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Introduction

Introduction

L’ Algérie est un pays de tradition laitiére et il en est aussi le premier consommateur en
Maghreb. Le lait et les produits laitiers occupent une place prépondérante dans la ration
alimentaire des algériens (Hamiroune et al, 2014).

Le lait par ses caractéristiques, présente l'inconvénient d'étre facilement altérable
surtout si les conditions climatiques telles que la température interviennent, donc il faut
assurer et garantir sa qualité microbiologique depuis la traite jusqu'a sa consommation. En
effet, le lait constitue un milieu favorable a la croissance de plusieurs especes de
microorganismes dont certains sont pathogenes et peuvent étre a 1’origine de plusieurs
maladies et intoxications humaines (Abbas et al. 2001).

Une grande variété de produits laitiers fermentés est préparée traditionnellement en
Algérie dont le but est la bio-préservation du lait pour utilisation ultérieur. Les produits
laitiers traditionnels algériens importants qui ont la signification commerciale sont : Raibe,
Lben, Klila, Zebda et j’ben (Benkerroum et al., 2004).

Le fromage frais est fabriqué soit du lait de vache ou du lait de chevre. Le processus de
fabrication nécessite trois grandes étapes essentielles : la maturation, la coagulation et
égouttage (Randazo et al., 2002).

Le Iben est un produit laitier transformé par une fermentation essentiellement lactique
qui aboutit a I’acidification et a la coagulation du lait suivi d’un barattage (Béal et Sodini,
2012).

En milieu rural, les étapes de transformation et de fabrication de ces produits par
méthodes artisanale sont empiriques et peu hygieniques (Hadjj Semaan et al., 2011). Du
coup leur conservation serait de courte durée.

C’est dans ce contexte que nous avons choisi de mener une étude portant sur :

La collecte de six échantillons de lait cru et de I’ben de la méme origine et ’analyse

microbiologique et physico-chimique.

Choisir les échantillons les moins contaminé pour la fabrication du I’ben et du fromage
frais, puis faire un suivi de la flore lactique, flore totale et S.aureus ainsi que le pH et

I’acidité Dornic au cours de la conservation a 6°C.
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I. Le lait

Le lait est une sécrétion mammaire normale des animaux de traite obtenue a partir
dune ou de plusieurs traites sans y ajouter ou en soustraire, destinée a Ila
consommation comme lait liquide ou & un traitement ultérieur (FAO et OMS, 2011).

C’est un lait a la fois un aliment traditionnel et une boisson d’un intérét nutritionnel,

car il représente un aliment de base presque complet (Ghazi et Niar, 2001).

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la
réfrigération a la ferme. Le lait cru doit étre porté a 1’ébullition avant consommation (car il
peut contenir des germes pathogenes). Il doit étre conservé au réfrigérateur a 4°C et
consommeé dans les 24h (Fredot, 2006).

I.1.Composition genérale du lait et facteurs influencant

Le lait est essentiellement composé de : lipides, les protides (caséine 80% et
albumine) Les glucides (lactose) et les sels. Mais de nombreux constituants sont présents
en quantit¢é minime comme les vitamines, les enzymes...... . Selon plusieurs facteurs la
composition chimique du lait varie, elle est liés a I’animal (facteurs genetiques, stade de
lactation, état sanitaire ...), au milicu et aux conditions de 1’élevage (saison, climat,
alimentation) (Coulon ,1994).

I.1.1.Variabilité génétique

Generalement les races les plus laitieres présentent un plus faible taux de matieres
grasses et protéiques or le choix d’une race repose sur un bilan économique global. C’est
pourquoi un éleveur a tendance a privilégier les races qui produisent un lait de composition

élevée en matiere grasse et en protéique (Pougheon et Goursaud ,2001)
1.1.2.Stade de lactation

Au cours de la lactation, les quantités de matiere grasse, de matiéres azotées et de
caséines evoluent de facon inversement proportionnelle a la quantité de lait produite. Les
taux de matiére grasse et de matiéres azotées, éleves au vélage, diminuent au cours du
premier mois et se maintiennent a un niveau minimal pendant le deuxiéme mois. lls
amorcent ensuite une remontée jusqu’au tarissement. Les laits de fin de lactation

présentent les mémes caractéristiques des laits sécrétés par les animaux agés. En outre, les

-
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deux taux, protéiques et butyreux, ont tendance a diminuer au cours des lactations

successives (Meyer et Denis, 1999).
I.1.3.Facteurs alimentaires

Une réduction courte et brutale du niveau de I’alimentation se traduit par une réduction
importante de la quantité de lait produite et une baisse variable du taux protéique
(Pougheon et Goursaud, 2001).

1.1.4. Facteurs climatiques et saisonniers

La teneur en protéines passe par deux minimums un a la fin de ’hiver et I’autre au
milieu de I’été et par deux maximums a la mise a I’herbe et a la fin de la période de

paturage (Pougheon et Goursaud ,2001).
I.2.Propriétés physico-chimiques du lait
I.2.1.L’acidité

L’acidité du lait résulte de I’acidité naturelle, due a la caséine, aux groupes
phosphate, au dioxyde de carbone et aux acides organiques et a I’acidité développée, due a
I’acide lactique formé dans la fermentation lactique. L’acidité titrable du lait est
déterminée par le dosage en utilisant une solution d’hydroxyde de sodium en présence de
phénolphtaléine. Bien que I’acide lactique ne soit pas le seul acide présent, 1’acidité titrable
peut étre exprimée en grammes d’acide lactique par litre de lait ou en degré Dornic (°D).
1°D =0,1g d’acide lactique par litre de lait. ~ Un lait cru au ramassage doit avoir une
acidit¢ < 21 °D. Un lait dont l’acidité est >27 °D coagule au chauffage ; un lait dont

’acidité est > 70 °D coagule a froid (Jean et Dijon, 1993).
1.2.2. Point de congélation

Le point de congélation du lait est légerement inferieur a celui de 1’eau pure puisque
la présence de solides solubilisés abaisse le point de congélation. Cette propriété est

mesurée pour savoir s’il ya ajout d’eau au lait.

Sa valeur moyenne se situe entre — 0,54 et — 0,55°C, celle-ci est également la
température de congélation du sérum sanguin. Il ya de légéres différences liés aux saisons,

a la race de la vache et a la région de production. D’une maniére générale tous les

-
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traitements du lait ou les modifications de sa composition qui font varier leurs quantités

entrainent un changement du point de congélation (Mathieu, 1999).
1.2.3.Le point d’ébullition

Le point d’ébullition est atteint lorsque la pression de vapeur de la substance ou de
la solution est égale a la pression appliquée. Ainsi comme pour le point de congélation, le
point d’¢ébullition subit 1’influence de la présence des solides solubilisés. 11 est I€égerement

supeérieur au point d’ébullition de ’eau soit 100,5°C (Amiot et al., 2002).

I.3.Propriétés organoleptiques

1.3.1.La couleur

Le lait est un liquide blanc mat, opaque a cause des micelles de caseinates, ou
parfois bleuté ou jaunatres du fait du beta caroténe ou de la lactoflavine contenue dans la

matiére grasse (Jacques, 1998).
1.3.2.L’odeur

Le lait n’as pas d’odeur propre, il s’en charge facilement au contact de récipients mal
odorants, mal lavés. C’est surtout la matiere grasse qui réalise fortement ces fixations. Lors
de I’acidification du lait ’odeur devient aigrelette sous I’'influence de la formation d’acide

lactique (Chetoune, 1982).
1.3.3.La saveur

La saveur normale d’un bon lait est agréable et légérement sucré, ce qui est
principalement due a la présence de matiére grasse, la saveur du lait se compose de son

gout et de son odeur (Horola, 2002).
1.3.4.La viscosite

Elle est en fonction de I’espece, on distingue :

Un lait visqueux chez les monogastriques (jument, anesse, carnivores et femme), qui est
désigné par un lait albumineux, et le moins visqueux chez les herbivores (lait de brebis

plus visqueux que celui de la vache), on I’appelle un lait caséineux (Alais, 1984).

-
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1.4.Les sources de contamination du lait

A la sortie de la mamelle, le lait est peu contaminé, s’il est issu d’un animal sain et

dans de bonnes conditions hygiéniques (Faye et Loiseau, 2002).

