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I ntroduction

Les aliments traditionnels font partie du patrineoide chaque peuple et nous
rencontrons et vivons des recettes, entourées dawvir-faire ancestral transmises de
génération en génération. Parmi ces aliments,regsages traditionnels (FOX at, 2000;
HAYALOGLU et al, 2002).

La production des fromages artisanaux, surtout éebase du lait cru, est fortement
liée au terroir, par le biais de la compositionl@ititant dans sa composante biochimique que
microbiologique (MICHEL etal ,2001). Cette composante microbiennes, qualifiee de
naturelle ou indigéne permet de préserver la tigpiei une certaine diversité sensorielle des
fromages (SERHAN ,2008).La caractérisation du frgepaonstitue un point de départ d’'une
démarche dont I'objectif est la conservation egpratection de ses caractéristique spécifique
(CASALTA et al, 2001), c’est aussi le moyen de mieux comprendsenhécanismes qui
déterminent sa typicité et de fournir les référenicelispensables a la mise en place d’'une
appellation d’origine contr6lée (CHAMBA et,1994).

Une grande variété de produits laitiers fermensispeeparée traditionnellement en
Algérie dont le but est la bio-préservation du ladur utilisation ultérieur. Les produits
laitiers traditionnels algériens importants qui t¢atsignification commerciale sont : Raibe,
Lben, Klila, Zebda et jben (BENKERROUM at, 2004.)

Parmi ces produites le j'ben qui différer par (JOVE et JOFFIN J.N, 2003) j'ben
est le produit frais ou affiné, de consistance enoli semi molle qui étre enrobé et dans le
guel le rapport protéines de lactosériaaséine n’excede pas celui du lait, obtenu :

-Par coagulation du lait, lait écrémé, lait paktielent écrémé, écrémé de lactosérum
ou babeurre, seul ou en combinaisons, grace aokfacte la présure ou d'autres agents
coagulants appropriés, et par égouttage partiaatadérum résultant de cette coagulation.

-par I'emploi de technique de fabrication entratnlancoagulation du lait et /ou des
matieres obtenues a partir de lait, présentant aiactéres physiques, chimiques et
organoleptique similaires a ceux du produit défins haut.

L’objectif de notre travail est destingé @eux parties :

» Contréle physico-chimique et microbiologique desqgciéchantillons de j'ben
préparée au laboratoire a partir du lait cru ddgac
* Isolement et identification de quelques germes téfation a partir des

échantillons étudiés.
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Chapitre | : Géneralité sue lait et les produits laitiers

Chapitre | : Généralité sur le lait est les produis laitiers
[-1-définition du lait

Le lait est une sécrétion mammaire normale d'aminag traite obtenue a partir d'une
ou de plusieurs traites sans y ajouter, destindecansommation comme lait liquide ou a un
traitement ultérieur (FAO, 1995).

Il doit étre conservé au réfrigérateur et consordars les 24h. La date limite de vente
correspond au lendemain du jour de la traite. litectar doit étre porté a I'ébullition avant
consommation (car il contient des germes pathogebedait doit étre en outre collecté dans
de bonnesconditions hygiéniques et présenter toutes lesngjasa sanitaires. Il peut étre
commercialiséen I'état cru mais le plus souvent apres avoir sté$ traitements de
standardisation lipidique et'épuration microbienne pour limiter les risquegjigpiques et
assurer une plus longeenservation (JEANTET etl, 2008).

[-2.Propriétés physico-chimique de lait

Les propriétés physico-chimiques du lait sont mlusmoins stables, elles dépendent

de I'ensemble des constitutions comme l'aciditédasité, le pH...

Les principales propriétés physico-chimiques dé&khts types de lait sont résumées

dans le tableau suivant :

Tableau 01:représente la composition physico-chimique de lait

Dromadaire Vache Chevre Brebis
pH 6,51 6,65 6.45-6.60 6,65
Acidité Dornic 15,6°D 16°D 14-18°D 18-22 °D
Densité 1,028 1,032 1.027-1.035 1,036
MST 12,2 g/100g 13 g/100g 12.9% 18,4%
MG 3,15 g/100g 3,8 g/100g 4.1% 7,19%
Protéines 3,11 g/100g 3,5 g/100g 42.9% 5,69%
Lactose 5,24 g/100g 4,6 g/100g 4.5% 4,66%
eau 88,1 g/100g 87,0 g/100g 87.1% /
Cendre 0,8 g/100g 0,72 g/100g / /
Références (KAMOUN, (KAMOUN, (St-Gelais et (ASSENAT, 1985)
1995) et (FARAH| 1995) et (FARAH al,1999) et (MATHIEU 1998)
et RUEGG, 1989) et RUEGG, et(FAO,1990)
1989).
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Chapitre Il : Fromage frais traditioeh(j’ben)

Chapitre Il : fromage frais traditionnel (j’ben)
[I-1.Définition

Selon la norme du Codex Alimentaireslaetnorme internationale FAO/OMS, le
fromage frais ou non affiné est du fromage quipeét a la consommation peu de temps apres
fabrication. Aux termes de la réglementation frasgala dénomination «fromage» est
réservée a un produit fermenté ou non, obtenu paguation enzymatiques du lait, de la
creme ou de leur mélange, suivie d’égouttage. Tesisromages frais ont une DLC de 24
jours (LUQUET et CORRIEU, 2005).
[I-2.Préparation de fromage

Le fromage frais est fabriqué soit du lait deheaou du lait de chévre. Le processus
de fabrication nécessite trois grandes étapes tetem: la maturation, la coagulation et
égouttage (RANDAZO «l, 2002).

