerichia .coli

-Bacillus subtilis

Protéase de Mm, Mp, Cp

Chymosine « génétique »

Chymosine « génétique »

Chymosine « génétique »
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I11.1. Définition

Les bactéries lactiques (LAB) sont des coques ou des batonnets, Gram positif,
immobiles, non sporulées, catalase négative et généralement nitrate réductase négative. Elles
sont aéro-anaérobies facultatives ou micro-aérophiles. En présence d’oxygene, elles sont
incapables de phosphorylation oxydatives car elles ne peuvent pas synthétiser les cytochromes
et les enzymes a noyau heme. Elles sont capables de croitre dans un interval de températures
allant de 5 °C a 45 °C. Le pH optimal de croissance varie de 5,0 a 9,0 mais elles tolérent les
milieux acides a pH 3,2 et alcalins a pH 9,6 (Caplice et Fitzgerald, 1999) ; (Van de Guchte
et al., 2002). Les LAB ont des besoins complexes en facteurs de croissance, acides aminés,
peptides, bases puriques et pyrimidiques, la vitamine B et les acides gras. C’est la raison qui

explique leur abondance dans le lait (Larpent, 1989 ; Novel, 1993).
I11.2. Habitat

Les LAB sont trés répandues dans la nature, elles peuvent coloniser des milieux trés
différents du point de vue physico-chimique et biologique. Dans certains écosystémes comme
le lait elles sont dominantes, dans d'autres elles sont minoritaires. Leurs grandes exigences
nutritionnelles les associent a des environnements naturels particulierement riches en
nutriments : plantes, animaux, produits laitiers et carnés. Grace a des phénomenes de synergie
ou de coopération, différentes espéces de LAB sont trés souvent associées dans un habitat donné

(Marshall, 1987).
IT1.3. Principaux genres des bactéries lactiques
II1.3.1. Lactococcus

Lactococcus est représenté par six espeéces (Lc. garviae, Lc. lactis, Lc. piscium,
Le.plantarum, Lc. raffinolacti et Lc. xylosus), trois sous-especes (Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis
ssp.cremoris et Lc. lactis ssp. hordniae) et un biovar (Lc. lacti ssp. lactis biovar diacetylactis)

(Raynaud, 2006).

Ces especes présentent un métabolisme homolactique et sont mésophiles puisque leur

température optimale de croissance est aux alentours de 30°C (Casalta et Montel, 2008).

Les souches de Lactococcus lactis sont fréquemment utilisées dans la fabrication de
produits laitiers et ont pour intérét une acidification et une génération de saveurs et d’ardmes.
En fermentant le lait, elles donnent ainsi au produit fini des caractéristiques organoleptiques

particulieres et permettent une conservation plus longue (Drouault et al., 1999).

19



Chapitre 111 : Les bactéries Lactiques

Figure 13 : Lactococcus (Khater et Ghefar, 2017).

111.3.2.Lactobacillus

Ils sont parmi les genres les plus utilisés en agroalimentaire et la nutrition humaine. Ces
bactéries ont de formes bacillaires et ont tendance a former des chainettes. Ce sont des bactéries
anaérobies facultatives ou parfois micro aérophiles. Elles fermentent le sucre donnant de 1’acide

lactique comme seul produit de fermentation (Qucherif et Sellama, 2015).

Les lactobacillus se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire
homofermentaires stricts, hétérofermentaires facultatifs et hétérofermentaires stricts (Tormo,

2010).

> Les homofermentaires stricts : produisent exclusivement de ’acide lactique a partir
du glucose. Ce groupe est constitu¢ d’environ 25 espéces, la plupart thermophiles dont
Lb. delbrueckii, Lb. acidophiluset Lb. Helveticus (Bouadjaib, 2013).

» Les hétérofermentaires facultatifs : sont capables d’utiliser la voie hétérofermentaire
dans certaines conditions comme une concentration en glucose limitant. Il est constitué
d’une vingtaine d’especes dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum,
majoritairement mésophiles (Rezgui et Zoghlami, 2014).

> Les hétérofermentaires stricts : ils fermentent les hexoses en acide lactique, en acide
acétique ou en éthanol et CO2. Ils dégradent les pentoses en acide acétique et en acide
lactique. Ces bactéries produisant lors de la fermentation du glucose et du gluconate en

plus du CO2. (Streit, 2008).
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Figure 14 : Lactobacillus (Djouhri et Madani, 2015).

I11.3.3. Streptococcus

Le genre Streptococcus comprend essentiellement des espeéces d’origine humaine ou
animale dont certaines sont pathogénes comme S.pyogenes et S.agalactiae . D’autre sont
impliquées dans la formation de la plaque dentaire (S.mutans). Ces especes étant rarement
rencontrées dans les aliments. Streptococcus thermophilus est la seule espéce de streptocoque
qui soit utilisée en technologie alimentaire, Streptococcus thermophilus se différencie par son

habitat : lait et les produits laitiers et son caractére non pathogéne (Hamiroune et al., 2014).

Figure 15 : Streptococcus (Khater et Ghefar, 2017).
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111.3.4.Leuconostocs

Ce sont des coques lenticulaires en paires ou en chainettes, mésophiles, qui possédent
un caractere hétéro fermentaire marqué, avec production d’acide lactique, de CO2 et de

I’éthanol.

Elles sont classées en quatre especes : Ln mesenteroides, Ln paramesenteroides, Ln

lactis et Ln oenos, (Gonzalez, 2007).

Elles sont responsables de contaminations et d’altérations de divers produits tels que les
boissons acides et sucrés. Elles sont utiles dans certains fromages car elles facilitent leur

ouverture par la production du CO2 (Kihel, 1996).

Figure 16 : Leuconostoc (Djouhri et Madani, 2015).

111.3.5 Entérococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux, qui sont des commensaux de I’intestin. Les
especes rencontrées dans I’alimentation sont essentiellement Entérococcus faecalis et les

especes proches. Ils ont un métabolisme homofermentaires (Ziani et Gattout, 2008).

Les entérocoques jouent un role dans le développement des caractéristiques sensorielles
des fromages. Certaines souches sont d’ailleurs utilisées comme levains lactiques (Tormo,

2010).
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Figure 17 : Enterococcus (httt:/fr.wikipedia.org/wiki/Enterococcus).

I11.4. Intérét des bactéries lactiques

Les LAB jouent un role important dans 1’industrie alimentaire ou dans le domaine

thérapeutique.
111.4.1. Dans ’industrie alimentaire

Les LAB sont largement utilisées dans I’industrie alimentaire, en tant qu’agents
protecteurs dans les procédés de fermentations afin de répondre aux exigences croissantes des
consommateurs en produits alimentaires (Ababsa, 2012). Elles jouent un réle important dans
la fermentation et la conservation des aliments, que ce soit en tant que microflore naturelle ou
comme cultures ajoutées sous des conditions controlées (Mechai, 2009). Elles contribuent a la
texture, a la saveur des aliments et a la production des composés aromatiques. Elles fermentent
les glucides en acide lactique d’ou une diminution du pH favorable a la bio conservation des
denrées alimentaires (Tabak et Bensoltan, 2011). Les LAB sont connues par leur capacité a

inhiber dans ’aliment les bactéries pathogenes et de détérioration (Achemchem et al., 2004).
I11.4.2.Dans le domaine thérapeutique

Les LAB apportent des bénéfices a 1’hdte en conférant une balance de la microflore
intestinale, et en jouant également un role important dans la maturation du systéme immunitaire.
Elles sont capables de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité

protéolytique (Ababsa, 2012).
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Article 1 : Biodiversité des bactéries lactiques dans le fromage blanc

marocain (Jben).

(Ouadghiri et al., 2005)

Le fromage blanc marocain est un produit laitier traditionnel connu et trés apprécié des
consommateurs depuis des siecles. Il est largement fabriqué et consommé au Maroc, notamment

pendant le mois du jeline au « Ramadan ».

De nos jours, le Jben est également préparé a partir du lait pasteurisé. Les
caractéristiques finales d'un Jben typique sont variables et affectées par la préparation du
fromage. Sa production n'est pas conforme aux normes d'hygieéne officielles et autres normes

réglementaires et suit des circuits de commercialisation informels.

La microflore du Jben est dominée par les LAB présentes dans une gamme d'au moins

1032107 cfu/g.

L’objectif de ce travail était d’étudier la diversité des LAB dans les fromages a pate
molle marocains traditionnellement produits dans huit régions différentes. Pour I'identification,
la galerie API S0CHL, SDS-PAGE de protéines de cellules enti¢res et rep-PCR utilisant

I’amorce (GTGQG) 5, ont été utilisées.

1. Isolement du LAB et conditions de culture

Le fromage blanc a pate molle traditionnel a été prélevé dans huit régions différentes du

Maroc (tableau 1).

Les échantillons ont été stockés au réfrigérateur jusqu'a leur arrivée au laboratoire pour
les analyser. Des dilutions au dixieéme ont été étalées sur la gélose Man-Rogosa-Sharpe (MRS)
supplémentée en acide sorbique et incubées dans les conditions suivantes : (1) microaérophile

a37°Cet(2)aérobie a 30 °C.