C’est au cours des opérations de collecte et d’acheminement vers les lieux destinés a
la consommation ou a la transformation, que le lait se charge d’une population

microbienne indésirable.
Parmi les causes de contamination :

- L’eau qu’elle soit utilisée pour ’abreuvement ou pour le nettoyage peut constituer une

source non négligeable de contamination du lait (Goyon et al., 2003 ; Bonfoh et al., 2006)

- Les mamelles sales incorrectement lavées (Chatelin et al., 1981);
- le matériel de traite mal nettoyé et/ ou présentant des défauts (Chatelin et al., 1981) ;
- La peau des mamelles (Piton et al., 1982) ;

- La non élimination des premiers jets, indispensable normalement pour déceler les

mammites a la ferme (Bacic et al., 1968 ; Michel et al., 2001);

-Enfin, la litiere et I’air sont les deux composantes du milieu qui contribuent a ensemencer
le lait durant la période de traite. Les laits traits manuellement sur litiere riche en foins sont

relativement chargés en bactéries hétérolactiques (Bouton et al., 2005).

1.5. La flore microbienne du lait

1.5.1. La flore originelle

La flore originelle des produits laitiers se définit comme I’ensemble des
microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis. Ces microorganismes, plus ou
moins abondants, sont en relation étroite avec 1’alimentation, la race et d’autres facteurs.
Le lait sortant du pis de la vache est pratiquement stérile. Les genres dominants de la flore

indigene sont principalement des microorganismes mésophile (Essalhi., 2002)

-
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1.5.2. La flore de contamination

Le lait au cours de la traite, du transport et du stockage a la ferme ou a 'usine est
contaminé par une grande variété de microorganismes. Une partie seulement d’entre eux
peut se multiplier dans le lait si la température est favorable et le milieu propice. Il en
résulte que la nature de la flore microbienne du lait cru est a la fois complexe et variable

d’un échantillon a un autre et suivant I’age du lait (Bourgeois et al., 1996).
1.5.3. La flore pathogéene

Les bactéries pathogénes pour I’Homme peuvent étre présentes dans le lait cru, ou dans les
produits laitiers qui en dérivent. Elles sont capables de provoquer des malaises chez les
personnes qui consomment ces produits. Les bactéries les plus importantes de cette flore
pathogene sont le plus souvent mésophiles et les principaux microorganismes pathogenes
associés aux produits laitiers sont : Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,

Campylobacter jejuni, Shigella sonei et certaines moisissures (Vignola, 2002).

Il. L’ben

11.1. Généralités

Les laits fermentés sont des produits laitiers transformés par une fermentation
essentiellement lactique qui aboutit a I’acidification et a la gélification du lait (Béal et
Sodini, 2012). Les laits fermentés Algériens sont le L 'ben et le Raib.

Le I’ben c’est du lait débarrassé de sa créme, et qui a subi ensuite une fermentation
lactique, I’acide lactique produit provient du dédoublement de la molécule de lactose par
I’action du bacille lactique. L’acide lactique a la propriété, lorsqu’il se forme en exces,
d’amener la coagulation de la caséine du lait. Cette coagulation est d’autant plus active que

la température ambiante est plus élevée (Bendanou, 1981).

11.2. Le I’ben traditionnel

Le I’ben est fabriqué a partir du lait de vache, de brebis et de chévre. Le lait subit une
acidification spontanée par sa flore originaire, jusqu'a coagulation. Le caillé obtenu est
introduit dans une calebasse ou il subit une forte agitation ou barattage. Selon (Hellal,

2001) un certain volume d’eau ou froide suivant la température ambiante est ajouté pour :

-
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e Maintenir une température de 20°C ce qui favorise un rassemblement des grains
de beurres qui facilite sa récupération.

e Diminuer I’excés d’acidité due a la transformation de lactose en acide lactique.

11.3. Composition du I’ben

La composition chimique du « I’ben » est variable, elle dépend des localités, des
régions, des fermes, de la composition chimique du lait cru de départ et de la procédure de
fabrication (ElI Baradei et al., 2008). Sa composition moyenne est illustrée dans le
(tableau I).
Tableau I : Valeurs moyennes des principaux constituants du L ben (Tantaoui-Elaraki et
al., 1987).

Constituants Valeurs
Protéines totales 25,6 g/l
Lactose 26,9 g/l
Graisse 8,9 g/l
Matiére séche totale 89 g/l

11.4. Proprietés physico-chimiques du I’ben

La composition chimique du « L’ben » est variable, elle dépend des localités, des
régions, des fermes, de la composition chimique du lait cru de départ et de la procédure de
fabrication (EI Baradei et al., 2008). Néanmoins, certains indicateurs donnent une idée sur
la qualité globale du produit et le processus de sa fabrication. La fermentation du lactose
augmente l‘acidité titrable dans le « L’ben » a plus de 0.60 % d‘acide lactique, par
conséquent le pH et le lactose baissent respectivement au dessous de 4,7 et 3,7 g 100g-1.
Leextraction du beurre diminue le contenu en lipides & environ 1,8 g.100 g—1
(Benkerroum et al., 1984) (Tableau II).

Tableau Il : Caractéristiques physico-chimiques du L’ben artisanal .

Propriétés pH L’acidité (°D) L’extrait sec total (g/l)

L’ben traditionnel 38a4,7 63 a 110 79,8 2 100,5
(Boubekri et al., 1984). (moyenne 4,24) | (moyenne 81,6) | (moyenne 88,96)
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11.5. Le procédé de fabrication du I’ben traditionnel

Le I’ben est I'un des produits-phare de la transformation artisanale du lait en
Algérie, 11 fait 'objet d’une large consommation et associ¢ a d’autres plats comme le
fameux couscous (Bendimerad, 2013).11 es utilisé surtout comme boisson rafraichissante
et apprécié pour ses qualités organoleptiques (acidité, ardbme, ...), mais aussi sa valeur
nutritionnelle est loin d'étre négligeable (Tantaoui-Elaraki et al., 1983).

Sa préparation artisanale est simple (annexe 1), le lait est abandonné a lui-méme
jusqu'a sa coagulation. Celle-ci se fait a température ambiante et dure 24 a 48 h selon la
saison. Le barattage est effectué manuellement dans la calebasse qui lui succede dure 30 a
40 minutes. A la fin du barattage, on ajoute généralement un certain volume d'eau (environ
10 % du volume de lait), chaude ou froide, suivant la température ambiante, de facon a
ramener la température de I'ensemble a un niveau convenable au rassemblement des grains
de beurre (Benkerroum et Tamime, 2004 ;Ouadghiri, 2009).

11.6. La microbiologie du I’ben

11.6.1. La flore originelle

La flore microbienne impliquée dans la fermentation du lait pour la production du
I’ben est composée de bactéries lactiques mésophile, responsable de la fermentation
lactique et le développement d’aromes caractéristiques du 1’ben (Ouadghiri, 2009). Les
especes dominantes dans le L’ben sont: Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides.
11.6.2. La flore de contamination

L’Homme, I’animal et I’environnement peuvent contaminer le I’ben par des

microorganismes pathogenes: Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Esherichia
coli, Salmonella sp et certaines moisissures (Vignola, 2002).

Les coliformes, streptocoques fécaux, déterminent la qualité hygiénique du produit
(Tantaoui-Elaraki et al ., 1983).

I1.7. La qualité du I’ben

L’obtention reproductible de produit d’excellente qualité gustative, nutritionnelle et
sanitaire est le principal probléeme qui rencontre les industriels et les producteurs
artisanaux. En effet, de nombreux parameétres influent sur le bon déroulement de la

fermentation :

-
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e La matiere premiére, dont la qualité varie considérablement en fonction des
saisons, de I’origine et de la matiére qu’avec ces matieres ont été traitées avant
leur transformation.

e Les micro-organismes qui peuvent se développer naturellement ou étre

ensemencés. (Renault, 1998)

11.8. Les modifications du I’ben au cours du stockage

Les 3 principales catégories de modifications du I’ben au cours du stockage sont : la

modification du gout, de I’apparence et de la texture (Tableau I11).

Tableau 111 : Les modifications du I'ben au cours du stockage.
Les types _de Les defauts Les causes
modification

L’apparence

La décantation
(synérese)
(Boudier, 1990).

-Tempeérature trop élevée pendant le stockage.
-La teneur en matiére séche trop faible.

La production du

-Contamination par les levures ou les
coliformes.

;Weber, 1994).

gaz
(Boudier, 1990).
Trop liquide -Mauvaise incubation (temps trop court).
(Boudier, 1990). | -La teneur en matiére séche trop faible.
La texture
La texture -Teneur en matiére grasse trop éleveée.
granuleuse -Mauvais choix dans les ferments.
(Boudier, 1990).
L’acidité excessive | -Maturation trop poussée du lait.
(Boudier, 1990 -Conservation du produit a température élevée.
Le gout

L’amertume
(Moller, 2000).

-Hydrolyse des cas€ines.