» Maturation : c’est la fermentation du lait cru a températurebiamie pendant un
temps variable (24h a 72BENKERROUM et TAMIME, 2004), de facon a favoriskr
multiplication d’'une flore lactique qui va jouer wdle important dans I'acidification du lait.
Cette maturation peut étre spontanée ou provogaiéadjonction de levains. Le recours a des
levains artificiels du commerce n’est cependant fpagours une nécessité absolue, car le
fermier producteur de lait a lui-méme la possiéitiie cultiver un levain naturel a partir de la
flore contenue dans son propre lait (BENKERROUMAMIME 2004).

» Coagulation : c’est une action qui vise a coaguler le lait auyemode la présure

(emprésurage) ou de toute autre enzyme coaguldatgivité coagulante est déterminée par
la force de présure, la température du lait etesxahite.
Le coagulum est obtenu par deux modes de coagulateocoagulation dite lactique et celle
engendrée par l'action de la présure. Ces deux snodeune action simultanée sur le lait
avec cependant une prédominance plus ou moins g®rde 'un ou l'autre selon que le
fromager souhaite obtenir une pate a caractere piésure ou a caractere plus lactique.
(BENKERROUM etTAMIME 2004).

» Egouttage :un des buts essentiels de cette opération estgikr ta teneur en eau du
fromage. Il permet I'élimination de la plus gramuietie du sérum qui impréegne le coagulum.
L’égouttage est amorcé dans des moules qui cortfateftomage sa forme. La nature du gel
influe sur la conduite de I'égouttage. Un gel lqaé subit un égouttage spontané et le caillé a
par conséquent une forte humidité. Cependant, lprgsure est un gel compact, solide ou
I'égouttage ne peut avoir lieu qu’'apres certaimgsrventions telles des actions mécaniques

de pression.
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Chapitre 111 : Makls et methodes

Chapitre 11l : Matériels et méthodes
l1l-1.Matériels et méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratdé microbiologie de la faculté (SNV),
consiste a controler la qualité microbiologiquefidumage frais traditionnel (j’ben) fabriqué a
partir du lait de vache.
[1I-2.Echantillonnage
l1I-2.1.Préparation de fromage traditionnelle (j' ben)

On a préparé un fromage traditionnelle j'ben aeanivdu laboratoire de microbiologie

a partir de lait cru de vache provient d’'une ferfsieel haouasse) située dans la wilaya de
Ouargla .Il est collecté, a partir d’'une espécéndentbélaird) en bonne santé. On préleve un
volume del0 L de lait dans des conditions hygiémginettoyage des trayons, la propreté de
récipient et la salubrité de I'échantillonneur)nafle réduire le risque de contamination. La
fabrication de j'ben faire dans une températureiamé pendant 72 h par les étapes suivants
(La fermentation, La coagulation, L‘égouttage, galaaffinage) (annexe 03), on réparti cette
échantillon de j’ben en cinq portion chacune orajeute un additif differe donc il yon a :
-Echantillon 1 :J'ben naturel (sans additif).

-Echantillon 2 : J'ben additionné au sel.
-Echantillon 3 : J'ben additionné a la coriandre.
-Echantillon 4 : J'ben additionné a I'alil.
-Echantillon 5 : J'ben additionné & romarin.

Puis, on fait un contréle microbiologique d#s analyses physico-chimiques de ces

échantillons.
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Chapitre IV :

Chapitre IV: Résultats et discussion

IV-1.Analyses de qualité physico-chimique du lait

Résultats et discussion

Les résultats d'analyses physico-chimiques dudaitvache sont montrés dans le

tableau suivant :

Tableau 05:Le tableau résume les résultats relatifs aux ta&natiques physico-chimiques

du lait de vache

Les parametres

Le lait vache cru

Normes (AFNOR)

Le pH 6,8 6,6
Acidité Dornic (°D) 18 15-18
Matiére séche total g/l 95,2 102-125
Matiere grasse g/l 19,2 32-36
Taux de cendre g/l 0,69 /

IV-1.1.pH

La valeur du pH du lait de vache cru analyser egafe8. La valeur de pH relevée
dans la présente étude se rapproche de cellesrtégppar CHETHHOUNA, (2011) suait
camelin qui est serait Iégerement plus ac&j87+ 0,06)et aussi le lait humain (6.51 £0.01),

selon SBOUI edl. (2009)et (pH= 6,31+0,15) de lait camelin selon SIBOUKEUWYR)O07).

Ce pH légerement basique pourrait s’expliquer pdeheure faible en caséines, par la

nature d'alimentation ou par I'état physiologigueld femelle et il est conforme au norme

pH= 6,6 (AFNOR, 1998).