Au total, 164 souches des LAB a Gram positif, catalase négative et oxydase négative
ont été isolées. Toutes les souches ont été¢ conservées sous forme de stocks congelés a -80 © C

dans un bouillon MRS supplémenté avec 15% de glycérol.
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2. Souches de référence

Les souches de référence utilisées pour l'identification des isolats LAB ont été obtenues a partir
de la BCCM/LMG Bacteria collection ( http://www.belspo.be/beem/Img.htm): Enterococcus
durans (LMG 12283, LMG 12903, LMG 10746 1); Enterococcus faecalis (LMG 7937 T, LMG
7938); Enterococcus faecium (LMG 8147); Lactobacillus brevis (LMG 11434); Lactobacillus
plantarum (LMG 6907 T;LMG 18021); Lactobacillus rhamnosus (LMG 6400 7); Lactobacillus
saké subsp. carnosus (LMG 17302") ; Lactococcus lactissubsp. lactis (LMG 9441 ; LMG

7930) ; Lactococcus lactis subsp. cremoris (LMG 6897") ; Leuconostoc mesenteroides subsp

cremoris (LMG 69097) ; Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum (LMG 6908 1).

3. Identification biochimique et phénotypique des LAB

Tous les isolats de LAB ont été identifiés par SDS-PAGE de protéines des cellules

entiéres. Des conditions de culture et des procédures d'extraction standardisées ont été utilisées.

La préparation d'extrait de cellules entiéres a été réalisée selon la méthode décrite pour
les bactéries Gram positives (Pot et Janssens, 1993). La séparation des extraits protéiques par

SDS-PAGE a été réalisée comme décrit précédemment (Temmerman et al., 2003).

Les modeles de protéines numériques ont été normalisés a l'aide du progiciel
GelCompar II. Les isolats ont été identifiés par comparaison de leurs profils avec ceux de la

base de données interne disponible 8 BCCM / LMG Bacteria Collection.

Trente-quatre isolats de LAB ont en outre été identifiés par des bandelettes API 50 CH
avec du milieu API 50 CHL. Les tests ont été entrepris en suivant les instructions du fabricant
et les résultats ont été lus apres deux jours d'incubation a 30 © C. L'identification employait le

progiciel API LAB fourni par le fabricant.

4. Empreinte génomique rep-PCR

La rep-PCR a été appliquée aux 164 souches. L'ADN total a été extrait (Versalovic et
al., 1994),L'amorce utilisée était la (GTG) 5, (5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3 ") (Gevers,
2001). Les amplifications par PCR ont été effectuées avec un thermocycleur a ADN Gene

Amp R PCR System 2700.
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Les produits de PCR ont ¢été séparés dans un gel d'agarose a 1,5% (15 cm sur 20 cm)

pendant 16 h a une tension constante de 2 V cm “'dans 1X Tris Acétate EDTA (TAE)a4 ° C.

Les profils de rep-PCR ont été visualisés apres coloration au bromure d'éthidium sous
lumiére ultraviolette, suivi d'une capture d'image numérique a l'aide d'une caméra CCD 570

LTV.

Les empreintes digitales résultantes ont été analysées par le progiciel GelCompar I1.
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Article 2 : Caractérisation et identification des bactéries lactiques isolées du

fromage traditionnel (Klila) préparé a partir du lait de vache.

(Guetouache et Guessas, 2015)

Différents types de produits laitiers fermentés existent dans le monde. Leur nature
dépend du type de lait utilis¢, du prétraitement, des conditions de fermentation et du traitement

ultérieur. La fermentation du lait fait principalement intervenir des LAB.

Parmi ceux-ci, le Klila est un fromage de variété a pate dure fabriqué en utilisant les

procédures traditionnelles a la maison, sans utiliser de culture starter.

Pendant de nombreux siécles, les LAB ont servi a fournir une forme efficace de
conservation naturelle. En outre, elles déterminent fortement la saveur, la texture et, souvent,

la valeur nutritionnelle des produits alimentaires et des aliments pour animaux.

L’objectif de ce travail avait pour but d'isoler et de déterminer la taxonomie d'un grand
nombre de LAB provenant d’un produit laitier traditionnel Klila préparé a partir du lait de vache
et la caractérisation de différents groupes de microbiote, et de bactéries productrices de

substances antimicrobiens en utilisant des méthodes classiques.
1. Collecte des échantillons

Les divers échantillons de fromage traditionnel Klila étudiés ont été collectés dans la
zone rurale de la province de Djelfa. Ils ont été transportés au laboratoire sous réfrigération a
4°C et analysés immédiatement. La préparation de 1'échantillon a été réalisée en dissolvant 5 g
de Klila dans 25 ml d'eau distillée a pH neutre. La mesure du pH des échantillons a été effectué¢e
par un pH-metre avec une électrode combinée de type Orion Research et préalablement

¢talonnée avec des solutions tampons a pH 4 et 7.

10 ml d'échantillon ont été transférés dans un petit bécher et 5 gouttes de phénolphtaléine
a 1% ont été ajoutées a l'indicateur. L'échantillon a été titré avec 0,1 N de NaOH. L'échantillon

doit étre a peine rose (Rhiat et al., 2013).
2. Analyse microbiologique

L'analyse microbiologique a été réalisée pour la recherche dans le fromage Klila de :
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>

la flore mésophile aérobie totale (FAMT) dénombrée sur gélose PCA (plate count agar),
incubée pendant 24 h a 30°C.

Les coliformes totaux sur gélose au citrate de désoxycolate (DCL) incubée pendant 24
h a 37°C pour les coliformes totaux et a 44°C pour les coliformes fécaux.

Les streptocoques fécaux ont ét¢ dénombrés sur azide de sodium apres incubation
pendant 48 h a 37°C.

Les staphylocoques ont été dénombrés sur milieu de Chapman contenant une forte
concentration de NaCl (75%) tolérée uniquement par les staphylocoques avec une
incubation a 37°C pendant 24 a 48 h (Labioui et al., 2009) ; (Bouzaid et al., 2012),
Pour les Salmonella, un pré-enrichissement sur milieu sélénite-cystéine a été prévu
pendant 12 h a 37°C, suivi d'un enrichissement sur bouillon de tétrathionate pendant 24
h a 37°C, puis le dénombrement et l'isolement ont été effectués sur milieu SS
(Salmonella-Shigella) aprés 24 h d'incubation a 37°C.

Les sulfito-réducteurs-clostridies ont ét¢ comptés dans le milieu de culture renforcé
Clostridium agar en tubes pour favoriser les conditions anaérobies, avec traitement
thermique pendant 10 min a 80°C pour activer les spores de clostridies : elles peuvent
persister sous une forme latente dans le lait, germer dés que les conditions sont
favorables et sécréter des substances toxiques. Les tubes sont incubés pendant 48 h a

37°C, Seules les colonies noires sont comptées.

L'analyse microbiologique est réalisée en trois étapes :

a-
b-

C-

Préparation des dilutions.
Ensemencement dans le milieu de culture.

Dénombrement des microorganismes.

Le dénombrement des LAB qui sont responsables de la fermentation et de l'acidification du lait

a été effectué sur gélose MRS (De Man et al., 1960) et incubé pendant 48 h a 30°C.

Le dénombrement des levures et des moisissures a été effectué sur gélose dextrose de pomme

de terre (PDA), acidifiée avec de l'acide tartrique a 10% jusqu'a pH 3,5 et incubée a 30°C

pendant 3 a 5 jours.
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3.Etude des microflores lactiques
3.1. Isolement et purification des bactéries lactiques

Chaque échantillon de 25 g a été pesé de maniere aseptique et homogénéisé en ajoutant
225 ml de solution saline physiologique pour la premiére dilution (10!). Les dilutions suivantes

(1022 107) ont été effectuées dans une solution saline stérile a 0,85%.

Pour 1'isolement des LAB, 1 ml des dilutions appropriées a été étalé sur un milieu agar
MRS et M17. Les plaques ont été incubées a 30 et 45°C pendant 72 heures dans des conditions
acrobies et ana€robies. D'autres dilutions décimales ont été préparées a partir de ce mélange

homogéneisé (Kivang et al., 2011) ; (Terzic et al., 2014).

Les 0,1 ml de chaque dilution ont ensuite été mis en sous-culture, en double, dans les
géloses M17 et MRS utilisées pour isoler les LAB. Afin d'empécher la croissance des levures,
les milieux ont ensuite été¢ supplémentés avec 100 mg/1 de cycloheximide avant d'étre incubés

aux températures appropriées pendant 2 a 3 jours.

Les géloses MRS ont été incubées en anaérobiose a 42, 35 et 30°C pendant trois jours,
afin d'obtenir une température optimale pour la croissance des lactobacilles thermophiles, des

lactobacilles mésophiles et des Leuconostoc.

Les plaques de gélose M17 ont également été incubées en aérobiose a 30°C pendant 2

jours, afin d'établir une température optimale pour la croissance des lactocoques.

Pour effectuer le comptage des germes totaux, les dilutions les plus élevées ont été
utilisées (Azhari, 2011). Les colonies ont été sélectionnées au hasard et I'étalement en stries a
ensuite été utilisé pour purifier les isolats qui ont ensuite ét¢ conservés dans deux conditions
différentes, notamment a 4°C pour les plaques MRS et M17 et a -20°C pour les bouillons M17
et MRS complétés par 20% de glycérol pour une utilisation ultérieure (Mathara et al., 2004).