]
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I11. Le fromage

Selon la norme du Codex Alimentaires et la norme internationale FAO/OMS, le
fromage frais ou non affiné est du fromage qui est prét a la consommation peu de temps
apres fabrication. Aux termes de la réglementation francaise, la dénomination «fromage»
est réservée a un produit fermenté ou non, obtenu par coagulation enzymatiques du lait, de
la créme ou de leur mélange, suivie d’égouttage. Tous les fromages frais ont une date

limite de consommation de 24 jours (Luquet et Corrieu, 2005).

I11.1. Caractéristiques physico-chimique du fromage

Les Caractéristiques physico-chimiques du fromage dépendent de celles du lait cru qui
a son tour dépend de la race des animaux et leur type d‘alimentation (Poznanski et al.,
2004). D’apres les travaux de Ennahdi, (1980);Hamama et Bayi, (1990), le fromage est
caractérise par une acidité titrable relativement élevée (en moyenne 1,04% d'acide lactique)
et un pH faible (4,2 en moyenne), ce qui témoigne de la présence d'une fermentation

lactique active.

I11.2. La microbiologie du fromage

I11.2.1. La flore originelle

La flore du fromage est principalement dominée par la flore lactique .Les trois groupe
lactique formant cette flore sont rencontrés a des proportions presque égales
5,1.108UFC/g de lactocoques ; 3,2.108UFC /g de lactobacilles et 2,6.108UFC/g
leuconostocs (Dubeuf, 1996).

I11.2.2. La flore de contamination

La présence d’une flore de contamination fécale parfois a des taux trés importants
dans le fromage est révélatrice des conditions d’hygiéne pratiquées dans les ateliers de
préparation de ce produit. La nature acide du jben n’est pas une garantie contre la présence
des germes pathogéne. Dans ce produit traditionnel et d’aprés Hamama, (1988), la

présence de Salmonella est de 10% et celle de S.aureus est de 17,4%,

&
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111.2.2. Flore d'altération

Ce sont des microorganismes indésirables apportés par la contamination. Cette flore
regroupe les coliformes, les psychrotolérantes, les levures et moisissures (Abdessalam,
1984).
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Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie 1 de I’université de
Abderrahmane Mira sous la direction de  Mme Benachour K, dans le but de faire une
analyse microbiologique d’un lait cru de vache récolté au niveau des trois régions
d’Aokas, Tizi N’Berber et Vaccaro et Souk El Tnine et le suivi de la stabilité de la flore
lactique et pathogéne du I’ben artisanal et fromage fabriqué a base de ce dernier, d’une
période allant du mois de Février au mois de Mars.

D’une maniére générale, il s’agira de rechercher et de dénombrer et de faire le suivi de :

e Les bactéries lactiques.
e La flore totale.
e Les coliformes totaux (E.coli).

e Les staphylocoques.

De ce fait les analyses Microbiologiques ont été appliqués sur tous les échantillons

prélevés de

e Le lait cru.
e [’ben.

e Le fromage frais} Obtenus a partir de la transformation du lait cru utiliser

1. Préléevement :

Les six échantillons collectés (Echl, Ech2, Ech3, Ech4, Ech5, Ech6) du lait cru de
vache proviennent des quatres régions : Aokas, Souk El Tnine Tizi n Berber et Vaccaro

situé sur la cote de la wilaya de Bejaia (Figure 1).

Ce choix de ces quartes régions est base sur la dominance de I’élevage bovin laitier.

&
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ik

K 1

Figure 1. Limitation géographique des quatres régions (Google earth).

1.1. Déroulement de ’enquéte sur le terrain

Un entretien a été realisé avec les éleveurs lors de plusieurs passages effectués. Le

manque d’information a été comblé par les observations, on s’est intéressé essentiellement

dans le

Le tabl

questionnaire oral aux trois aspects suivants :

Les variables de structure : la surface agricole utile, la surface agricole ceréaliere,
la surface agricole irriguée, la surface fourragere, les principales ressource en eaux
(forage ; puits....), la production végétale, I’effectif bovin.

Les variables de la conduite alimentaire : les modes d’alimentation du cheptel,
les quantités et les types de fourrage et du concentré consommeés.

Les variables d’hygiéne : type et fréquences de nettoyage des étables, les
préliminaires de la traite, type de traite, présence ou absence de lavage des

mamelles...

eau IV résume les sites de prélevements et les informations sur les vaches laitiéres :
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Tableau IV : sites de prélevement et informations sur les vaches laitiéres.

Echantillons | Localisation Age Alimentation

1 Aokas (Ait Aissa) | 4ans Herbe,

2 Aokas (Tala | 5 ans foin,
Khaled) ble,

3 Souk ElI Tnine | 3ans I’orge,
(Lota) luzerne,

colza,

4 Tizi  N’Berber | 2ans ceréales
(Timaarest)

5 Aokas (Tourneau) | 5ans

6 Vaccaro 3ans

1.2. Les conditions de prélevement

Le prélevement (traite) est effectué afin d’éviter la contamination de la mamelle par de
nombreux microorganismes présent sur la peau de la vache ainsi que sur celle du

manipulateur.
1.3. Matériels de prélévement et transport

Des flacons stériles en verre munis d’un bouchon hermétique a enfoncer ou a visser ont été

utilisés.

Le transport des échantillons est effectué dans une glaciere a 5°C. Une fois arrivé au

laboratoire les échantillons sont mis au réfrigérateur a 4°C.

2. Analyses physico-chimique des éechantillons du lait cru et du I’ben

collectés

2.1. Mesure du pH

Le pH des échantillons a été déterminé en utilisant un pH-metre numérique (BANTE
pH920). Avant d’entreprendre les mesure 1’électrode du pH-metre est rincé avec

de I’eau distillée et séché avec du papier absorbant .La mesure se fait par 1’introduction du

)
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bout de I’¢lectrode dans le produit laitier jusqu’a la stabilisation de la valeur du pH qui
s’affiche sur I’écran. Avant d’entreprendre une autre mesure, 1’¢électrode doit étre a

nouveau nettoyée puis rincée comme précédemment (Owusu-Kwarteng et al., 2012).
2.2. Détermination de I’acidité titrable

L’acidité titrable du lait est exprimée en (degré Dornic) c’est-a-dire en décigramme
d’acide lactique par litre de lait (AFNOR ,1985). Il s’agit du titrage de 1’acidité par la
soude Dornic (N/9) en présence de phénol phtaléine a 1% comme indicateur.

A T’aide d’une pipette graduée stérile, on préléve 10ml de lait auxquels nous ajoutons 2 a
3 gouttes de phénol phtaléine a 1%. On procéde au titrage par NaOH jusqu’a I’apparition

d’une couleur rose claire qui indique la fin du titrage.

L’acidité en degré Dornic est egale au volume de NAOH consomme multiplié par 10
(Mathieu ,1998).

Acidité (°D)=V.10
V : volume de la chute de la burette en ml (NF V 04-369 ,1974).

2.3. Test d’ébullition

Les laits anormaux (lait de mammites ou lactosérum) ou les laits acidifiés se
coagulent a 1’ébullition (Pien, 1971).

Un tube de 10 ml du lait cru est mis a ébullition dans un bain-marie a 100°C pendant 5

min.
3. Procédé de fabrication du I’ben et du fromage

Pour la mise en point du I’ben, les différentes étapes ont éte suivies :

Trois échantillons du lait cru ont été mis dans des bocaux d’un litre qui sont incubés a
30°C dans I’étuve jusqu’au caillage du lait pendant 18h a 24h. Puis un barattage manuel a
été effectué pour les échantillons 2 et 4 pendant 20min a température ambiante. Un volume

d’eau froid a été ajouté de temps a autre afin de soustraire le beurre (écrémage).

=
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Le I’ben obtenu est conservé au réfrigérateur a 6°C pendant 22 jours pour le suivi des
différents parametres (pH, acidité titrable) et la qualité microbiologique.

Pour I’échantillon 6, on a opté pour la fabrication d’un fromage frais sans présure a cause

de son trés bon caillé, en suivant les étapes mentionné sur la figure 2.

Réfrigération a6°C

Caillage (24h) Egouttage (5min) Répartition sur boite en aluminium

Figure2 : Etapes de fabrication du fromage.
4. Examen organoleptique

C’est un simple examen qui porte sur 1’évaluation sensorielle de la couleur, I’odeur et

de I’aspect.

5. Analyses microbiologiques des différents produits obtenus (I’ben et

fromage)

La solution mere est préparé en mélangeant 10g du produit avec 90ml d’eau
physiologique pour le fromage (Lebres et al., 2002).