D’aprées GORBAN et IZZELDIN, (1997), le pH et leo@@ du lait peuvent étre

affectées par l'alimentation et la disponibilitéedl et le stade de lactation et de I'état

sanitaire de la mamelle (MATHIEU, 1998). Selon CAHRX) (2002), le pH dépendrait

également de la présence de caséines et d’aniogphpdriques. Un faible changement de pH

du coté acide a des effets importants sur I'équlides minéraux (formes solubles et
insolubles) (ALAIS et LINDEN, 1997).
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Conclusion

Conclusion

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humsaindispensable pour le nouveau-
né, comme il s’avere trés bénéfique pour I'adulla.peut le consommer a I'état frais aussi
on peut le préserver comme des produits laitiesst(R.'ben et J’ben...).parmi ces produits le
j’ben qui est préparé traditionnellement a partirlait cru de vache par fois on peut ajouter
des additifs comme (sel, ail, coriande, romarin.sélon [I'habitude alimentaire de

consommateur pour améliorer le gout, 'arome etffpiarpour la conservation.

Au cours de cette étude on a réalisé des analysgsicp-chimiques et
microbiologiques du fromage traditionnelle (j'beppur connaitre la qualité bactériologique

des cing échantillons de j'ben.

Ainsi l'isolement et l'identification de quelguesouches d’altération en basant sur les
tests phénotypiques (tests morphologique, phygiglee et quelques tests biochimiques)

pour connaitre les germes pathogenes qui provégurepathologie pour le consommateur.

Les résultats obtenues montre que les cing eécludtil (ben préparés
traditionnellement au laboratoire) sont offensipar des flores d’altération qui sont
pathogenes ces germes sodreptocoques sp, staphylocoques sp et Citrobacter

intermedius.qui provoquent un risque sur la santé de consonunate

La contamination de j’ben peut étre due a la coitation de la matiere premiere (le

lait) ou au cours de la fabrication (le mal netpyae matériel utilisé, la mal préparation....).
Ces observations ouvrent des Perspectives futures:

- Comparer nos résultats de la wilaya Ouargla ave@amantillon d’'une autre
région.

- Comparer nos résultat de j'ben fabriquer au laivaehe avec un j’ben produis par
une autre type de lait.

- ldentification moléculaire est nécessaire poubkastéries pathogénes.
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Résumé :
Jben est le produit laitier traditionnel (fromage fraigkest I'état de lait préservée, il |
contient une microflore variée. Cinq échantillomsjtien ont été soumis a des analyses physicc
chimiques et microbiologiques afin de mettre endémnce leurs qualité hygiénique et
bactériologique. Les résultat montre que le pH maoge ces échantillons est de 04 et I'acidité
moyenne est de 88.3°D, la charge bactérienne &erdbiale est en moyenne de
(10,78x16UFC/ml), le dénombrement de bactérie lactique es{ld,08x10UFC/mI) ,la flore
fongique est trés faible (0,66X10FC/ml) on remarque I'absence des thermorésistdms.
présence des coliformes fécaux (<110%IBC/germe) et coliformes  totaux
(<46X1CPUFC/germe), La détection et I'identification defllere d’altération montre la présence
des streptococcus sp, Staphylococcus sp, I'absence desaurius. Et la présence d€itrobacter

intermedius appartient aux entérobactéries. J’ben cont@lgontré par les propriétés analysées

n'est pas dans les normes.

>

Mots clés: J'ben traditionnelle, Qualité bactériologique, ritfcation bactérien, Bactéries
pathogenes.

Summary:

J'ben is the traditional dairy products (cream sbgés the state of preserved milk, it
contains a varied microflora. Five samples of j'lveere subjected to physicochemical and
microbiological analyzes to highlight their hygienand bacteriological quality. The result
shows that the average pH of the sample was O4hendverage acidity of 88.3 ° D the total
aerobic bacterial load is averaged (10,78KEL / ml), the lactic acid bacterial count is 06(1
08x10UFC / ml), the fungal flora is very low (0,66X10FC / ml) we note the absence of heat-
resistant. The presence of fecal coliforms (<118WET / germ) and total coliform
(<46X1CPUFC / germ), the detection and identification obitgye flora shows the presence of
Sreptococcus sp, Saphylococcus sp, the absence dbaurius , the presence dfitrobacter
intermedius belongs to Enterobacteriaceae. Controlled by Bbewed crawled properties is not
in the standards.

Keywords: traditional J'ben, bacteriological quality, ba@kidentication, pathogenic bacteria.
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I ntroduction

Les aliments traditionnels font partie du patrineoide chaque peuple et nous
rencontrons et vivons des recettes, entourées dawvir-faire ancestral transmises de
génération en génération. Parmi ces aliments,regsages traditionnels (FOX at, 2000;
HAYALOGLU et al, 2002).

La production des fromages artisanaux, surtout éebase du lait cru, est fortement
liée au terroir, par le biais de la compositionl@ititant dans sa composante biochimique que
microbiologique (MICHEL etal ,2001). Cette composante microbiennes, qualifiee de
naturelle ou indigéne permet de préserver la tigpiei une certaine diversité sensorielle des
fromages (SERHAN ,2008).La caractérisation du frgepaonstitue un point de départ d’'une
démarche dont I'objectif est la conservation egpratection de ses caractéristique spécifique
(CASALTA et al, 2001), c’est aussi le moyen de mieux comprendsenhécanismes qui
déterminent sa typicité et de fournir les référenicelispensables a la mise en place d’'une
appellation d’origine contr6lée (CHAMBA et,1994).