Tous les isolats ont été examinés pour la réaction de Gram, la production de catalase et
l'activité d'oxydase. Les isolats Gram-positifs et catalase et oxydase-négatifs ont €té conserveés
pour des analyses ultérieures. La purification des isolats a été effectuée par la technique de
I'é¢talement répété en utilisant le méme milieu gélosé jusqu'a 1'obtention de cultures pures. Ces
cultures ont été transférées et maintenues sur des plaques de gélose de MRS. Des tubes en
double des isolats ont été préparés, un tube a été stocké au réfrigérateur comme culture mere,

et l'autre tube a été utilisé pour les études d'identification (Neti et Erlinda, 2011).
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3.2. Identification des isolats de bactéries lactiques

Les isolats ont été identifiés a 'aide des tests suivants : production d'ammoniac a partir
d'arginine, production de CO2 a partir de glucose, et croissance a différentes températures (10,
15, 30, 37 et 45°C), croissance a différentes valeurs de pH, et croissance a différentes

concentrations de NaCl (Schillinger et Lucke, 1989).

Chaque souche examinée a été mise en culture deux fois pendant toute une nuit dans un
bouillon MRS. Toutes les souches ont été initialement testées pour la réaction de Gram, la

production de catalase et la formation de spores (Harrigan et McCance, 1976).

La morphologie cellulaire et les caractéristiques des colonies sur gélose MRS ont

également été examinées, et une séparation en groupes phénotypiques a été faite :

- Seuls les isolats Gram-positifs et catalase-négatifs ont été identifiés.

- La croissance a différentes températures a été¢ observée dans le bouillon MRS aprés
incubation pendant 5 jours a 15, 37 et 45°C.

- L'hydrolyse de l'arginine a été testée dans M16BPC (Thomas, 1973).

- Une croissance en présence de 4 et 6,5% de NaCl a été réalisée dans le bouillon MRS
pendant 5 jours.

- L'utilisation du citrate a été réalisée dans le milieu de Kempler et Mc Kay (1980).

- La production d'acétone a partir du glucose a été¢ déterminée par le test de Voges-

Proskauer (Samelis et al., 1994).

Pour réaliser les tests biochimiques, un milieu de bouillon MRS-BCP (BCP 0,17 g/l) a
¢été utilisé. La source de carbone a ¢été ajoutée au milieu de base stérile sous forme de solution
stérilisée par filtration a une concentration finale de 1%. L'utilisation des hydrates de carbone a

été évaluée a la 24éme et a la 48éme heure.

Toutes les souches ont été testées pour la fermentation des 15 sucres suivants : L-
Arabinose, ribose, D-xylose, mannitol, sorbitol, cellobiose, maltose, lactose, mélibiose,
tréhalose, mannose, rhamnose, esculine, saccharose et D-raffinose. Pour assurer des conditions
anaérobies, deux gouttes de paraffine liquide stérile ont été placées dans chaque tube apres

inoculation.
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3.3. Cinétique de la production d'acide lactique en fonction du pH et de I'acidité

Les souches ont été initialement cultivées sur bouillon MRS puis dans du lait écrémé
reconstitué stérile complété par de I' extrait de levure (0,3%) et du glucose (0,2%) pour deux

sous-cultures successives.

Du lait écrémé reconstitué stérile (100 ml) a été inoculé avec 1% d'une préculture de 18
heures (Durlu et al., 2001). Apres une agitation douce, la culture a été divisée en tubes (10

ml/tube) et incubée a 30°C.

A un intervalle régulier, des échantillons ont été prélevés aseptiquement toutes les 2 h.
Un volume de 1 ml d'échantillons de culture a été utilis€¢ pour faire des dilutions en série

appropriées jusqu'a 10" en incorporant 1 ml dans 9 ml d'eau saline stérile dans des tubes stériles.

Le dénombrement des LAB a été déterminé en utilisant un milieu sélectif, la gélose
MRS. Les plaques ont été incubées a 30°C pendant 48 h. Apres incubation, les colonies ont été
dénombrées et enregistrées en unités formatrices de colonies (cfu/ml). Seules les plaques
contenant entre 30 et 300 colonies ont été retenues (Khedid et al., 2009). Le temps de
génération et le taux de croissance ont été calculés dans la phase de croissance exponentielle.
La cinétique des changements de pH et d'acidité a également été suivie en mesurant le pH et

'acidité Dornic.

Pour mesurer 1'acidité Dornic, 5 gouttes ont été ajoutées de solution alcoolique de
phénolphtaléine a 1% comme indicateur coloré a 10 ml d'échantillons de culture. L'hydroxyde
de sodium N/9 (NaOH) a été titré jusqu'a ce que I'échantillon change de couleur du blanc au
rose clair. Le volume de NaOH coulé a été enregistré. L'acidité a été exprimée en degrés Dornic
(°D) (1°D = 0,1 g d'acide lactique/litre et acidité¢ = volume de NaOH x 10) (Va'zquez et al.,
2013). L'acidité titrable de I'acide lactique a été calculée selon la (FAO, 1986).

3.4. Dépistage de I'activité antagoniste

Les multiples méthodes qui ont été décrites pour la détection d'isolats d'acide lactique
producteurs de bactériocine reposent sur le principe que ces substances protéiques peuvent
diffuser dans un milieu de culture solide ou semi-solide qui a été préalablement inoculé avec
une souche cible (Staphylococcus aureus ATCC 65 38). L’inhibition par production de
bactériocine est détectée par la capacité du filtrat a ralentir ou arréter la croissance de la souche

cible.
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Les isolats de LAB apres culture sur milieu MRS a pH 6,8 et incubation a 30°C ont été
testés pour leur activité antibactérienne suivant la méthode de diffusion agar TSA (Tryptic Soy
Agar) (Barefoot et Klaenhammer, 1983). Le surnageant contenant 1'extrait brut est récupéré
par centrifugation ajustée a un pH neutre de 6,5 a 7 avec du NaOH 1N neutralisant l'extrait
bactériocinique qui élimine I'effet des acides organiques. L'extrait a ensuite été filtré sur des
filtres millipore stériles de 0,22 p de diametre. L'activité antimicrobienne a été établie pour

chaque isolat de Lactobacillus sélectionné.

Des boites de Pétri ont été recouvertes de 15 ml d'agar fondu (1%), ensemencées avec
30 pl d'une culture d'une nuit comme indicatrice dans lesquelles des puits ont été formés. Les
puits, d'un diameétre de 2 mm et d'une capacité de 30 pl, ont été obtenus en creusant la gélose a
l'aide d'un foret a bouchon. Ensuite, 30 ul d'une culture d'une nuit de la souche inhibitrice ont
été déposés dans chaque puits. Les plaques ont ensuite été incubées en aérobiose pendant 24
heures a une température favorable a la croissance du microorganisme indicateur et ont ensuite

¢été examinées pour détecter les zones d'inhibitions.

L'inhibition a été enregistrée comme négative si aucune zone n'a été observée autour du
puits de gélose. Chaque activité antagoniste a été rapportée a 2 mm de la zone d'inhibition

observée (Mathur et Singh, 2005).
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Article 3 : Fabrication et caractéristiques du fromage Bouhezza traditionnel

algérien affiné.

(Aissaoui Zitoun et al., 2011)

Plusieurs fromages traditionnels existent dans les pays méditerranéens depuis la plus
haute antiquité. Beaucoup d'entre eux ne sont produits que dans des zones géographiques

restreintes et sont consommeés localement.

Environ 10 types de fromages traditionnels sont produits dans différentes régions
d'Algérie, mais les plus connus sont le Klila et le Jben 1. Parmi les moins connus, on trouve le
Bouhezza, la Mechouna et la Madeghissa dans l'est de 1'Algérie (région de Chaouia), le
Takammerite et les Aoules dans le sud ou les Igounanes dans le moyen nord (région de

Kabylie).

Le Bouhezza semble étre le seul fromage traditionnel affiné. Les villageois produisent
le fromage Bouhezza a partir de lait cru. Selon le cheptel des familles, on peut utiliser du lait

de chévre, de brebis et/ou de vache.

La particularit¢ de son procédé est la réalisation simultanée des opérations de
coagulation spontanée, de salage, d'égouttage et d'affinage dans un sac en peau d'animal naturel

et perméable.

L'objectif de ce travail était de décrire sa fabrication fromagere particuliére et de montrer

les caractéristiques physico-chimiques, microbiologiques et sensorielles qui en résultent.

L'é¢tude du diagramme et les différentes analyses permettront d'établir la fiche technique
du fromage Bouhezza telle que proposée par la FAO pour plusieurs fromages dans les pays en

voie de développement (FAO, 1990)
1. Matiére premiére :

Le lait cru de vache a été fournis par une ferme ayant un méme troupeau de vache
pendant toute la période de fabrication. Le Lben traditionnel a été obtenu par barattage et

écrémage partiel du lait spontanément fermenté.

Pour la préparation de la "Chekoua" et le salage du caillé, du sel iodé a été utilisé

(ENASEL, Algérie). Du piment rouge en poudre a été ajouté pour épicer le fromage.

(98]
(9]
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2. Schéma de fabrication du fromage

Le schéma traditionnel de fabrication du fromage Bouhezza est illustré dans la figure
18.Les sacs de peau utilisés pour la fabrication ont été obtenus selon un schéma traditionnel.
Trois peaux de chévre ont été récupérées et laissées jusqu'a putréfaction pour enlever la toison.
Elles ont ensuite été lavées et raclées pour éliminer les résidus de viande ou de graisse et enrobés
de sel et de poudre de baies du Genévrier (8 jours a température ambiante). Les sacs de
contention ont été obtenus apres avoir fait la face externe a l'intérieur et cousu les extrémités
postérieures. Apres lavage et avant de recevoir la matiere caillée pour le début de la fabrication
du fromage, chaque Chekoua d'une capacité d'environ 10 I a été laissée pendant une nuit en

contact de 2 I de Lben. Ce Lben était jeté et la fabrication du fromage pouvait commencer.