Les dilutions décimales ont été obtenues en introduisant 1ml de la solution mére a
I’aide d’une micropipette dans 9ml d’eau physiologique. La dilution 10 est obtenu et ainsi

jusqu'a la dilution 10°.
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5.1 Dénombrement

5.1.1. Dénombrement de la flore total mésophile(FTAM)

La recherche de la flore totale mésophile est effectuée sur gélose nutritive(GN). On
transfert a 1’aide d’une pipette stérile dans une boite de Pétri, une prise d’essaie de 1ml des
dilutions décimales (10 a 10). La gélose GN en surfusion est coulée dans les boites de
Pétri, ensuite un remuage a été effectué pour permettre une répartition homogene des
colonies. Enfin une incubation a 30°C pendent 24h a 72h (Figure 3).

Figure 3 : Dénombrement sur gélose GN

Apres incubation, les boites contenant entre 15 et 300 colonies sont retenues, au niveau de
deux dilutions successives. Les colonies ont été compté pour chaque dilutions pour
déterminer le nombre d’UFC/ml pour le lait cru et I’ben, d’UFC/g pour le fromage, en

utilisant la formule suivante :

No
" (n1+0,1n2)d

e XC : lasomme des colonies comptées sur les boites retenues.

e nl:nombre de boites retenues dans la premiere dilution.
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e n2:nombre de boites retenues dans la seconde dilution.

e d: dilution a partir de laquelle les premiers dénombrements sont obtenus.
5.1.2. Dénombrement de la flore lactique

Dans le but d’apprécier la charge en bactéries lactiques de types sauvage de produits
laitiers traditionnels analysés (I’ben et fromage), un ensemencement en masse dans la
gélose MRS est effectué a partir de deux dilution successive approprié¢ (10 et 10°) des
échantillons (lait cru, I’ben et fromage) (figure4).

M A [ i (i (i
e
vy v v v V¥

Figure 4: Dénombrement sur gélose MRS

5.2. Recherche

5.2.1. Recherche d’E.coli

A partir de la solution mére et de la dilution 10 des trois échantillons du lait cru
(Ech2, Ech4 et Ech6), on a ensemencé en masse 1 ml sur la gélose EMB. une incubation
est réalisé a 44°C pendant 24H a 48H. Le résultat se manifeste sous forme de colonies

vertes avec eclat métallique.
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5.2.2. Recherche de Staphylococcus aureus

Leur recherche reposent sur I’emploie de deux milieu de culture, milieu Giolitti
Cantoni comme milieu d’enrichissement et le milieu Chapman et Baird Parker comme

milieu d’isolement.
5.2.2.1. L’enrichissement

Un volume d’un millilitre de chaque échantillon a été prélevé et mis dans un tube a essai
contenant 9ml de Giolitti Cantoni+additif (tellurite de potassium). Les tubes sont incubés a

37°C pendant 24h. La présence de S.aureus se traduit par un trouble noir.
5.2.2.2. L’isolement

a) Sur gélose Chapman

Le but d’utiliser la gélose Chapman est d’observer la dégradation du mannitol par le
virage de la couleur rouge vers le jaune avec présence colonies dorées ou bien

blanche avec le changement de couleur du milieu.

Des ensemencements en stries ont été effectué a partir des tubes de GC sur gélose

Chapman.Les boites sont incubés a 37°C pendant 48h.
b) Sur Baird-Parker

Des ensemencements en stries a partir des tubes de GC ont été effectués sur gélose
Baird Parker additionné de jaune d’ceuf et tellurite de potassium. L’incubation s’effectue
pendant 48h a 37°C.

Cette geélose a pour but de montrer la production de la lécithinase et la dégradation de la

lécithine du jaune d’ceuf. Le résultat se manifeste par des colonies noires avec halo claire.
6. Purification

La purification des souches de Staphylococcus aureus se fait alternativement sur le

bouillon nutritif et la gélose Chapman.

7. ldentification et caractérisation

=
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7.1. Test phénotypique

7.1.1. Examen macroscopique

Basée sur I’observation visuelle de la culture des isolats sur le milieu solide et liquide ;
pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies ainsi

I'aspect du trouble dans le milieu liquide.
7.1.2. Examen microscopique
La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole décrit par Prescott et al., 2003.

Cela permet de différencier entre les bactéries a Gram- et a Gram+, les batonnets, les
coques et le mode de regroupement (Singleton, 1999).

7.2. Test Biochimiques S.aureus

7.2.1. Test de Coagulase

Les colonies caractéristiques jaunes dorées sont isolées a partir du milieu Chapman, et
repiquées dans un bouillon BHIB avant d’étre soumises au test de la coagulase. Ce test se
fait par ’addition de 0,5 ml de plasma de lapin (dans ce test c’est le plasma Humain) a
0,5ml de la culture bactérienne. L’incubation se fait a 37°C. Les lectures se font apres
30min, aprés 1h, 2h puis apres 24h. La formation d’un coagulum indique la présence d’une

coagulase (Vernozy-Rozand, 1997).
7.2.2. Mannitol mobilité

Le mannitol est un produit de réduction de D-mannose. Il permet de rechercher

simultanément la fermentation mannitol et la mobilité.

Les souches présumeées S.aureus ont été introduites par piqure centrale dans les tubes de

mannitol mobilité.ces derniers sont incubés a 37°C pendant 24h.

Le virage au jeune du milieu indique la fermentation du mannitol, une diffusion dans la

gélose indique la mobilité des bactéries (Marchal et al., 1991).
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7.2.3. Test d’hémolyse

La préparation d’une gélose au sang est realisé par incorporation de 5ml de sang a la
gélose base sang. Aprés avoir coulé les boites de Pétri, un ensemencement en stries des
souches présumé de Staphylococcus aureus est effectué. L’incubation est réalisée a 37°C
pendant 24 a 48h.

Lecture
Hémolyse o : HEmolyse partielle, on observe une couleur verdatre ou marrons.

Hémolyse p : hémolyse compléte, la couleur rouge disparait, on observe une zone incolore

autour de la colonie
Hémolyse v : pas d’hémolyse.
7.3. Test Biochimiques E.coli

7.3.1. Citrate de Simmons

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone : le citrate seules les bactéries
possédant une citrate-perméase sont capables de se développer sur ce milieu.La pente du
milieu est ensemence en strie longitudinale au moyen d’une anse contenant une souche

présume E.coli .L’ incubation se fait a 37°C pendant 24h.
Citrate positive : culture avec alcalinisation du milieu (virage de I’indicateur au bleu).

Citrate négative : pas de culture (coloration verte du milieu inchangée) (Marchal et al.,
1991).

8. Resistance aux antibiotiques

8.1. Méthode des disques

Elle consiste a mettre en contact la bactérie et le disc imbibé d’antibiotique et ce dernier

diffuse dans le milieu de culture.

La gélose Mueller Hinton est coulée sur les boites Pétri puis ces dernieres sont laissées

sécher. Un ensemencement de souches présumées de S.aureus par écouvillonnage est

B
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réalisé. Puis les trois discs d’antibiotiques Céphoxitine, Oxaciline et Vancomycine sont

déposés.

Par manque de présence du disque de I’amoxicilline, la méthode des puits a été adoptée,
et cela, En ensemencant 1ml de la souche bactérienne par inondation sur des boites de Petri
de gélose Mueller Hinton, apres séchage des puits sont creusés par un embout stérile puis

0,1ml de I’antibiotique est versé dans les puits. L’incubation est faite a 37°C pendant 24h.

La sensibilité aux antibiotiques se traduit par apparition de zones d’inhibition autour des

discs et autour des puits.
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Résultats et discussion

Au cours de cette etude, 6 échantillons du lait cru provenant de différentes régions ont
été analysés pour estimer leur qualité et suivi leur conservation a 6°C au cours de 22 jours.
Les résultats obtenus sont exprimés comme suit :
1.Analyse physico-chimique
1.1. pH

Les résultats du pH pour les six échantillons de lait cru ainsi que du I’bende sont exprimés
dans la figure 5.

pH
8
7
6
5
4
3
2
1
0 Echantillons
Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Ech6
M laitcru ®mL'ben

Figure 5 : Résultats du pH du lait cru et du I’ben.

La valeur du pH mesuré des six échantillons du lait est en moyenne de 6,76 avec une
valeur maximal de 6,96 et une valeur minimale de 6,66.Le lait a 1’état frais a un pH
compris entre 6,6 et 6,8.Ces valeurs du pH du lait analysé (figure 5) sont dans les
standards du pH du lait 6,6<pH<6,8 (J.O.R.A, 1993), et se rapprochent de celles
rapportées par certains auteurs tels que Ouadghiri (2009) au Maroc avec un pH de 6,7.

Ces valeurs peuventétre modifiées considérablement par les infections microbiennes; les
formes aigues versl’acidification et les formes chroniques vers 1’alcalinisation (Araba,

2006) ce qui explique la valeur 6,96 qui tend vers 1’alcalinisation.