Une grande variété de produits laitiers fermensispeeparée traditionnellement en
Algérie dont le but est la bio-préservation du ladur utilisation ultérieur. Les produits
laitiers traditionnels algériens importants qui t¢atsignification commerciale sont : Raibe,
Lben, Klila, Zebda et jben (BENKERROUM at, 2004.)

Parmi ces produites le j'ben qui différer par (JOVE et JOFFIN J.N, 2003) j'ben
est le produit frais ou affiné, de consistance enoli semi molle qui étre enrobé et dans le
guel le rapport protéines de lactosériaaséine n’excede pas celui du lait, obtenu :

-Par coagulation du lait, lait écrémé, lait paktielent écrémé, écrémé de lactosérum
ou babeurre, seul ou en combinaisons, grace aokfacte la présure ou d'autres agents
coagulants appropriés, et par égouttage partiaatadérum résultant de cette coagulation.

-par I'emploi de technique de fabrication entratnlancoagulation du lait et /ou des
matieres obtenues a partir de lait, présentant aiactéres physiques, chimiques et
organoleptique similaires a ceux du produit défins haut.

L’objectif de notre travail est destingé @eux parties :

» Contréle physico-chimique et microbiologique desqgciéchantillons de j'ben
préparée au laboratoire a partir du lait cru ddgac
* Isolement et identification de quelques germes téfation a partir des

échantillons étudiés.
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Chapitre | : Géneralité sue lait et les produits laitiers

Chapitre | : Généralité sur le lait est les produis laitiers
[-1-définition du lait

Le lait est une sécrétion mammaire normale d'aminag traite obtenue a partir d'une
ou de plusieurs traites sans y ajouter, destindecansommation comme lait liquide ou a un
traitement ultérieur (FAO, 1995).

Il doit étre conservé au réfrigérateur et consordars les 24h. La date limite de vente
correspond au lendemain du jour de la traite. litectar doit étre porté a I'ébullition avant
consommation (car il contient des germes pathogebedait doit étre en outre collecté dans
de bonnesconditions hygiéniques et présenter toutes lesngjasa sanitaires. Il peut étre
commercialiséen I'état cru mais le plus souvent apres avoir sté$ traitements de
standardisation lipidique et'épuration microbienne pour limiter les risquegjigpiques et
assurer une plus longeenservation (JEANTET etl, 2008).

[-2.Propriétés physico-chimique de lait

Les propriétés physico-chimiques du lait sont mlusmoins stables, elles dépendent

de I'ensemble des constitutions comme l'aciditédasité, le pH...

Les principales propriétés physico-chimiques dé&khts types de lait sont résumées

dans le tableau suivant :

Tableau 01:représente la composition physico-chimique de lait

Dromadaire Vache Chevre Brebis
pH 6,51 6,65 6.45-6.60 6,65
Acidité Dornic 15,6°D 16°D 14-18°D 18-22 °D
Densité 1,028 1,032 1.027-1.035 1,036
MST 12,2 g/100g 13 g/100g 12.9% 18,4%
MG 3,15 g/100g 3,8 g/100g 4.1% 7,19%
Protéines 3,11 g/100g 3,5 g/100g 42.9% 5,69%
Lactose 5,24 g/100g 4,6 g/100g 4.5% 4,66%
eau 88,1 g/100g 87,0 g/100g 87.1% /
Cendre 0,8 g/100g 0,72 g/100g / /
Références (KAMOUN, (KAMOUN, (St-Gelais et (ASSENAT, 1985)
1995) et (FARAH| 1995) et (FARAH al,1999) et (MATHIEU 1998)
et RUEGG, 1989) et RUEGG, et(FAO,1990)
1989).
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[-3.Produits laitiers traditionnels

C’est 'augmentation de la production du lait duregrtaines saisons et la difficulté de
son préservation sous la forme fraiche a conduidéxeloppement des technologies de
production traditionnelle (LAHSAOUI, 2009). La cammation des produits laitiers est
eégalement associée a des effets bénéfiques samti@d an plus de leurs valeurs nutritionnelles
(TAKAHIRO et al, 2007; SHAN-NA etal, 2011). La transformation du lait de vache en
produits laitiers traditionnels algériens, tels @ab, Lben , Jben, Bouhazza, Lghaunane , La
Klila ou caséine desséchée, La creme, Aoule, Lebé&chouna , Madghissa , Kémaria . Ces
produits sont partie intégrante d’héritage algém¢ront une grande importance culturelle
médicinale et économique, ils ont étre développée e longue période avec les
compétences culinaires de fermes en plus de laepat®on des solides du lait pour plus
longuement a température ambiante (LAHSAOUI, 2009).
[-3.1.Bouhazza

C’est un fromage typiqguement fabrique a partitaitecru (vache, chévre, brebis) non
ensemencer dans le territoire de I'Aurés (zone GiadqTOUATI, 1990)ceci se confirme
par sa charge en flore mésophyte et de streptodagtique, ces germes sont responsables
surtout de la diminution concomitante du pH et’dagmentation de I'acidité (AISSAOUI et
AL. 2003) efLAHSAOUI, 2009).
[-3.2. Lghaunane

Fromage fabriquée dans la région kabyle a particalastrum la préparation se fait
dans un tensilen Terre cruit en duit d’huile d’eligans le quelle sera découpé et prét a étre
consommer (LAHSAQUI, 2009).
[-3.3.Takammart