Trois expériences de fabrication ont été réalisées dans le laboratoire selon le schéma

traditionnel et pendant une durée de dix semaines.

Pendant les six premiéres semaines, les trois Chekouates ont regu tous les trois jours une
quantité de 1,5 1 de Lben salé (25g de sel /1). Selon (Aissaoui et Zidoune, 2006) ce temps
permet principalement de couvrir et d'assurer les mécanismes de maturation. A la fin de
fabrication (pendant environ 1 semaine ou un peu plus) et pour ajuster les caractéristiques
organoleptiques des pates Bouhezza (sel et acidité), des ajouts de lait cru entier ont été effectués.
Dans cette étude, les ajouts de lait entier frais ont €té poursuivis jusqu'a la dixieme semaine afin

d'observer les évolutions.

Pendant la fabrication, les Chekouates ¢était suspendu dans une piéce aérée et

quotidiennement lavé et raclé sur la face externe.
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Démarrage de la fabrication avec

Lben et du sel (sel : 25 g L-1)

Egouttage spontané Ajouts répétés de Lben et de sel pendant sept
semaines

du petit-lait a travers un sac en

Peau de chévre "Chekoua".

Ajout de lait cru entier jusqu'a dix

semaines

Récupération du fromage Bouhezza et
ajout de piment rouge pour la

consommatin

Fromage Bouhezza

Figure 18 : Schéma adopté pour la fabrication traditionnelle du fromage Bouhezza dans un

sac en peau de chevre perméable "Chekoua".
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3. Echantillonnage
Les analyses ont été effectuées sur :

Du Lben (n =5), du lait de vache cru (n = 3) et des fromages Bouhezza expérimentaux

(n = 3) a différents ages d'affinage (1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 et 10 semaines d'age).

Enfin, une fraction du fromage Bouhezza récupéré apres dix semaines a été épicée en la
mélangeant avec de la poudre de piment rouge fort, comme dans la consommation

traditionnelle, pour une description sensorielle plus poussée.
4. Analyses physico-chimiques

» Lamaticre seche (MS) a été déterminée par une méthode de séchage au four a air forcé
a 100°C pendant 24 h (Afnor, 1985).
» La graisse de fromage par la méthode Van Gulik (Afnor, 1972).

A\

Le lait et la matiere grasse (MG) Lben par la méthode Gerber (Afnor, 1990).

» L'azote total (AT) et l'azote soluble (AS) a pH 4,6 par la méthode Kjeldahl (FAO,
1997) ;(Roseiro et al., 2003).

» Pour la teneur en protéines, un facteur de conversion de 6,38 a été utilisé.

» Le sel a été mesuré par la méthode de Volhard (FAO, 1997).

» La protéolyse dans le caillé a été suivie par le pourcentage de AS dans la teneur en AT
(Schlesser, et al., 1992) ; (Gorostiza, 2004).

» L'acide lactique a été mesuré apres titrage avec du NaOH (N/9).

» Le pH a été déterminé par électrométrie a 1'aide d'un pH-métre.

Toutes ces analyses ont été effectuées en double, a I'exception des analyses de la MS,

du AT et de I’AS qui ont été effectuées en triple.

Pour le Bouhezza final et selon la classification des fromages du Codex alimentarius
(FAO, 2007). L’humidité du fromage dégraiss¢ (HFD g/100 g) et la mati¢re grasse en MS
(MGMS) g/100 g) ont été calculées.

5. Analyses microbiologiques

Dix grammes de fromage, préalablement chauffé a 45°C, ont été€ prélevés aseptiquement
dans l'entaille de la Chekoua et mélangés dans 90 ml de tampon stérile de citrate trisodique a

2%, pH 7,5. Le fromage a été mélangé avec un Ultra-Turrax (1 min 9000 r min') (Guiraud,
p g g
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1998) des dilutions décimales de cette solution ont été faites en utilisant comme diluant une

solution de Ringers stérile, qui a également été utilisée pour les analyses du Lben.

Les dilutions ont été utilisées pour le dénombrement des bactéries par des méthodes
microbiologiques conventionnelles. Le dénombrement des bactéries a été effectué en double a

toutes les périodes de maturation.

» La flore aérobie mésophile a été comptée sur PCA (DIFCO) [72 h/30°C],

» les lactocoques ont été dénombrés sur la gélose M 17 (DIFCO) apreés incubation a 30°C
pendant 3 jours.

» Les lactobacilles ont ét¢ dénombrés sur la gélose de MRS (DIFCO), apres
ensemencement en double couche et incubation a 30°C pendant 3 jours.

» Les levures et les moisissures ont été¢ dénombrées sur la gélose Oxytetracycline Glucose
(DIFCO) apres incubation a 25°C pendant 5 jours.

» Les bactéries lipolytiques ont été dénombrées sur milieu Blue Victoria a 30°C pendant
72 h.

» la flore protéolytique sur agar au lait écrémé a 30°C pendant 70 h.

L'activité lipolytique se traduit par l'apparition d'un précipité bleu di aux sels d'acide gras autour

des colonies (Atlas, 2004).

L'hydrolyse protéolytique se traduit par une clarification autour des colonies, alors que le reste

du milieu reste opaque, Les colonies de ce type sont comptées.

» Les entérobactéries ont été dénombrées sur une gélose au glucose et a la bile rouge-

violet pendant 24 h a 37°C.
6. Analyses sensorielles

L'évaluation sensorielle a été réalisée pour décrire avec un test de notation les
caractéristiques du fromage obtenu par la dégustation et les observations visuelles selon
(Bérodier et al., 1997). Un panel de trente personnes non formées a évalué la texture du

fromage, son odeur, son aréme, sa saveur et la persistance du gotlt en bouche.

Dix grammes de fromage ont été¢ placés dans des verres de Pétri couverts et réchauffés

a température ambiante pendant une heure, puis présentés aux examinateurs.

Toutes les caractéristiques sensorielles ont été évaluées de 1 a 7 points sur une échelle

de points.
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7. Analyses statistique

Dans ce travail, les données ont été exprimées sous forme de moyenne + écart-type. Les
analyses statistiques ont été établies grace a StatView 5¢me version et XLSTAT 7&éme version,
test ANOVA pour la comparaison des moyennes, test de Tukey pour la comparaison des
moyennes des groupes individuels et test de corrélation de Pearson. Le niveau de signification

a été réglé a 0,05.
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Article 1 : Biodiversité des bactéries lactiques dans le fromage blanc
marocain (Jben).

(Ouadghiri et al., 2005)

Dans tous les échantillons de fromage analysés, les LAB étaient présents a des totaux
entre 10® et 10° ufc /g. Cette observation est conforme aux résultats rapportés par d'autres

auteurs (Hamama, 1997) ; (Beresford et Williams, 2004).

Tous les isolats ont été identifiés par SDS-PAGE et l'identité a été confirmée par
(GTG)s-PCR. Pour les 34 isolats identifiés par I'API 50 CHL, seuls 22 isolats (64,70%) étaient

en accord avec ceux du tableau 4.

A Casablanca et Rabat, un ¢échantillonnage plus étendu a été réalisé, donnant
respectivement 36 et 44 isolats de LAB, d’ou un spectre d'especes plus large que dans d'autres
régions. Dans le cas ou un seul échantillon de fromage a été analysé ils ont pu isoler au moins

quatre espéces de LAB différentes.

Le regroupement basé¢ sur (GTG) s-PCR, qui a fourni la valeur la plus élevée, n'a révélé

aucune corrélation avec l'origine géographique des échantillons.

Tous les résultats d'identification de la présente étude sont résumés dans le (tableau 04).
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Tableau 04 : Biodiversité des LAB dans le fromage blanc marocain

Localisation Agadir | Casablanc | Fes Marrakech | Rabat Safi Sefrou | Tetouan | Nombre Identification
a d'isolats Espéces” Genres
(nombre
d'isolats)
(%)
Nombre 1 3 1 2 6 1 2 1
d’échantillon
s
Nombre 17 36 10 18 44 15 12 12
d'isolats
ufc/g ® 2x10° 5x108 10° 7.5%10% 2x10% 7x10% 8.3x10% 3x10°
2 6 12 6 2 4 4 36 Lactobacillus Lactobacillu
plantarum (a) s (56) (34%)
8 8 Lactobacillus
rhamnosus (b)
2 2 1 1 6 Lactobacillus
paracasei (¢)
2 1 2 5 Lactobacillus
brevis (d)
1 1 Lactobacillus
buchneri (e)
11 7 16 7 1 42 Lactococcus lactococcus
lactis (f) (44) 27%)
1 1 Lactococcus
garvieae (g)
1 1 Lactococcus
raffinolactis (h)
2 5 3 2 2 2 5 1 22 Leuconostoc Leuconostoc
pseudomesentero | (44) (27%)
ides (i)
3 4 6 1 2 1 17 Leuconostoc
mesenteroides (j)
1 3 1 5 Leuconostoc
citreum (k)
2 1 2 4 9 Enterococcus Entérocoqu
durans (1) e (16) (10%)
1 2 1 4 Enterococcus
faecalis (m)
1 1 Enterococcus
faecium (n)
2 2 Enterococcus
saccharominimus
(0)
2 2 Streptococcus sp. | Streptocoqu
® e(2) (1%)
2 2 Non identifié (q) Non
identifié (2)
(1%)

Micro-organismes (CCMM) et dans (BCCM/LMG).