Pour le I’ben, les valeurs du pH varient ente 5,23 et 4,31 avec une moyenne de 4,24, ce
qui ne concordent pas avec celles trouvés par Ouadghiri (2009) d’une moyenne de
4,38.Par contre d’apres les résultats obtenu par Boubekri et al,(1996), le pH du I’ben a une

valeur de 4.20 ce qui se rapproche de la moyenne de notre échantillon (4 ,24).
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Certaines normes frangaises imposent généralement un pH inférieura 4,05 ou 4,6 pour le

lait fermenté (Luquet et Corrieu, 2005).

1.2. Epreuve d’ébullition

Apres chauffage du lait cru au bain  Marie, les échantillons du lai ont
réagitnégativement, c’est a dire aucune coagulation n’est remarqué.Les laits normaux ne
coagulent pas a I’ébullition. Un lait avec une forte acidité et avec un début d’altération,

coagule apres 1’ébullition (Serigne, 1997).
2. Analyses microbiologiques

L’analyse microbiologique pour le lait cru et le I’ben consiste en un dénombrement de la

flore totale, flore lactiques, E.coli et la recherche de S.aureus.
-Laitcru
Les résultats du dénombrement pour le lait sont mentionnés dans letableau V.

Tableau V : Résultat de I’analyse microbiologique du lait cru de vache(en UFC/ml).

LAIT Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Ech6é

S.aureus | Présence | Présence Présence Présence Présence Absence
apres 24h | aprés 48h apres 24h aprés 48h | apres 24h

E.coli 3.10° 00 4,4.10° 00 00 00

FT 1,7.10° 1,9.10° 1,4.10° 1,3.10° 2,75.10° 2,2.10°

BL 8,5.107 3,6.108 1,5.10° 4,5.107 2,6.10° 1,3.108

*Ind=indénombrable*BL=bactéries lactique *FT=flore totale

S.aureus est present dans les cing échantillons sauf dans 1’échantillon 6.Ceci peut
s’expliquer par le fait que la mamelle de la vache peut contenir ces microorganismes
(Konte, cité par Ndiaye, 1991). lls peuvent étre aussi apportés par le personnel pendant
les différentes phases de manipulation.Le résultat obtenu pour 1’échantillon 6 présente une
absence totale. Cela veut dire que le laitest conforme a la norme. Cette conformité est
I’ccuvre d’une bonne hygiene du personnelchargé a la traite.

Pour E.coli, une charge microbienne de 10° UFC/ml est révélée dans les échantillons 1 et
3, alors que dans le reste deséchantillons, une absence totale.

Pour la flore totale, la majorité des échantillonsdépassent la charge de 10° UFC/ml sauf

chez 1’échantillon 6 ou une valeur de 2,2.10°UFC/ml a été détectée.Cela est di
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probablement a la principale méthode d’hygiéne respectée a savoir le nettoyage des mains
et de la mamelle. En effet selon (JORA N°35,1998) (tableau VI), ces seuils de
contamination en flore totale dépassent la norme fixée a 10°UFC/ml.Les laits analysés ne
sont pas de bonne qualité microbiologique. lls sont également supérieurs aux charge
maximales tolérées par les deux réglementations Francaise et Américaines qui sont
respectivement de 5.10° UFC/ml et 3.10° UFC/ml (Alais, 1984).
Quant aux bactéries lactiques, leurs charges varient de 1’ordre de 10° & 108 UFC/ml. Ces
résultats se rapprochent aux résultats rapportés par Ouadghiri (2009) qui a trouvé des
valeurs qui varient de 8,2.103UFC/ml a 2,1.10" UFC/ml.Les résultats obtenus montrent la

richesse de ce lait en bactéries lactiques

Tableau VI: Critéres microbiologiques du lait cru (J.O.R.A) en comparaison avec les

résultats obtenu

Germe Normes J.O.R.A(1998)
UFC/ml

S.aureus Absence

Germes aérobie 10°

Les coliformes fécaux (E.coli) 103

-L’ben

Les résultats du dénombrement sont mentionnés dans le tableauV11.

Tableau VII: résultats des analyses microbiologique du I’ben.

L’ben Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Ech6
S.aureus | présence présence présence Présence présence Absence
E.coli absence absence absence Absence absence 5,7.10°
FT ind 1,9.10° 3,5.10° Ind ind Ind

BL ind ind 2.108 2,08.108 ind 1,3.108

*ind= indenombrable.
Sur I’ensemble des six échantillons, la présence de S.aureus est observée sur 5
échantillons, alors que dans 1’échantillon 6, il y a absence.Les S. aureus sont inhibés par

un pH acide (Guiraud, 2003). Dans le cas du 1I’ben,S.aureus n’a pas pu étre inhibé.
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En ce qui concerne E.coli, son absence a été observée chez cinq échantillons, alors qu’elle
est de 5,75.108UFC/ml chez 1’échantillon 6. L’absence d’E.coli dans les échantillons 1 et 3
alors qu’elle était présente dans le lait cru, cela peut s’expliquer par la production d’acide
lactique des bactéries lactiques qui a un pouvoir inhibiteur(Rahmoun, 2009).

La charge desbactéries lactiques a augmenté pour 1I’ensemble des échantillons. Les
résultats ont révélé des charges de 108UFC/ml pour les échantillons 3, 4 et 6, pour le reste
elles sont indénombrables, ce qui montre une forte activité d’acidification lors de la
fermentation.

La charge en flore totale est élevé voir indénombrable pour certains échantillons.On
observe une charge proche des normes pour I’échantillon 3.L’énumération de cette flore
pour le I’ben a montré qu’il y a une contamination importante. Cela peut étre corrélé avec
le manque d’hygiéne au niveau de laboratoire lors de la transformation et la manipulation
(FAO, 1998).

3. Testsd’identification

3.1. S.aureus

Le différent test effectuésur I’identification de S.aureus et leur résultats sont illustrés dans
le tableau VIII.

Tableau VIII : résultats des tests d’identification de S.aureus

Test effectué Résultat Aspect

Chapman Colonies au jaune doré
entourées d’une auréole

jaune

Baird Parker un halo clair avec un

centre noir
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Hémolyse zones verdatres autour des

colonies.

Coagulase Coagulase positive

Mannitol Mobilité Mannitol +
Mobilité -

Coloration de Gram Des cellules a Gram
positif, sous forme de
coccies donnant 1’aspect

de grappe de raisin.

Une fermentation du mannitol est observée sur le milieu Chapman et une dégradation de la
lécithine du jaune d’ceuf sur Baird Parker, cette dégradation est assurée par I’enzyme de la
lécithinase de S.aureus.

Le test d’hémolyse révéle que les souches sont hémolyse alpha, c'est-a-dire qu’il y a eu une
lyse partiel des cellules sanguines.

Le test de mannitol mobilité montre que les souches sont immobiles.

Le test de la coagulase des souches est positif, ce qui indique la présence de I’enzyme de
la coagulase, c’est une enzyme capable de faire coaguler le plasma sanguin. La mise en
évidence d'une activité coagulase chez une souche de Staphylococcus est un des critéres
d'identification de Staphylococcus aureus (Delarras,2014).
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La coloration de Gram a révelé que les souches sont cocci Gram positif.
3.2. E.coli

Les résultats de la qualité microbiologique du lait cru de vache révele qu’il estmoins
contaming par les coliformes fécaux. L’aspect des colonies sur la gélose EMB confirme la
présence d’E.coli. Le tableau [IX rapporte les observations macroscopiques,

microscopiques d’E.coli.

Tableau IX: Les résultats d’identification d’E.coli

Test effectué Résultat Aspect

EMB colonies avec éclat vert
métallique.

Coloration de Gram Des cellules a Gram

négative, sous forme de

coccobacilles.

Citrate de Simmons Citrate -

L’apparition de colonies avec éclat métallique est enregistrée sur gélose EMB.
L’observation microscopique de ces colonies a révélé des coccobacilles a Gram négatif

(Fauchere et Avril, 2002).

Sur milieu Citrate de Simmons, les résultats sont négatifs c’est a dire que la bactérie n'a

pas assimilé le citrate comme source de carbone en aérobiose.




Résultats et discussion

4. Résistance aux ATB

L’effet des 4 antibiotiques est testé sur les souches présumé de S.aureusest mis en évidence
par l'apparition d'une zone d'inhibition (zone claire) autour du disc ou dupuitFigure
(6).Letableau X montre les diamétres obtenus avec chaque antibiotique et chaque souche.
Aprésl’application des recommandations du comité de I’antibiogramme de la société
frangaise demicrobiologie CASFEM 2012.