Fromage de Hoggar ; sa fabrication se fait papéhiction d’'un morceau du caillette
de jeunes chevreaux dans lait, apres quelque hkupsslle est retiré a I'aide d’'une louche.
(BOUADJAIB.S, 2013)
[-3.4.L’ben

La préparation artisanale de I'ben esipé, le lait est abandonné a lui-méme jusqu'a
sa coagulation. Celle-ci se fait a température antbiet dure 24 a 48 h selon la saison. Le
barattage qui lui succede dure 30 & 40 minutes. faldu barattage, on ajoute généralement
un certain volume d'eau (environ 10 % du volumelat), chaude ou froide, suivant la

température ambiante, de facon a ramener la tetop@rale lI'ensemble a un niveau
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convenable au rassemblement des grains de bel®¥GHIRI, 2009 ; BENKERROUM et
TAMIME, 2004).

I-3.5.La créeme, la Zebda ou beurre frais

Le beurre est un «produit gras dérivé exclusiverdariait et/ou de produits obtenus a
partir du lait, principalement sous forme d’'une &imn du type eau dans huile». Il est obtenu
par barattage de la creme du)laElle contient totalité des lipides du lait (LUQUEET
CORRIEU, 2005).

[-3.6.Aoules

Il est fabrigué a partir du lait de chéwai est extrémement aigre. Aprés une
coagulation intense, le fromage obtenu a une péte @(matiere séche représente 92%).
L'égouttage se fait dans une paille ensuite, itefsrmé sous forme des boules plates séchées
au soleil, il peut étre consommé en mélange aved#tes (ABDELAZIZ ET AITKACI,
1992).

I-3.7.Lebaa

La matiere premiere est le colostrum, fpa il est mélangé avec des ceufs, il est salé

puis bouillit pendant 15 mn environ. Le produiteu est appelé lebaa (LEMOUCHI, 2008).
I-.3.8.Raib

Le Railfait partie des produits laitiers fermentés popekien Algérie, en plus du
L’ben (lait écrémé fermenté). Le Radbune trés ancienne tradition en Algérie; il ebtitpué
a partir du lait cru de vache ou de chévre. La émtation du lait, comme de nombreux
procédés traditionnels de fermentation, est sp@etahincontrblée et pourrait étre une source
précieuse des bactéries lactiques autochtones (MEEHKIRANE, 2008). Contrairement
au L’ben le Raibne subit pas une opération de barattage et d’ég&nilas’agit d’'un lait
fermenté entier.
[-3.9. Kémaria

La Kémaria c’est un type de fromage itranel qui caractérise une place tres
important dans la société d’'une valeur de consommates remarquable autochtone de la
Wilaya de Ghardaia (HARROUZ et OULAD HADJ ,2007)
[-3.10.La Klila ou caséine desséchée

La Klila est préparée a partir du chaudiir feu doux pendant 12 minutes environ pour
favoriser la séparation du caillé et du lactoséetiimccélérer le processus d’égouttage.
La lait caillé est égoutté dans un tissu fin (TOUAIO90).
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[-3.11.Méchouna

Il est fabriqué a partir du lait cru qui est chauffisqu'a ébullition. Ensuite, on ajoute
de lait fermenté I'ben ou raib et du sel. En wuilisune gaze, le mélange est laissé égouitter. Il
est consommeé frais ou avec la galette (LEMOUCHIQ8).
[-3.12.Madghissa

Le fromage est connu dans la zonehdwuwaia coté Est du pays. Il est préparé avec la

klila Fraiche apres salage et incorporation duftais. L'ensemble est porté a ébullition sur
feu Doux jusqu'a séparation du caillé et de lactoeé Apres refroidissement du mélange, la
Marmite est basculée pour éliminer le lactoséruenframage ainsi préparé est une pate jaune
Salée et élastique appelée madghissa (AISSAOURB)200
[-3.13. J’ben

A cOté de ce secteur traditionnel, certaines una#égres semi-industrielles se sont
aussi intéressées a la fabrication du «J'bensisanil du lait soit cru, soit pasteurisé, et des
procédures de préparation plus ou moins améliofgesce fait, il existe aujourd’hui de
nombreuses méthodes de préparation du «J’ben» (ERROUM et TAMIME 2004).
[-4.Microflore du lait cru
[-4.1. Flore originelle

La flore originelle des produits laitiers se déficomme I'ensemble des
microorganismes retrouvés dans le lait a la saltiepis, il est pratiquement stérile et est
protégé par des substances inhibitrices appel@sniaes ont une activité limitée dans le
temps (une heure environ apres la traite) (CUQ7200

Les genres dominants sont essentiellement despmiéso (VIGNOLA, 2002). Il s’agit
de microcoques, mais aussi streptocoques lactefuastobacilles. Ces microorganismes, plus
ou moins abondants, sont en relation étroite a\aicnkentation (GUIRAUD, 2003) et n’ont
aucun effet significatif sur la qualité du lait etur sa production (VARNAM et
SUTHERLAND, 2001). Le tableau suivant regroupegdgacipaux microorganismes originels
du lait avec leurs proportions relatives.