Toutes les souches ont été déposées dans les Collections Coordonnées Marocaines de

Dans la collection de bactéries du CCMM, les numéros suivants ont été attribués :

(a) B222— B257 ; (b) B258 — B265 ; (¢) B216 — B221 ; (d) B210 — B214 ; (e) B215;
(f) B267 —B308 ; (g) B266 ; (h) B309 ; (i) B350 — B371 ; (j) B333 — B349 ; (k) B328 —
B332 ; (I) B310 »B318 ; (m) B319 — B322 ; (n) B323 ; (0) B208 — B209 ; (p) B324 —

B325 ; (q) B326 —B327.

Les ufc/g correspondent a un nombre moyen.
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Tableau 05 : Divergences entre les résultats de I'identification par SDS-PAGE/(GTG)s-PCR

et API S0CHL

par SDS-PAGE/(GTG)s-
PCR

Résultat de l'identification Nombre d'isolats

Résultat d'identification
API 50CHL

Enterococcus durans 2 Lactococcus lactis (trés
bonne identification)
Enterococcus faecalis 1 Lactococcus lactis (faible
discrimination)
Enterococcus faecalis 1 Leuconostoc lactis
(excellente identification)
Enterococcus faecium 1 Lactococcus lactis (bonne
identification)
Lactococcus garvieae 1 Lactococcus lactis (tres
bonne identification)
Lactococcus lactis 3 Lactobacillus paracasei
(profil inacceptable)
Leuconostoc 1 Lactobacillus acidophilus
pseudomesenteroide (bonne identification)
Streptococcus spp. 2 Leuconostoc lactis (bonne

identification)

Les genres dominants isolés de Jben étaient :

- Lactobacillus (34% des isolats),
- Lactococcus (27%),

- Leuconostoc (27%),

- Enterococcus (10%). A I'exception du genre Enterococcus, des résultats similaires ont

¢té rapportespar (Perez et al., 2000).

Au niveau de l'espéce, seuls Leuconostoc pseudomesenteroides était présent dans tous les

échantillons examinés.

L'espece Lactobacillus plantarum est présente de manicre dominante dans tous les
échantillons sauf un, et contribue au développement de la saveur (Albenzio et al.,

2001) ; (Amarita et al., 2001) et a la production d'un agent antimicrobien protecteur du

fromage (Somers et al., 2001) ; (Yiu, 1985)

Ces deux dernieres especes : Lactococcus lactis et Leuconostoc mesenteroides constituent

la grande majorité des isolats (71%).
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Dans une étude précédente, il a été rapporté que la microflore dominante du Jben
comprend les espéces Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides et Lactobacillus
casei (Hamama, 1997). Une partie de cette différence peut s'expliquer par le fait que dans cette
¢tude, on a utilisé principalement des tests biochimiques et physiologiques classiques qui se
sont souvent avérés insatisfaisants pour l'identification des LAB (Perez et al., 2000), (tableau

05) .

» Les espeéces moins dominantes étaient Lactobacillus paracasei et Lactobacillus
brevis, chacun étant isolé dans aux moins trois échantillons.

» Les especes Lactobacillus rhamnosus et Lactobacillus buchneri étaient encore
moins largement réparties. La présence de Lactobacillus rhamnosus souléve des
problémes de santé car, dans certains rapports, il a été associé¢ a des syndromes
cliniques, tels que l'endocardite (Harty et al., 1993).

» Les especes Lactococcus garvieae et Lactococcus raffinolactis n'ont été trouvées
qu'une seule fois.

» 1l s'agit également de la présence de l'espece nouvellement trouvé Enterococcus

sacharominimus dans le Jben marocain (Vancanneyt et al., 2004).

Les conditions non standardisées dans le traitement du Jben aboutissent a un produit de
qualité hygiénique variable, qui peut étre un véhicule pour les agents pathogénes responsables
de maladies graves d'origine alimentaire telles que Listeria monocytogenes (Benkerroum et

al., 2000).

L'acidification due a la présence de LAB dans le fromage blanc a pate molle
n'empéchera pas le développement et la propagation de Listeria monocytogenes (Benkerroum

et al., 2000).

Selon les résultats déja décrits par (Hamama, 1997), les agents pathogenes présentant
un probléme de santé majeur, notamment Salmonella spp, Yersinia enterocolitica et Listeria
monocytogenes ont été¢ détectés dans le Jben traditionnel a des fréquences de 10%, 4,1% et
18,1%. A notre connaissance, la listériose n'a pas été associée au Jben du Maroc. Néanmoins,
l'absence d'études épidémiologiques concernant la maladie dans le pays pourrait expliquer le

manque de rapports sur les cas de listériose (Benkerroum et al., 2000).

La présence globale de Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Leuconostoc
pseudomesenteroides et Leuconostoc mesenteroides dans le fromage blanc a pate molle offre

la possibilité¢ d'une utilisation standardisée de cet ensemble d'organismes comme inoculum.
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A l'avenir, la composition microbienne des matrices alimentaires traditionnelles telles
que Jben, Smen ou Lben sera d’avantage clarifiée en utilisant des techniques moléculaires telles
que l'analyse par électrophoreése sur gel dénaturant en gradient indépendant de la culture
(DGGE) ( Ercolini, 2001) ; (Randazzo et al., 2002) . Néanmoins, l'application de méthodes
dépendant de la culture reste intéressante car elle permet 1'isolement des cultures qui peuvent
étre utilisées comme démarreurs pour améliorer les propriétés technologiques pour la

préparation du Jben.
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Article 2 : Caractérisation et identification des bactéries lactiques isolées du

fromage traditionnel Klila préparé a partir du lait de vache.

(Guetouache et Guessas, 2015)

1. Analyse physico-chimique

La valeur du pH des fromages traditionnels Klila était comprise entre 3,8 et 4,8, avec

une moyenne de 4,2.

L'acidité titrable des échantillons de Klila varie d’une valeur basse 68°D a des valeurs

élevées 91°D ; La valeur moyenne de l'acidité titrable était de 79,4°D.

Ces valeurs sont presque similaires a celles rapportées par (Rhiat et al., 2013) (Tableau

06).
2. Analyse microbiologique

- Les coliformes et les micro-organismes pathogenes, S. aureus et Salmonella n'ont pas été

détectés.

- les LAB sont de loin le groupe microbien le plus important dans les produits fromagers

traditionnels (Klila).

- L'analyse microbiologique a présenté une moyenne de FAMT d'environ 2,1x10%1,5 x10%, 2,6
x103%, 2,1 x 10° et 2,8x10° cfu/ml,dans les échantillons E2, E3, E4 et ES. En outre, les
Staphylocoques n'ont pas ét¢ détectés. Ces valeurs sont presque similaires a celles trouvées par

(Mennane et al., 2008).

- Les coliformes totaux et fécaux ont été observés dans les échantillons E3 et ES, les niveaux
de coliformes (totauxet fécaux) trouvés dans deux échantillons sont inférieurs a ceux indiqués

par (Hamama et E1 Mouktafi, 1990).

- I a été remarqué également l'absence de flore pathogéne surtout pour les produits contrdlés,
mais la charge en levures est de 1,2x102 a 1,2x102 cfu/ml qui est conforme aux normes

(Tableau 07).
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- Les LAB ont ét¢ dénombrées dans les fromages traditionnels Klila en utilisant la méthode
classique. Les taux de LAB présumées variaient de 0,3x10* 2 4,2x10* cfu/ml avec une moyenne

de 2,2x10°.

Tableau 06 : Résultats des caractéristiques physico-chimiques du fromage traditionnel (Klila).

Caractéristiques Echantillon
physico- El E2 E3 E4 E5
chimiques
PH 3.8 3.9 4.2 4.3 4.8
°D (Acidité 68 71 79 88 91
dornique)

Les valeurs de LAB trouvées dans les fromages traditionnels (Klila) étaient faibles par
rapport aux niveaux de LAB déja mentionnés dans d'autres types de produits laitiers
traditionnels comme le Jben et le lait de vache (Khedid et al., 2009 ; Labioui et al., 2009)
(Tableau 07).

3. Etude du microbiote lactique

Un ensemble de 132 isolats provenant du fromage traditionnel (Klila) étaient Gram-
positifs, catalase-négatifs, non sporulés et en forme de batonnets courts ou de cocobacilli. Ces

isolats ont été sélectionnés pour l'identification et I'analyse d'antagonisme.

Les résultats de l'identification par des tests physiologiques et biochimiques standard

(Tableau 08) ont identifi¢ les isolats comme :

18,94% d'isolats de Lactobacillus plantarum,
18,18% d'isolats de Lactobacillus casei,

21. 97% d'isolats de Lactobacillus fermentum,
12,88% d'isolats de Lactobacillus acidophilus,
14,39% d'isolats de Lactobacillus brevis,
03,03% d'isolats de Lactobacillus alimentarus,

06,06% d'isolats de Lactobacillus intestinalis,

YV V. V V V V V V

04,56% d'isolats de Lactobacillus helveticus.
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Le groupe des Lactobacilli a été reparti en trois sous-groupes selon (Orla-Jensen,
1919) et (Moreik, 2011) comme suit : L. plantarum, L. alimentarus et L. casei subsp. casei

sont des hétérofermentaires facultatifs mésophiles.