TableauX: résultats des antibiogrammes des souches présume du S.aureus

Charge Diametre Diametres

critiques (mm)
du (mm)
ATB

disque L3 L4 LB2 |LB4 |LB6 |S R

Cefoxitine 30ug O(R) [O(R) |O(R) |O(R) [O(R) |=>27 |<25

Vancomycine | 30ug | 19(S) | 20(S) | 18(S) | 18(S) | 22(S) | =17

Oxacilline 5 22(S) | 21(S) [O(R) |22(S) | 20(S) [ =20 | <20

Amoxicilline | 10mg 65(S) | 33(S) | 36(S) | 42(S) | 52(S) =32 | <16

R : Résistance S : Sensibilité | : Intermédiaire ATB : Antibiotique

L’antibiogramme réalisé sur les souches de S.aureusrévéle que 100% des souches de
staphylocoques coagulase positive sont résistantes a la cefoxitine.Une seule souche (LB 2)
est résistante vis-a-vis 1’oxacilline, par contre quartes souches (L3, L4, LB4 et LB6) sont
sensibles a 1’oxacilline. Ensuite,toutes les souches de S.aureus sont sensibles a la

vancomycine et a I’amoxicilline.

André et al.,(2008) et Haluk C(2012) ont montrés que toutes les souches de S.aureus
isolées a partir d’échantillons de lait cru étaient sensibles & la vancomyscine, ce qui

cohérent avec nos résultats.
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On a également constaté un comportement variable des souches vis-a-vis laCéfoxitine ;
untaux de résistance de 100 % qui est beaucoup plus élevé que celui obtenu par une étude
de I’organisation mondiale de la santé (OMS) en Algérie durant I’année 2010 avec untaux

de 11,7%.La résistance a cette famille d’antibiotiques est due a la production de Béta-

lactamases.

Figure 6 : Résultats de I’antibiogramme du S. aureus

5.Suivie des parametres physico-chimiques des échantillons
5.1. pH

Les valeurs depH des échantillons (I’ben 2 et I’bend)sont exprimées dans la
figure 7.

PH

—o—Lb2

——Lb4

1 : : : . Temps(jour)
10 17 J15 122

Figure 7 : Suivi du pH du I’ben au cours de 22jours.

5
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Durant une période de sept jours, le pH du I’ben 2 décroit de 4.6 & 4.3 pendant sa
conservation. Puis apres sept jours, une augmentation légere du pH de 4,3 a 4,6 enregistre.

Enfin au 22°™ jour de conservation, une légere stabilisation du pH est remarquée.

Du jour 0 jusqu'au 15eme jour, la valeur du pHdécroitprogressivement de 4,8 a 4,4. Puis a

la fin du suivi (jour 22), le pH augmente légérement.

Les variations du pH pour le L’ben 2 entre dans I’intervalle d’acceptabilité de la norme
algérienne qui tolérées de valeurs du pH 4,4 2 4.60 (J.O.R.A, 1993).

Les variations du pH pour le I’ben 4 sont comprise entre 4,3 et 4,8 et qui sont similaires a
celles trouvés par Ngassem(2007). Les valeurs du pH>4,6peuvent s’expliquer par le pH
initial du lait cru qui est assez élevé. Mais cela peut aussi s’expliquer par les conditions de
caillage qui ne sont pas favorable a une forte baisse de pH.

La baisse du pH dans les deux échantillons du I’ben peut s’expliquer par I’utilisation du
lactosepar les bactéries lactiques pour produire del’acide lactique, il en découle une

acidification du milieu et donc une baisse du pH(Ngassem, 2007).
5.2. L’acidité Dornic

Les résultats trouves pour I’acidité Dornic des deux échantillons du I’ben sont exprimés

dans la figure 8.

Acidite(D°)

140
130
120
110
100
90 7b§— —— b2
80
20 S Lba
60
50
40
30
20
10
0 Temps (jour)
JO J7 J15 J22

Figure 8 : Suivie de I’acidité Dornic des échantillons de I’ben au cours de 22 jours.
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Au jour 0, la valeur mesurée de I’acidité Dornic du I’ben2 est de 65D° puis cette valeur
augmente légerement au septieme jour (70D°), ensuite elle atteint une valeur maximale de

92D° au 15°™ jour,puis 1’acidité Dornic redescend & 84D° au jour 22.

Au jour O,la valeur de I’acidit¢é Dornic du I’ben 4est de 70D° puis elle augmente
progressivement pour atteindre la valeur maximale de 110 au 15°™jour. Puisau jour 22,

I’acidité Dornic baisse & une valeur de 76D°.

Les valeurs de I’aciditéDornic pour le 1’ben 2et 1’ben 4 sont supérieurs a la norme
algérienne qui tolére entre75 et 85°D (J.0.R.A, 1993). On note une forte augmentation de
I’acidité Dornic qui est du a une fermentation lactique importante (Marnissi et al.,2013).

D’aprésNgassem (2007), une acidité tres éleve est due a la duré du caillage assez longue
(48h).

Selon Lamontagne etal(2002), les bactéries lactiques produisent plusieurs agents
antimicrobien :acide lactique,eau oxygénée, éthanol, acide acétique, diacétyl et
bactériocines.Les acides sont les plus efficaces pour inhiber la croissance de bactéries
indésirables dans le lait. Malheureusement, il arrive parfois que les bactéries lactiques

s’inhibent entre elles.
6. Suivi de la qualité organoleptique du fromage et du I’ben

Les évaluations organoleptiques €taient un reflet de ’appréciation individuelle dugofit, de
I’odeur, de la couleur et de I’aspect de chaque produit analysé.

Pour le L’ben, les résultats obtenus révélent que presque tous les échantillons ont
lesmémes caractéristiques, une odeur caractéristique et agréable. Cette odeur est le résultat
dumétabolisme microbien et particulierement la fermentation des citrates qui donne
naissanceaux produits organiques volatiles (Benkerroum et Tamime, 2004). Un
goutégalement agréable acide ou légerement acide. Cette acidité qui varie faiblement entre
lesdifférents échantillons est due a la présence d’acides organiques essentiellement de
I’acidelactique. Sa couleur blanchatre peut étre expliquée par 1’absence de B caroteénes qui
sont descomposeés solubles dans la matiére grasse (Paccalin et Galantier, 1986). Le L’ben
a un aspect liquide légérement épais.

Pour le fromage frais, les résultats obtenusapres coagulation au lait cru de vache, posséde

une texture ferme a pate blanches (figure 9). Au bout de 22 jours de conservation, l'arbme

=
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devient plus poussé. L’apparition d’une croute a été remarquée. Le fromage a gardé son
aspect (aucune protéolyse).

Figure 9 : aspect du fromage aprés conservation

7. Suivi des flores bactériennes dans le I’ben et fromage

Un suivi de qualité microbiologique a été effectué aux échantillons pour déterminer leur

qualité hygiénique au cours de la conservation.

7.1. Suivi de la flore total

Les résultats des dénombrements des différents échantillons pour la flore totale sont

montrés dans le tableau XI.

Tableau XI : Résultats de dénombrements pour la flore totale

Temps Jour 0 Jour 7 Jour 15 Jour 22
Ech
L’ben 2 1,2.107 2,9.107 1,2.10° 0,7.10°
L’ben 4 3,4.108 1,7.108 1,1.10° 7.10°
Fromage 3,2.108 2,9.107 2,6.107 9.10°

E
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Figure 10: Resultat de dénombrement de la  Figure 11: Resultat de dénombrement de la

flore totale du I’ben sur milieu (GN). flore totale du fromage frais sur milieu(GN).

Pour les deux échantillons du I’ben analysés, la charge moyenne en flore totalevarie de
1,2.107a 0,7.10°UFC/ml et de 3,4.10% & 7.10° UFC/ml respectivement pour le 1’ben 2 et
I’ben 4 (tableau X)Cette différence de charge révélée entre les différents échantillons
analysés témoigne la variabilité des pratiques de production d’une unité a une autre.Les
résultats obtenus ne concordent pas avec les travaux de Tantaoui-Elaraki et al. (1983)
auMaroc avec une moyenne de 2,15.10°UFC/ml. Par contre, les résultats obtenus dans ce
travail concordent avec ceux obtenus par Djouadi etlfourah(2014) dans une étude
effectuée en Algérie et par El Marnissiet al. (2013) dans uneétude faite au Maroc étant les
moins chargés avec une moyenne de 3.107et 7,8.10°UFC/ml respectivement.Les valeurs
obtenues au cours de la conseravation montrent une diminution de la charge (tableau XII).
Cette diminution est due a I’abaissement du pH dans ce type de produit, ce qui permettrait

I’inhibition de plusieurs germes (Fields et al.,1981; OuazzaniTaybi et al., 2014).