Tableau 02:Flore originelle du lait cru (VIGNOLA, 2002)

Microorganismes Pourcentage (%)
Micrococcussp 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcu®u Lactococcus <10
Gram négatif <10
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I-4.2.Flore de contamination

Cette flore est 'ensemble des microorganisnestaminant le lait, de la récolte
jusqu’a la consommation. Elle peut se composer &’'tiare d’altération, qui causera des
défauts sensoriels ou qui réduira la durée de coasen des produits, et d'une flore
pathogéene dangereuse du point de vue sanitaireNOI@&\, 2002).

La flore de contaminations par divers microorgamsm peuvent provenir de
'environnement:  Entérobactéries, Pseudomonas, Flavobacterium, Mmgoes,
Corynébactéries, Bacillygtc..., par I'intermédiaire du matériel de traatale stockage du lait,
par le sol, I'herbe ou la litiere, le tableau O8u@é ces germes.

Des contaminations d’origine fécale peuvent entmaila présence d€lostridium
d’entérobactéries coliformes et éventuellementntdbactéries pathogénesSalmonella
Yersinia Ceci explique 'importance d’un contrdle rigouxedu lait (LEYRAL et VIERLING,
2007).

D’autres microorganismes peuvent sevieo dans le lait, lorsqu’il est issu d’un animal
malade. Il peut s’agir d’'agents de mammites, @edire d’infections du pis Streptococcus
pyogenes Corynebactérium pyogenes, staphylocoques, ett.peut s’agir aussi de germes
d’infection généraleSalmonella ; Brucella, Listeria monocytogenes, dbacterium bovis et
tuberculosis, Bacillus anthracis, Coxiella burmegt quelques virus) (FAO, 1995).
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Tableau 3: Sources de contaminant le lait cru (JAKOEak®22009)

Sources de contamination

Diédnc

Germes Gram positifs

-Germes sporulés aérobies

Terre, poussiére, foin (trés répandu)

Certaines espéces

-Germes sporulés Ensilage, fourrage vert en Non
anaerobies (clostridies) fermentation, boue
-Entérocoques Feéces, résidus de lait Non
-Staphylocoques Peau, muqueuses Non
-Microcoques Peau, résidus de lait Certaines espéces
-Bactéries propioniques Peau, résidus de lait, fourrage vert|éwon

fermentation, ensilage
-Bactéries lactiques Plantes, ensilages, résidus de | Non

muqueuses
-Bactéries corynéformes Peau, sol Certaines especes

Germes Gram négatifs
-Colibactéries (E. coli)

Féces, eaux usées

Non

-Entérobactéries

Plantes, feces, eaux usées

Certaines especes

-Pseudomonas Eau, sol (tres répandu) Non

-Alcaligenes, Eau, sol (tres répandu) Non

Flavobacterium, etc.

Levures Sol, plantes, résidus de lait (tr Non
répandues)
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Chapitre Il : fromage frais traditionnel (j’ben)
[I-1.Définition

Selon la norme du Codex Alimentaireslaetnorme internationale FAO/OMS, le
fromage frais ou non affiné est du fromage quipeét a la consommation peu de temps apres
fabrication. Aux termes de la réglementation frasgala dénomination «fromage» est
réservée a un produit fermenté ou non, obtenu paguation enzymatiques du lait, de la
creme ou de leur mélange, suivie d’égouttage. Tesisromages frais ont une DLC de 24
jours (LUQUET et CORRIEU, 2005).
[I-2.Préparation de fromage

Le fromage frais est fabriqué soit du lait deheaou du lait de chévre. Le processus
de fabrication nécessite trois grandes étapes tetem: la maturation, la coagulation et
égouttage (RANDAZO «l, 2002).

» Maturation : c’est la fermentation du lait cru a températurebiamie pendant un
temps variable (24h a 72BENKERROUM et TAMIME, 2004), de facon a favoriskr
multiplication d’'une flore lactique qui va jouer wdle important dans I'acidification du lait.
Cette maturation peut étre spontanée ou provogaiéadjonction de levains. Le recours a des
levains artificiels du commerce n’est cependant fpagours une nécessité absolue, car le
fermier producteur de lait a lui-méme la possiéitiie cultiver un levain naturel a partir de la
flore contenue dans son propre lait (BENKERROUMAMIME 2004).

» Coagulation : c’est une action qui vise a coaguler le lait auyemode la présure

(emprésurage) ou de toute autre enzyme coaguldatgivité coagulante est déterminée par
la force de présure, la température du lait etesxahite.
Le coagulum est obtenu par deux modes de coagulateocoagulation dite lactique et celle
engendrée par l'action de la présure. Ces deux snodeune action simultanée sur le lait
avec cependant une prédominance plus ou moins g®rde 'un ou l'autre selon que le
fromager souhaite obtenir une pate a caractere piésure ou a caractere plus lactique.
(BENKERROUM etTAMIME 2004).

» Egouttage :un des buts essentiels de cette opération estgikr ta teneur en eau du
fromage. Il permet I'élimination de la plus gramuietie du sérum qui impréegne le coagulum.
L’égouttage est amorcé dans des moules qui cortfateftomage sa forme. La nature du gel
influe sur la conduite de I'égouttage. Un gel lqaé subit un égouttage spontané et le caillé a
par conséquent une forte humidité. Cependant, lprgsure est un gel compact, solide ou
I'égouttage ne peut avoir lieu qu’'apres certaimgsrventions telles des actions mécaniques

de pression.
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Suivant le godt du fromager, le salage peut éiite @&st une opération importante dans la
fabrication des fromages. Elle a des effets maspl elle améliore I'égouttage en le
complétant, elle oriente et sélectionne le dévedapmt microbien et reléve la saveur de la
pate (BENKERROUM eTAMIME 2004).