Lactobacillus helveticus, L. acidophilus, L. intestinalis et L. fermentum qui sont des

homo-fermentaires obligatoires thermophiles.
L. brevis qui est un hétérofermentaire obligatoire mésophile (Azadnia et Khan, 2009).

La caractérisation morphologique, biochimique et physiologique des isolats a démontré
que tous les isolats qui ont produit le plus d'acide lactique parmi chaque groupe sont L.

acidophilus, L. fermentum et L. plantarium.

Tous les isolats ont fermenté les mémes hydrates de carbone, (Olarte et al., 2000).
D’autres travaux ont montré que la présence de L. plantarum dans le fromage (Cameros) a partir
du lait de chévre a diminué le nombre d'entérobactéries et de coliformes fécaux dans le produit

fini (Tableau 08).
4. Cinétique d’'acidification et évolution de la croissance
- La variation de l'acidification a été suivie pour tous les isolats (Figure 19).

- La diminution du pH du lait est due a la production d'acides lactiques a partir de la

fermentation du lactose (Thomson et al., 1994).

- La quantité d'acide lactique est variable selon la capacité et la vitesse de dégradation du lactose

par les isolats Ainsi les souches ont été classées comme suit :

a- Isolats fortement acidifiants (dont GM91 et GM14) qui coagulent le lait avant 18 h
d'incubation,
b-Isolats faiblement acidifiants (souches GM33 et GM88) qui coagulent le lait aprés 18 h
d'incubation,

b- Les isolats restants qui coagulent le lait apres 18 a 24 h d'incubation.

- Le pH initial du lait écrémé était de 6,2 a 6,4 pour tous les isolats testés. Ensuite, le pH a

diminué avec le temps pour atteindre 3 a 3,4 chez les isolats fortement protéolyses.

- A propos de l'acidité, il est a noter qu'aprés 2 h d'incubation, la quantité d'acide lactique était

de 15 a 22°D pour tous nos isolats. L'acidité augmente avec le temps de fagon variable pour
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atteindre 74°D aprés 24 h avec l'isolat GM14 et jusqu'a 31°D avec l'isolat GM11. L'acidité

produite peut arriver a 63 et 74°D pour les isolats thermophiles et mésophiles.
5. Activité antibactérienne

L'activité antimicrobienne des LAB isolées des Klila a été détectée en appliquant la
méthode du test de diffusion en puits pour 1’étude de leur capacité a inhiber la croissance de

l'isolat indicateur S. aureus ATCC 65 38.
Sur la base des résultats, un total de 5 échantillons de Klila a été testé :

- Neuf bactéries LAB inhibitrices ont été isolées (tableau 09).
- Cinq de ces isolats produisant un inhibiteur ont été sélectionnés pour une étude plus

approfondie sur la base de leur spectre antimicrobien relativement large (Figure 20).

La sensibilit¢ des substances antibactériennes produites par les LAB a l'o-

chymotrypsine, la pepsine, la catalase et la lipase a été déterminée dans le tableau 10.

Les composés inhibiteurs produits par les souches inhibitrices ont présenté des profils
de sensibilité différents. Tous ont été completement inactivés par 1'a-chymotrypsine seule mais
résistante a la pepsine (isolat GM11), alors que les composés produits par les isolats GMI1 et
GM14 ont été inactivés apres un traitement avec la lipase, ce qui signifie que ces substances

peuvent avoir une partie lipidique inhibitrice dans leur composition chimique.

Les composés inhibiteurs produits par les trois isolats ont montré une grande résistance

aux traitements thermiques.

D'une autre manicre, la bactériocine s'est avérée stable en maintenant une certaine
activité antimicrobienne dans la gamme du pH de 4 a 7. Selon (Allouche et al., 2010), la
bactériocine découverte est trés sensible au pH. Sa stabilité a été détectée dans une gamme de
pH de 3,5 a 6,5. Dans cette étude, la bactériocine produite par les isolats GM91 et GM14 avait
le méme profil et était active a des valeurs de pH de 4 a 6 (Tableau 10). Dans une étude
similaire, les travaux de (Zamfir et al., 1999) ont rapporté que la bactériocine produite par L.

acidophilus développait une activité positive contre S. aureus.
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Tableau 07 : Résultats de I'analyse microbiologique (cfu/ml) des fromages traditionnels

(Klila).

Analyse
microbiologique

Echantillons

El

E2

E3 E4

ES

Levure 10?2

1.2

1.5

2.0 2.2

1.3

1.64

Germes totaux
aérobie
mésophile103

2.1

1.5

2.6 2.1

2.8

2.22

Coliformes
totaux 103

0.0

0.0

2.0 0.0

2.5

2.25

Coliformes
fécaux 103

0.0

0.0

1.2 0.0

2.5

1.85

Staphylocoques
103

0.0

0.0

0.0 0.0

0.0

0.00

Microflore
lactique 10*

2.1

3.5

0.8 4.2

0.3

2.18

Tableau 08 : Caractéristiques morphologiques et physiologiques des isolats.

Espéce

GM14

GMI1

GMe62

GM12 | GM33

GMS88

GMeé7

GM11

Gaz
provenant du
glucose

Mobilité

Hydrolyse
de:

HAD

Citrate

Croissance a
différentes
températures
°O)

15

30

45
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Croissance a
différents pH

6.5 +

9.6 -

Croissance
en présence
de NaCl
4% +
6.5 +

9.6 -

Fermentation
des sucres

Arabinose +
Cellobiose +
Mannitol -
Mannose +
Melebiose +
Raffinose +
Ribose -
Lactose +
Rhamnose -
Sorbitol -
Xylose -
Tehalose -
Maltose *
Esculine B

Sucrose
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GM12 : Lactobacillus plantarium, GM33 : Lactobacillus alimentarus, GM67 : Lactobacillus
casei subsp. casei, GM88 : Lactobacillus helveticus, GM14 : Lactobacillus acidophilus, GM11

: Lactobacillus intestinalis, GM91 : Lactobacillus fermentum, GM62 : Lactobacillus brevis.
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Figure 19 : Cinétique d’acidification en degré Dornic des différents isolats en milieu lait.

Tableau 09 : Antagonisme de Staphylococcus aureus ATCC 65 38 par des isolats de
Lactobacillus en utilisant la méthode de diffusion en gélose d'agar.

Analyse Test des isolats

statistique o T GMOT | GM62 | GMIT | GMI2 | GM67 | GM60 | GMO03 | GM46
Moyenne | 9.950 | 9.150 | 9.275 | 6.800 | 6.050 | 3.575 | 2.575 | 2.850 | 2.425
SD 0.9883 | 0.3109 | 0.2630 | 0.2380 | 0.2380 | 0.4500 | 0.4113 | 0.5066 | 0.4573
SE 0.9883 | 0.3109 | 0.2630 | 0.2380 | 0.2380 | 0.4500 | 0.4113 | 0.5066 | 0.4573

SD : Standard deviation (écart-type)

SE : Standard error (erreur-type)
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Figure 20 : Inhibition de S.aureus ATCC 65 38 par les surnageants des cinq isolats
producteurs de bactériocines en utilisant le test de diffusion en puits d'agar : 1 : GM11, 2 :

GM62,3: GMI1,4 : GM14 et 5 : GM12.

Tableau 10 : Action des enzymes protéolytiques, du pH et du traitement thermique sur l'activité
antimicrobienne des extraits bruts contre la croissance de Staphylococcus aureus ATCC 65 38.

Extraits
bruts

Enzymes

pH

Traitement
thermique

°C/20 min

o=

Chymotrypsine

lipase

pepsine

100

120

GM14

GM9I1

GMe62

GM11

+ o+ H| o+

GM12

o I I I
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Article 3 : Fabrication et caractéristiques du fromage Bouhezza traditionnel

algérien affiné.

(Aissaoui Zitoun et al., 2011)

1. Composition chimique du Bouhezza pendant la fabrication et I'affinage du fromage :

La figure 21 illustre 'évolution des caractéristiques physicochimiques étudiées au cours

de la fabrication et de l'affinage du fromage Bouhezza.

- Les teneurs en MS, maticres grasses et protéines ont augmenté dans le fromage durant les dix

semaines de fabrication (respectivement r = 0,92, 0,96 et 0,89).

- La teneur en MS a varié de 20,77 g/100 g a la premiére semaine a 35,86 g/100 g a la dixiéme

semaine.

Toutes ces augmentations sont probablement dues aux ajouts réguliers de Lben et de lait
cru et a I'écoulement continu du sérum a travers les perforations naturelles de la poche de peau
qui permet I'accumulation des composants insolubles et donc une augmentation de la masse du

fromage.

Les variations du niveau de la teneur en MG (Figure 21) ont débuté a partir de la
quatriéme semaine et augmentent principalement apres la sixiéme semaine qui correspond aux

ajouts de lait cru entier (p<0,001).

La teneur en MS des fromages Tulum et Darfiyeh se situaientt, respectivement, entre
55-60 et 45-50 g/ 100 g (Hayaloglu et al., 2007) ; (Serhanet al., 2010). Pour ces fromages, le

caillé a été égoutté dans le sac en peau de chévre qui n'a été employé que pour l'affinage.
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Figure 21 : Evolution de la composition chimique de la matiére séche du fromage Bouhezza
au cours de sa fabrication et de I'affinage (*) Matiére grasse/matiére seche (g/100 g),([])
Protéine totale/matiére séche (g/100 g),(/\ ) azote soluble a pH 4,6 en pourcentage de l'azote
total (AS/AT), (+) Matiere séche (g/100 g de fromage), (¢ ) Sel/matiere séche,()
Lactate/matiére séche (g/100 g).