L’analyse microbiologique du fromage frais, fabriqué au laboratoire, montre un taux de la
flore totale de 3,2.108UFC/g juste aprés production. Par contre, aprés 22 jours de
conservation a 6°C, une charge de 9.10° UFC/g a été noté.Ces résultats assez supérieure
par rapport a ceux trouvées par Rhiat.M et al, (2011) (0,3.10°UFC/ml) pour le fromage
controlés et restent supérieure de celle trouver parMennane(2008) 1,43.10°UFC/ml pour le
fromage frais marocain.

Chez les trois produits analysés, on constate une diminution de la charge de la flore totale.

Cette diminution est probablement due a I’effet anti bactérien des bactéries lactiques.Nos

E
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résultats sont supérieurs aux résultats rapportés par Tantaoui- Elaraki et al
(1983)auMaroc pour une moyenne de 2,5.10°UFC/ml pour 20 échantillons.Les charges
microbiennes éleves en flore totale est du a la contamination initiale du lait cru
utilisé(Abdelkarim A, 2008). Selon Tamagnini et al.(2006), la production d’acide parles
bactéries lactiques inhibent la croissance despathogenes par un abaissement du pH du
milieu.

Le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile reste une trés bonne méthode
permettant de garantir la sécurité alimentaire des aliments dans le contréle industrielle. Un
aliment dont la flore totale est trop élevée montrera de mauvaises conditions de
conservationest sera considéré comme impropre a la consommation méme en absence

d’une florepathogénes (Verne-bourdais et al., 2002).

7.2. Suivi des bacteries lactiques
Les résultats des dénombrements de la flore lactique sont motionné dans le tableau XII.

Tableau XI1: Les résultats de dénombrements des bactéries lactiques

w Jour 0 Jour 7 Jour 15 Jour 22
L’ben 2 3,1.10° 3,05.10’ 2,4.10° 1,06.10°
L’ben 4 4,7.10° 2,2.10° 2,7.10° 8,7.10°
Fromage 4,8.10% 2,1.108 1,7.10° 2,4.10"

Figure 12 : Résultat de dénombrement de la flore lactique

du I’ben sur milieu (MRS).
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L’ben :

Les analyses au jour O ont donnés des valeurs importantes en bactéries lactiques pour les
deux échantillons(tableau XIl1).ces résultats sont commodes avec ceux trouvés par
Biatcho(2006) a I’ordre de 108 UFC/g dans le lait caillé artisanal.

D’apres les résultats, on constate que le nombre des bactéries lactiques diminue au cours
de la conservation (tableauXIl). Car d’apres Dieng(2001) le froid précoce appliqué au lait
caillé permet de maintenir les ferments en état de vie ralentie.Les valeurs de la flore
lactique sont inferieur a celles rapportées sur la qualité microbiologique du L’ben produit
au Maroc par Ouadghiri et al.(2009) et Mangia et al. (2014) qui sont de 10°UFC/ml. De
méme Samet-Bali et al.(2010) en Tunisie ont enregistré une valeur moyenne de
1,17.108UFC/ml. En revanche, la charge obtenue est supérieure a celle relevée dans les
études d’EL Marnissi et al. (2013) au Maroc et Djouadietlfourah(2014) en Algeérie qui
sont de I’ordre de 5.10%t 3.10°UFC/ml respectivement. SelonSuliemanetal. (2006), les
variations du nombre de bactéries lactiques d’unéchantillon a un autre est due
principalement a la variation du type du lait utilise, son origine,la microflore indigéene
locale, les conditions climatiques ainsi que I'environnement de lafabrication et le processus
de transformation appliqué. Ce nombre ¢€levé prouve qu’elle est lamicroflore principale
responsable de la production d'acide lactique et de développement desar6mes dans les laits
fermentés (Stien et al., 1999).

Fromage :

Le tableau montre que les bactéries lactiques sont présentes dans le fromage
analysé a des dénombrements de 108a10’UFC/ml durant sa conservation. Une diminution
de la charge a été constate au 15émeé jour,ces valeurs sont plus élevées par rapport aux
résultats reportés par Mennane et al,(2007), ou le J'ben posséde des charges de (4.10%t
7,5.10°UFC/ml), respectivement. De méme, les études de Belyagoubi et
Abdelouahid(2013) sur les bactéries lactiques du fromage ont révelé des valeurs moins
élevées. Les résultats obtenus indiquent que, la flore lactique est trés élevée et ce sont des
flores originales de fromage.Cette diminution pourrait s’expliquer par la réfrigération qui a
stoppé la multiplication de la flore lactique. Un bon produit laitier (fromage) devrait avoir

une flore lactique d’environs 102 UFC/g a la DLC.

=
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7.3. Suivi de Staphylococcus aureus

7.3.1. Sur Giolitti Cantoni

Apres 7 jours : Apres 15 jours Apres 22 jours

Figure 13 : Aspect des difféerents échantillons sur GC au cours de leur conservation.

Apres 7 jours de conservation au frais a 6°C, on observe la présence de S.aureus sur
I’ensemble des trois échantillons. Au 15*™jour de réfrigération, toujours il y a présence de
S.aureus. Mais au bout du 22eme jours de stockage, on remarque une légere diminution
chez les échantillons du lben, alors que dans 1’échantillon du fromage, on observe toujours

la présence de S.aureus.

Il faut noter que les laits caillés naturels préparés artisanalement renferment souvent des
Stapylococcus aureus. Ndiaye(1991) les a trouvés dans 19% des échantillons et
Ngassem(2007) dans 4 parmi ses 40 échantillons. Cette contamination peut s’agir des
staphylocoques présents déja dans le lait qui peuvent provenir des mamelles. Ces bactéries
rejoignent le lait lors de la traite (plaies, pis non lavés avant la traite), ou de staphylocoques
portés par le manipulateur (sphére bucco-nasale, peau, plaies) (Thieulon, 2005). La
contamination serait due aux mauvaises pratiques d’hygiene, trempage des doigts dans le

lait, et aux mauvaises conditions de stockage, de transformation et de conditionnement.
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Conclusion

Le présent travail effectué au sein de I'université¢ de Bejaia a pour objectif, le suivi des
paramétres physico-chimiques (pH et acidité Dornic) ainsi que la qualité microbiologique des
deux produit laitiers artisanal : I’ben et le fromage frais, au cours de leur conservation pendant
22 jours a 6°C.

L’analyse physico-chimique a montré, que les valeurs du pH diminuent progressivement
puis se stabilisent a un pH de 4,5 pour le I’ben. Quant a I’acidité Dornic, elle augmente puis

diminue progressivement & une moyenne de 80°D au cours de la conservation.

Quant a I’analyse microbiologique, elle révele que les deux produits contiennent une flore
lactique importante de 1’ordre de 108 UFC/ml et qui diminue faiblement au cours du stockage
(de 10® & 10" UFC/ml). La flore totale montre une charge élevée de I’ordre de 108 UFC/g pour
le fromage et 10’ UFC/ml pour le I’ben) au début de la conservation, puis diminuent
progressivement, ce qui est du probablement I’effet du pH.

L’absence des coliformes fécaux (E.coli) a été constatée chez les deux produits, ce qui
indique une absence de contamination féecale. Par contre la présence de S.aureus présumes
pathogene a été trouvée dans les deux produits laitiers au début du suivi, ce qui révele
S.aureus est initialement présent dans le lait. Au cours de la conservation, on remarque

toujours sa présence, le froid n’a pas pu inhiber sa croissance.

Nous pouvons conclure que la conservation par le froid prolonge la
durée de vie des deux produits tout en maintenant intacte les paramétres physico-chimiques et
la qualité organoleptique, la diminution de la flore totale, mais n’inhibe pas le développement

des bactéries pathogenes (S.aureus).

En perspective, pour une meilleure conservation, il faut améliorer les conditions de la
traite et les opérations de préparation pour la transformation du lait car ce dernier ne subit
aucun traitement thermique. Il faut sensibiliser le personnel qui peut étre un facteur de la
contamination exogene. L’utilisation de matériel et locaux propres peut réduire la
contamination par les bactéries pathogenes. La réfrigération des produits doit se faire juste

apres leurs transformations.