» Salage:Le salage a un triple réle :
-Il complete I'égouttage et contribue a la formatae la croute.

-Il régle l'activité de l'eau (AW) du fromage et mpda favorise, freine ou oriente le
développement des micro-organismes et les actigitéggmatique au cours de l'affinage.

-Il révele la saveur du fromage et masque ou elalj@ut de certaines substances formées au
cours de l'affinage (VISSER, 1993).

Deux procédés de salage sont utilisés : le salage des fromages par soupoudrage a
la main ou a la machine, par frottage ou par in@@on dans le caillé ; le salage en saumure
généralement saturée (318 g/l a 20°C) (LE JAOUE99)L

» Affinage :

A la fin de I'égouttage, le coagulum se trouve starsne d’'un gateau de volume, de
frome et de composition déterminés .Sauf dansdeogace coagulum est consommé a I'état
frais, il subit alors un affinage (ou maturation)i ya modifier sa composition, sa valeur
nutritive, sa digestibilité et ces caracteres oofgutiques (aspect, consistance, saveur, odeur)
(ECK et GILLIS, 1997)

L'affinage correspond a un ensemble de dégradatimmymatique, simultanée ou
successive du caillé. Il est dominé par plusiedrénpmenes biochimiques dont les plus
importants sont la fermentation du lactose, la aéation enzymatiques des protéines et
I'hydrolyse de la matiére grasse. Ces transformatite s’arrétent pas au stade primaire, car
le ou les produits formés peuvent étre a leur tmansformé et donner naissance a de
nouveaux composés, eux-mémes susceptibles d'étpeis repar d’autres systémes

enzymatiques.

Toutes ces transformation que subit le sab&nt évoluer sa texture et sa flaveur, qui
atteindront un degré optimal apres une certainegeid’affinage plus ou moins longue selon
le type de fromage (FAMELART el, 2002 ; BUCHIN et NOEL, 2002).
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Figure 01: Schéma de la fabrication des produits laitiersiti@athels (BENKERROUM et
TAMIME, 2004).
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[1-3.Composition physico-chimique de j'ben

Les caractéristiques physico-chimiques,dedmes et les propriétés organoleptiques
du fromage dépendent de celles du lait cru quiratsor dépend de la race des animaux et
leur type d’alimentation (POZNANSKI et, 2004).

Généralement, Le pH (< 4,2) et l'acidité titral#ed(9%) sont les parameétres les moins
variables du « J'ben ». Cependant, les matieredesototales du « J’ben » sont le facteur le
plus variable car ce dernier dépend de la durégodiage. Etant donné que les lipides, le
lactose et les protéines constituent les principaommposants de I'ensemble des matiéres
solides en « J'ben », ils sont directement inflésnpar les variations des dites matieres
solides (BENKERROUM et TAMIME 2004).

[I-4.Microflore de J'ben

La composition microbiologique du fromage dépeledcelle du lait de départ, du
processus de fabrication qu’il a subi et de I'age fomage (ERCOLINI etal, 2009).
Généralement, elle est dominée par les bactértiguas en I'occurrence lésactococcus et
les Enterococcus qui influencent les caractéristiques sensoriellds produit fini
(RANDAZZO etal, 2009).

[I-4.1. Bactéries

Les bactéries lactiques sont présents dans un lait recueilli de fagconfagament
aseptigue. Ce sont donc, en fait, les vraies hastdu lait ; celles de la flore originelle :

» les streptocoques lactique sont les plus nombré&peptococcus lactic ,Scremoris,
Sdiacetylactis .Leur role principal est de produire de l'acidetique a partir du lactose lls
produisent aussi de petites quantités d’aldéhyded’acide volatils qui sont des composants
d’arome les streptocoques lactique sont les prinpipesponsables de la formation du caillé
mais ils agissent encoure sur le lactose résidusl de I'égouttage et méme au début de
I'affinage .

» les lactobacilleslactobacillus bulgaricus, L.ptantarum, L.casei, L.thermophilus) sont
pour la plupart des especes homofermentairesait&cipent de facon plus importante que les
streptocoques a la production de composants d’arbeues réles est donc essentiel au cours
de l'affinage. Peu représentés dans le lait etécddur concentration augmente fortement au
cours de l'affinage.

» Lesleuconostoc constituent le troisieme groupe important de b&déactique. Leur
développement et peu abondant mai leur rble eshisbcar ces bactéries héterofermontaires

produisent de I'éthanol et des acides organiqueartr du lactose, du diacétyle a partir du
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citrate. lls participent donc a la constitutionldeome et la saveur (LEYRAL et VIERLING,
2007).

Les bactéries de surfaceprésentes en quantité variable dans le lait, sborigine
exogene et constituent la flore contaminante. Etag apportées en quantité appréciable par
la saumure.

Certaines sont protéolytiques et interviennamtsda transformation de la caséine puis la
dégradation des acides aminés qui en résultentplupart sont aussi lipolytiques et
participent a la dégradation des triglycérides dillécavec production des acides organiques
variés (LEYRAL et VIERLING, 2007).