La teneur en acide lactique a augmenté de fagon significative dans le fromage (r=0,77)

et a vari¢ de 0,84 g/100 ml dans le Lben (tableau 11) a 3,08 g/ 100 g dans le Bouhezza final.

Cette ¢lévation suggere que le fromage ne permet pas le développement de bactéries qui
oxydent l'acide lactique et permettent la neutralisation du caillé. De plus, le Lben ajouté a
enrichi régulierement le caillé en LAB acidifiantes. Jusqu'a dix semaines de fabrication, le pH
est resté a environ 4. Le pH du Bouhezza était Iégerement inférieur a celui des fromages Tulum

et Darfiyeh (Hayaloglu et al., 2007) ; (Serhan et al., 2010).

Selon la (FAQO, 2007), le fromage Bouhezza a dix semaines d'affinage est un fromage a
pate molle et a teneur moyenne en MG avec un HFD et un MGMS d'environ 72% et 30%,
principalement. La MG du fromage joue un rdle déterminant sur la qualité organoleptique et la

présence des composants aromatiques.

La lipolyse peut provoquer la formation de composés aromatiques, d'acides gras et de
produits dérivés, et peut également entrainer un goilit de rance (Choisy et al., 1997). Dans le
fromage Bouhezza, 'apparition d’un goit indésirable est assez fréquente (Aissaoui Zitoun et

Zidoune, 2006).
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Tout au long de la premicre semaine, le caillé de Bouhezza présente un taux AS/AT
d'environ 35,60 g/100 g de AT. Cette protéolyse reste assez importante pendant toute la période
de fabrication et atteint 37,5 g/ 100 de AT dans le fromage final.

Par exemple, ce taux était de 21,4 g/ 100 g dans le fromage Prato (Gorostiza et al.,
2004) et de 16,6 g/100 g dans le fromage Ahumado d'Aliva (Franco et al., 2001). Dans les
fromages Saint Paulin et Comté, le AS/AT peut atteindre 18 - 30 g/100 g, respectivement
(Choisy et al., 1997).

Dans le fromage Bouhezza, la protéolyse ne peut avoir que deux sources :

e Les enzymes natives du lait

e Les protéinases endogeénes apportées par les bactéries indigénes.
Les micro-organismes agissent soit :

e Par leurs enzymes extracellulaires, liées a leurs enveloppes ou bien libérées dans le
caillé,
e Par des enzymes intracellulaires aprés lyse (Fox et al., 1994) ;(Lortal et Chapot-

Chartier, 2005).

Les principaux enzymes protéinases du lait comprennent la plasmine (protéinase
alcaline) qui est la plus importante, et la cathepsine D (protéinase acide) (Bastian et David,

1997) ; (Wilkinson et Kilcawley, 2005).

Apres 4 semaines de fabrication, ils ont noté une stabilité de la protéolyse et de la MS.
Cela suggere qu'apres un mois, I’AS et I’AT augmentent au méme rythme, cette observation
étant également valable pour la protéine et la MS. Ces premicres constatations sont en accord
avec les résultats qui indiquent que le fromage Bouhezza ne peut étre consommé en moins d'un

mois (Aissaoui Zitoun et Zidoune, 2006).
2. Caractéristiques microbiologiques

Pendant I'affinage, la flore totale (Tableau 11) se situait entre 7 et 8 log cfu g”!' de fromage,
ce qui peut €tre attribué a la charge la plus ¢levée dans le Lben et le lait cru (Tableau 12). De
méme (Hayaloglu et al., 2007) ont rapporté que le fromage Tulum au lait cru de brebis et affiné
dans un sac en peau d'animal, avait des taux plus élevés de bactéries mésophiles totales , environ

7 et 9 log cfu g™! de fromage.
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Les LAB étaient les principaux constituants de la microflore de Bouhezza et leur

évolution n'a pas connu de changements importants.
- Les lactobacilles ont évolué autour de 7-8 log cfu g”! depuis la troisiéme semaine.

- Les lactocoques ont évolué différemment, leur nombre a évolué entre 5-6 log cfu g™! au cours
des sept premieres semaines de fabrication (Tableau 11) et apres I'ajout du lait cru entier, ils
ont augmenté de maniére significative a 7 log cfu g! (p<0,01). Elles étaient inversement

corrélées au pH (r =- 0,72) et a la teneur en sel/MS (r = - 0,84).

Les additions successives de Lben fermenté spontanément et de lait cru enrichissent le
fromage en LAB. Globalement, leur composition dans les fromages varie en fonction du jour

de fabrication et de I'dge du fromage (Williams et Banks, 1997) ; (Fitzsimons et al., 2001).

Dans la plupart des fromages artisanaux, les LAB constituent le groupe principal

(Cuesta et al., 1996) ; (Mucchetti et al., 2009).

Dans les fromages affinés, elles varient de 7 2 9 log cfu g! et ont une activité importante

dans le métabolisme du glucose et la protéolyse (Wouters et al., 2002).

Tableau 11 : Evolution des principaux groupes de micro-organismes dans le fromage
Bouhezza pendant la fabrication et 'affinage (log cfu g™!).

Fromage (n=3)

1S 28 3S 48 6S 78 8S [ 10S
Flore aérobie | Signifie | 7.71 | 7.87 | 7.50 | 8.67 | 8.08 | 873 | 8.02 | 8.03
totale SD 0.85 | 0.82 | 0.35 | 0.17 | 0.34 | 091 | 0.61 | 0.06
Lactobacilles | Signifie | 6.56 | 6.40 | 7.56 | 7.51 | 8.17 | 7.41 | 8.14 | 7.56
SD 0.31 | 0.33 | 0.02 | 0.49 | 0.04 | 0.92 | 0.35 | 0.03
Lactocoques | Signifie | 6.55 | 6.04 | 549 | 6.10 | 6.68 | 6.87 | 738 | 7.64
SD 0.50 | 0.11 | 0.23 | 0.35 | 0.80 | 0.20 | 0.47 | 0.04
Levures et Signifie | 4.35 | 5.16 | 543 | 584 | 525 | 5.69 | 590 | 431
moisissures SD 0.88 | 0.19 | 0.30 | 0.28 | 1.15 | 0.31 | 0.07 | 0.01
Entérobactéries | Signifie | 5.81 | 493 | 460 | 592 | 546 | 427 | 644 | 6.41
SD 0.29 | 0.03 | 0.05 | 0.63 | 0.33 | 0.29 | 0.14 | 0.29

Flore Signifie | 544 | 583 | 6.00 | 6.04 | 549 | 6.76 | 7.89 | 7.92
protéolytique SD 1.54 | 0.75 1 0.14 | 037 | 0.57 | 1.19 | 0.02
Flore Signifie | 2.95 | 3.59 | 435 | 342 | 493 | 349 | 426 | 4.44
lipolytique SD 1.68 | 027 | 0.76 | 0.76 | 0.75 | 0.13 | 0.45 | 0.12

S : semaine ; SD : écart-type
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Tableau 12 : Caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques (log cfu g'!) du lait cru
de vache et du Lben utilisés dans la fabrication du fromage Bouhezza.

Lait cru (n=3) Lben (n=5)
Matiére séche (g/100 g) 12.40+ 0.8 9.06+1.2
Graisse (g/100 g) 4.00 +0.15 0.91+0.17
Protéine (g/100 g) 32+0.1 4.4+0.19
Chlorure (g/100 g) 0.18 £0.05 0.19+0.06
Acidité titrable (°D) 18+2 84+ 11
pH 6.62+0.07 4.84 +0.05
Flore aérobie 8.81 £0.47 10.94 £0.76
Lactobacilles 9.10+2.23 7.49 +0.15
Lactococci 10.09 = 09 6.74 + 1.04
Levures, Moisissures 476 £0.15 481 +£0.77
Entérobactéries 6.08 £ 1.12 6.91£0.31

La flore d'entérobactéries n'a pas subi de modifications significatives au cours des dix
semaines de fabrication et leur nombre se situait a environ 4 et 5 2 6 log cfu g'!' de fromage. Ce
niveau dépend de la qualité du Lben et du lait non pasteurisé, qui présentaient la charge la plus
¢levée en entérobactéries. De plus, l'utilisation d'un sac de peau animale peut stimuler la
croissance des entérobactéries, tandis que la présence de LAB et la composition physico-

chimique du Bouhezza peuvent la freiner.

Hutkins, (2006) a signalé¢ que la combinaison d'un pH modérément bas et d'une

concentration ¢levée en sel constitue une barriére contre certains micro-organismes.

Les teneurs en levures et en moisissures (4-5 log cfu g™!) et en flore lipolytique (3-4 log
cfu g'!) étaient moins importantes et ne présentaient pas de variabilité significative ; elles étaient

positivement liées a la flore de lactobacilles (r = 0,76).

Le nombre de bactéries protéolytiques a augmenté de manicre significative lors de la
fabrication (r = 0,84). Leur croissance €tait inversement proportionnelle a la teneur en sel/MS
(r =-0,96), mais elle était significativement corrélée a la teneur en MG/MS (r = 0,93), AS (r =
0,82), lactate (r = 077) et lactocoques (r = 0,75). Les micro-organismes qui possedent une
activité protéolytique sont les psychrotrophes, la flore lactique comme les lactocoques et la flore

fongique (Grieve et Kitchen, 1985).
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On peut donc considérer que la protéolyse bactérienne commence des le début de la

fabrication du fromage Bouhezza car le Lben était déja le siege de réactions protéolytiques.
3. Caractéristiques sensorielles

Les profils sensoriels moyens (odeur, arome, saveur et texture) du fromage Bouhezza

épicé au poivre rouge sont montrés dans la figure 22.