-
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Annexes

ANNEXES 1

Laitcru

Fermentation spontanée
T° ambiant 24-72h

Maturation
( Lait caillé
Egouttage < L
Barattage
Maturation
9
J’ben L’ben Beurre (Zebda)

Figure 01 : Schéma de fabrication des produits laitiers traditionnels (Benkerroum et
Tamime, 2004).
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ANNEXE 2
Composition des milieux de culture (gélose et bouillon)

1. Gélose :

e Geélose Chapman

pH: 7.3

PoPtONE. ..o e l1g
extrait de VIANAE...........oiiiiiiiii e lg
Chlorure de SOdIUM ..o e 75g
MaNNIE Ol o lg
Rouge de phénol.........cooiiiii i 0,025¢g
02T o . P 15¢
Eau distillée ....... oo 1000 ml

e Gelose MRS (De Man-Rogosa-Sharpe, 1960)

pH: 6,5

Extrait de Viande .........coooiiiiii 10g
Extrait de IeVUIe ........ooiiiiiii i e S5¢g
PoPIONE o e 10g
Acétate de SOAIUM .....oiiiieiii e S5¢g
Citrate de SOAIUML.....ouiiit i e e et eee e e e 29
GIUCOSE ettt 20g
M S O 25g
M S O e 0,05¢
KH 2P O 2g
AQAI-aZAT .o 15 ¢

TWEEN B0 ..ttt e LM
Eau distill@e ..o e e, 1000 ml
e Gélose nutritive (TM Media, Inde)

Peptone ... S5g
Extrait de viande ............ooiiiiii e lg
Extrait de 1eVUIe ... e 2g

Chlorure de SOdIUML. ..ot 5g
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e Gélose Baird Parker

pH :6,7

505 03T 10g
Extrait de viande...........ooiiiiiii e S5¢g
Extrait autolytique de 1evure ...........ooiiiiiii i g
Pyruvate de SOdium..........oooiiiiii e e 10g
GLYCINE ..ot e e 12¢g
Chlorure de Hthium ....... ..o e e S5¢g
N ) P 15¢

e Mueller Hinton

pH : 7,3

Hydrolysat acide de caséine.............cooouiiriiiiiiiiii e 17,59
INfuSION de VIANAE. ... 29
AN . 1.5¢
N - T 179

e Milieu citrate de Simmons
Sulfate de MmagnéSIUM ..........oouii it e 0.2g
Dihydrogénophosphate d’ammonium..............c.ceeviiiiiiiiiiiiii i eineennens 0,2¢g
Citrate triSOAIQUE. . ... nene ettt e 2,5¢
Bleu de bromothymol........ ..., 0,08¢g
Sodium ammonium phosphate. ... 0,8g
Chlorure de SOdiUmL. ........oouiti e e 5¢
N 149
e Gélose de base sang

MeElange de PEPLONE. ... ..vit it 169
EXtrait de leVUIE. ... 29
D-glUCOSE. . .. 0,5g
Chlorure de sodium..........o.iiuiii i 7g
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e Mannitol mobilité

pH:8,1

PEITONE. ...t e 209
NItrate de POLASSIUM.....uiiiiiiiiiiitirii ettt ettt e sr et se b e 19
IMIBNNTEOL ..t sttt eb e 29
ROUQGE A8 PRENOL ...t e et 409
GIOSE ...ttt ettt n et e R e b s sh et et n et r e b e ene e ity

2. Bouillon :
e Bouillon MRS (TM Media, Inde)

pH: 6,4

PEPTONE ...t e 10g
EXErait 08 VIANGAE ...ouvieiieieiie e e aees 8g
EXIFait A8 TBVUIE ..ooveeeiece ettt ettt sr e e e 49
] 11T = PR 209
Acétate de sodium trihydraté ...........ccceevvieeiiieiiis v 0,0 g
Citrate d'ammONIUM .....ccviiiiie et en srees e nenaes 2,09¢g
TWEEN B0 .ttt bbbt bbbt e er e enes 1,0ml
Hydrogénophosphate de pOtasSiUMm ..........cccceieeieieiisiiie e e 2049
Sulfate de magnésium heptahydraté ..........cccccooviviieiiiiiiece e 0,2 g
Sulfate de manganese tetrahydraté ............ccoceveeieiecie s 0,059

e Bouillon nutritif

pH : 7

Extrait de viande............oooiiiiii e lg
Extrait de LeVUIe. ... ..o 2g
PepPIONe. ..o e Sg
Chlorure de SOAIUM ......o.iieii i 5g
Eau distille ... ..o e 1000ml

e Bouillon Giolitti Cantoni

pH : 6,9

LI/ 10 1SS PRS PSSR 10g

EXErait A& VIANGE. ... .oiiie ittt st e e e e are s 5¢
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EXIFAIL 08 JEVUIE.....eee ettt st eneenees 59
Chlorure de TERTUML ..o 5¢
IMIBNNTTOL. ...t 209
ChIOrure de SOOIUM......cuiiiie it eeeas 5¢
GIYCINE. .. e bbb 1,29

PYrUVAte e SOUIUM. ..ottt ettt bbb 39

e Bouillon BHIB

pH : 7,4

Brain iNfUSION SONITS. ......cciiiiiiie i 12,59
Beef heart INfUSION SOLIAS.........vuiiiieiiie et e e 5,09
Protense PEPLONE ......ccccveverieiiiieieeiesie s eieies eeeneenennenneneenenneneenenne.10,0
(€] 11T 1= TP UPRPRPRPPRRRN 0o
Sodium ChIOride ......coooviiecece e e eeaaeeeaen2.D,00
Disodium phoSPhate..........c.eoveieiieseieee e et et e eaee a2, D0
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Annexes

Les résultats trouves pour le test de mannitol mobilité sont mentionné dans le tableau

Tableau I : Les résultats trouvés sont mentionné dans le tableau suivant :

Souches Mannitol Mobilité Souches Mannitol Mobilité
L3a + - L3k + -
L3b - - L3l + -
L3c + - L3m + -
L3d + - L3n + -
L3e + - L3o + -
L3f + - L2a + -
L3g + - L2b + -
L3h + - L4a + -
L3i + - L4b + -
L3j + - L4c - -
L4d + - Lbde + -
L4e + - Lb4f + -
L5a + - Lb4g + -
L6a + - Lb4h + -
Lb2a + - Lb4i + --
Lb2b + - Lb4j + -
Lb2c - - Lb6a + -
Lb4a + - Lb6b + -
Lb4b - - Lb6c + -
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Lb4c Lb6d
Lb4d Lb6e
ANNEXES 4

Tableau I1: Résultats du test Citrate de Simmons

Souche Utilisation du citrate
L3a )
L3b (-)
L3c )
L3d (-)
Lla )
L1b (-)
Llc )
L1d (-)
Lle )
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ANNEXES 5

Coloration de Gram

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :

1- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre ;

2- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d‘cau, strier et
sécher par passage rapide sur la flamme d‘un bec benzéne ;

3- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes ;

4- Ajouté du lugol pendant 30 secondes ;

5- Décoloré¢ avec 1’alcool 95% ;

6- Laver a 1‘cau distillée pendant 5 secondes

7- Ajouter la fuschine et laisser pendant 15 a 30 secondes ;

8- Laver a I‘eau;

9- Apres séchage déposer une goutte d‘huile a immersion sur le frottis et observer
au microscope a au grossissement (x 100).

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en

apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.



Résumé

Six échantillons différents du lait cru ont été collecte a partir de divers régions, d’aprés
les résultats d’analyses microbiologiques, trois échantillons du lait cru ont été retenue afin de
les transformé en Iben et au fromage. Un suivi des paramétres physico-chimiques (pH, acidité
titrable) et des paramétres microbiologiques (flore totale, flore lactique et la flore pathogene
qui est S.aureus) dans le but d’étudier I’évolution de ces derniers durant un stockage de 22
jours a 6°C.

Les résultats obtenus suite aux analyses physico-chimiques ainsi que les analyses
microbiologiques effectués ont révélé que les échantillons du lait cru de départ sont de

mauvaise qualité hygiénique.

Les résultats des analyses microbiologique du Iben et du fromage au cours de leur
conservation ont montres qu’il a eu une diminution de la flore totale et la flore lactique.par

contre la flore pathogene (S.aureus) une légére diminution a été remarqué.

En résume, la duré de conservation des produits laitiers artisanaux dépend de la

contamination initiale du lait cru.

Mots clés : Iben, fromage, lait cru, , suivi

ABSTRACT

Six different samples of the raw milk were collected from various regions, according to the
results of microbiological analyzes, three raw milk samples were selected for processing into
Iben and cheese. A monitoring of the physicochemical parameters (pH, titratable acidity) and
microbiological parameters (total flora, lactic flora and pathogenic flora which is S.aureus) in
order to study the evolution of these during a storage of 22 days at 6 ° C.

The results obtained from the physicochemical analyzes as well as the microbiological
analyzes carried out revealed that the samples of the raw milk of departure are of poor
hygienic quality.

The results of microbiological analyze of Iben and cheese during their conservation
showed that there was a decrease in the total flora and lactic flora. In contrast to the
pathogenic flora (S. aureus) a slight decrease was noted.

In summary, the shelf life of craft dairy products depends on the initial contamination
of raw milk.
Key words: Iben, cheese, raw milk, monitoring.
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