L'ar6me et 1'odeur sont plutét composés d'une note légerement épicée (piquante 3,2 +

0,2), acide et piquante (3 + 0,2).

Bouhezza a un gott acide et salé. Le golt piquant était moyen et il est di a 'utilisation
de piment rouge pour la consommation. La persistance globale en bouche est longue. Bouhezza

a une texture un peu molle (3,55 + 1,30).

Dans les différents fromages traditionnels c'est la diversité de la flore microbienne qui
participe profondément au processus de maturation essentiellement important pour le
développement des caractéristiques sensorielles spécifiques du fromage (Grappin et Beuvier,
1997) ; (Peldez et Requena, 2005). Le fromage Tulum a également un gott acide (Hayaloglu
et al., 2007).

Lactic odor intensity

7. (6.02=025)
C\°““§“?“ 1 Lactic aroma intensity
(3.55£1.30) (6.28%0.15)
4
Pungent taste 4 ’ « Animal odor intensity
(4.67£0.24) / (4.41=0.15)
Animal aroma intensity
Acidic taste (4.20=0.47)
(5.75£0.35)

Salty taste (5.03=0.45)

Figure 22 : Profils sensoriels du fromage de vache Bouhezza épicé traditionnel a 10 semaines

d'affinage (moyenne + SD).

Lactic odor intensity : Intensité de 1'odeur lactique

Lactic aroma intensity : Intensité de I'ardme lactique
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Animal odor intensity : Intensité de I'odeur de l'animal
Animal aroma intensity : Intensité de 'ardbme animal
Salty taste : Golt salé

Acidic taste : Golt acide

Pungent taste : Golt piquant

Consistence : Consistance

4. Fiche technique du fromage traditionnel Bouhezza

Le tableau 13 présente la premiere fiche technique du fromage Bouhezza selon les

résultats physico-chimiques, microbiologiques et sensoriels.

Tableau 13 : Fiche technique du fromage Bouhezza.

pays : ALGERIE
nom du fromage : Bouhezza, melh dhouab, boumelel
Délimitation géographique : Est de I'Algérie, autour de la population de

Chaouia. Spécialement a Batna, Oum El
Bouaghi, Khanchela et Tébessa.

Description et caractéristiques :
matiére premiére : Lait cru de chévre, de brebis ou de vache

Type : La bouhezza est un fromage a pate molle affiné,
fabriqué a partir de Iben et de lait cru entier. Sa
couleur est créme ou légeérement rouge en raison
de la piqlire du piment rouge.

Composition : Matiére séche d'au moins 36%.
Teneur en maticres grasses/matiére séche de
30%.

Technologie :

Coagulation Coagulation spontanée a température ambiante
pendant 24-72h.

Drainage écoulement spontané par le sac cutané de
l'animal.

Salage Dans le Iben ou le fromage (20-30g L-1
supplémentaire de lben).

Repiquage Non contrdlé, a l'air et a la température ambiante
(printemps et été) pendant 1 a 6 mois ou plus.

Consommation Avec le piper rouge pour assaisonner les plats

traditionnels, les sauces ou pour tartiner la
galette traditionnelle ou le pain.
Particularités : Utilisation de la peau de chévre naturelle
"Chekoua" pour la fabrication du fromage.
Coagulation, salage, égouttage et affinage
simultanés. Ajout continu de matieére premiere
dans la Chekoua. Lben ajouté au début de la
fabrication du fromage et lait cru entier en fin
d'affinage pour controler les caractéristiques
sensorielles.
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Conclusion générale

Les analyses microbiologiques du fromage blanc traditionnel Jben collecté dans huit
différentes régions du Maroc, ont montré que la microflore du Jben est dominée par les bactéries
lactiques comme Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et Enterococcus. L’acidification
provoquée par leur présence n’a pas empéché le développement et la propagation de Listeria
monocytogenes. Les conditions non standardisées dans sa fabrication aboutissent a un produit
de qualit¢ hygiénique variable, qui peut étre un véhicule pour les agents pathogénes
responsables de maladies graves provoqés par Listeria monocytogenes, Salmonella spp,

et Yersinia enterocolitica

L’analyse microbiologique du fromage Klila a montré que les levures et la FAMT
existent a des taux trés normaux dans tous les échantillons. Salmonella et Staphylocoque n’ont
pas été détectés alors que les principales bactéries présentes sont les bactéries lactiques. Leurs
présence dans le fromage a permis 1’inhibition de S.aureus par la production de bactériocine,
Cette activité antimicrobienne est dii aussi a 1’acide lactique produite par les LAB donc a la
diminution du pH.

Concernant le fromage traditionnel Bouhezza, I’étude a montré 1’importance d’une
durée d’affinage supérieure a quatre semaine qui assure une stabilisation physico-chimique et
microbiologique globale du fromage .Les LAB sont les principaux composants de la microflore
tel que lactobacille, lactocoques qui peuvent ralentir la croissance d’entérobactéries, par contre
les levures, les moisissures et la flore lipolytique existent a des taux trés faibles. L’analyse
sensorielle révele que Bouhezza est caractérisé par deux principaux paramétres : 1’ardme et
I’odeur provoqués par des bactéries lactique et autres. En outre, le role joué par les bactéries

lactiques dans 1'arome et 1'odeur du produit doit étre ¢lucidé avec précision.

Les résultats trouvés dans les trois types de fromages montre la nécessité d’utiliser du

lait traité et de travailler dans les conditions d’hygi¢énes afin d’améliorer la qualité du fromage.
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Résumé

Notre pays a une tradition bien établie sur les produits laitiers, transmise d’une génération a une autre a travers des siccles. Ces
produits sont issus de la transformation du lait dans le but de prolonger sa durée de conservation. Dans ce contexte 1’objectif de
notre travail était de faire une étude qui mettra en valeurs les produis du terroir, plus particulierement les fromages fabriqués
traditionnellement et de pouvoir imposer des normes pour les rendre industriels dans 1’avenir, afin d’éviter leurs disparition.
Malheureusement, vu 1’état sanitaire actuel que connait notre pays et le monde entier, nous n’avons pas pu faire de pratique,
mais ceci ne nous a pas empéché de faire une recherche sur ses produits traditionnels en analysant trois articles dont chacun a
fait 1’¢tude d’un fromage traditionnels, qui sont: Jben, Klila et Bouhezza. L’étude des trois articles consiste a faire des
analyses microbiologique, physico-chimique, statistique et sensorielle des trois types de fromages traditionnels.

Les résultats des articles ont montré que dans le fromage appelé «Jben», les agents pathogénes telles que Listeria
monocytogenes et Salmonella spp ont été détectés et les bactéries lactiques aussi sont trés nombreuses. Alors que dans le
fromage « Klila » Salmonella et Staphylocoques n’ont pas été trouvés. Les bactéries lactiques sont présentes a des taux faibles
mais ceci n’a pas empéché leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis de S.aureus suite a la production de bactériocine. Dans le fromage
appelé « Bouhezza », la microflore dominante est constituée de bactéries lactiques. Les levures et moisissures existent aussi
mais a des taux trés faibles ; L’étude sensorielle a révélé que Bouhezza est caractérisé¢ par deux principaux facteurs qui le
caractérisent : I’ardme et I'odeur. Un produit laitier fabriqué traditionnellement ne peut en aucun cas étre de trés bonne qualité
hygiénique qui difféere d’un lieu a un autre, du protocole et des conditions de fabrication. Cette qualité peut devenir meilleure
dans I’avenir une fois que le produit deviendra industriel.

Mots clés : Fromage, analyses, caractéristiques, bactérie lactique, agent pathogenes.

Abstract

Our country has a well-established tradition of dairy products, passed down from one generation to another through the
centuries. These products are derived from the processing of milk in order to extend its shelf life. In this context, the objective
of our work was to make a study that will put in value the products of the soil, more particularly the cheeses manufactured
traditionally and to be able to impose norms to make them industrial in the future, to avoid their disappearance. Unfortunately,
given the current sanitary state that our country and the world knows, we have not been able to do any practice, but this has not
prevented us from doing a research on its traditional products by analyzing three articles each of which has made the study of a
traditional cheese, which are: Jben, Klila and Bouhezza. The study of the three articles consists of microbiological,
physicochemical, statistical and sensory analyses of the three types of traditional cheeses.

The results of the articles showed that in the cheese called "Jben", pathogens such as Listeria monocytogenes and Salmonella
spp. were detected and lactic acid bacteria were very numerous. While in the cheese "Klila" Salmonella and Staphylococcus
were not found. Lactic acid bacteria were present at low levels but this did not prevent their inhibitory power against S.aureus
due to the production of bacteriocin. In the cheese called " Bouhezza ", the dominant microflora is constituted by lactic
bacteria. Yeasts and moulds also exist but at very low levels;the sensory study revealed that Bouhezza is characterized by two
main factors: the aroma and the smell. A traditionally manufactured dairy product can never be of very good hygienic quality,
which differs from place to place, from protocol and from manufacturing conditions. This quality may become better in the
future once the product becomes industrial.

Keywords: Cheese, analysis, characteristics, lactic bacteria, pathogen.
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