Les bactéries propioniques sont en petit hombre dans le lait. Leur conctioima
augmente au cours de l'affinage de certain fromgfies fermentent le lactose résiduel avec
production d’acide propionique, d'acide acétiquedetdioxyde de carbone (LEYRAL et
VIERLING, 2007).

[I-4.2. Les champignons microscopiques

> Les leveurs

Parmi les nombreuses especes de levures peupldat, Iseules certaines espéces
peuvent se maintenir dans le caillé. Elles produides composés d’arome.

» Les moisissures

Elles jouent un réle trés actif dans I'affinagetd@s Penicillium caseicolum dans le
fromage de Brie, Penicillium caomembertii et Gabtinn dans le camembert, Penicillium
roquefortii dans les fromages a pate persillée tggeefort.

Ces moisissures ont une activité lipolytique ettgwtytique intense .La caséine, les
graisses du caillé sont métabolisées en un grambreode composés concourant largement
au développement des qualités organoleptiquesatoafye. La plupart consomment I'acide
lactique, ce qui désacidifie le fromage et contib@& lui donner sa texture définitive
(LEYRAL et VIERLING, 2007).

[1-4.3.Les protozoaire

On trouve parmi les protozoaires de nombreux passjue peuvent étre transmis a
’homme par des aliments contaminés a partir daémest fécales de facon plus ou moins
directe : eau, légumes, viandes cru ou insuffisaniaits et les produites laitiers etc. en
principe, ils ne se développent pas dans les piodlimentaires, mais un petite nombre de
cellule suffit pour déclencher une infection. Laitement des eaux, la cuisson des aliments et
'hygiéne permettent d’empécher le développements denaladies concernées.
(GUIRAUD ,1998).
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[1-4.4.Virus

Les virus sont des pathogenes pour homme, lesaamirat les végétaux .D‘autre
appelés bactériophages, sont des virus bactérampable de causer des dégats au sein de
populations bactériennes d’intérét technologiquéaut rappeler que les virus sont incapable
de se multiplier en dehors de la matiere vivantguéits sont transmis par les aliments. lls
provoquent des troubles gastriques ou intestinpag,fois maladies plus graves (hépatite,
polyomyélite) (GUIRAUD ,1998).

[I-5. Principales activités microbiennes dans le pen
[I-5.1.Acidification

La croissance des bactéries lactigues dans leemdifine une production important
d’'acide lactique par la consommation du lactosedaant finalement a I'abaissement de
pH. Cet abaissement de pH a deux conséquencestanisopour la constitution du caillé :

-Il renforce la vitesse de coagulation par l'opsation des activités enzymatiques
d’hydrolyse des caséines.

-Il augmente la synérése (égouttage du caillé)lpaenforcement rapide des micelles de
caséine au sein du gel protéique formé lors deuwatgn (DRIDER et PREVOST, 2009).

Les bactéries lactiques possedent une large diwedsi comportement concernant la
consommation des sucres et donc la productiondakdeictique (acidification),que ce soit en
terme de rapidité ou d’intensité ;les streptocoghesmophiles sont les especes probablement
la plus prompt a l'acidification mais sont égalembBespéce qui conduité la moins grande
quantité d’acide lactique finale, probablement amsan de leur sensibilité au PH. Au
contraire, les lactobacilles du groupe |, ainsi giens une moins large mesure, les
lactocoques, croissent plus lentement, mais coeduia de fortes concentrations d’'acide
lactique en fin de processus de fabrication (DRIBERREVOST, 2009).

[I-5.2. Protéolyse

Le second réle important affilié aux bactériesitpst dans la fabrication des fromages
concerne la protéolyse (ensemble des activitéséqisgiques) qui concerne une étape
fondamentale de l'affinage , en agissant aussi Bignla texture que sur les aromes des
produits finis .D’une maniere générale ,les baetelactique et en particulier les lactocoques
et les lactobacilles ,possédent un systeme prdigoty complexe qui permet la dégradation
des protéines extracellulaires et assure leur itapts besoins en acides aminés(DRIDER et
PREVOST, 2009).

La protéolyse globale joue donc un rdle trés posir la qualité finale du fromage

cependant certaines activités protéasiques intemsehiisant a I'hydrolyse de la caséphen
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peptides hydrophobes riches en proline, sont regides de défaut d’amertume si aucune
activité peptidasique ne les dégrade au coursaffinbge.

La dégradation des protéines et des peptidescidesaaminés sont pris en charge par
les mécanismes cataboliques, spécifique de chaspice voire méme de chaque souche
impliquée dans la fabrication des fromages.

Le catabolisme des acides aminés conduit fréquemanlarproduction de nombreuses
molécules aromatique (alcools, aldéhydes, cétarames, acides gras volatiles, thiols) qui
peuvent soit présenter un intérét important daobténtion de la qualité aromatique des
fromages, soit conduire a des défauts d’odeurabdie (DRIDER et PREVOST, 2009).

[1-5.3. Lipolyse

La lipolyse est une caractéristique trés recherdaés I'industrie laitiere car elle est a
I'origine de la production de nombreuses molécalesnatiques, en étroite coopération avec
les activités protéolytiques, contribuant a I'oltiem des caractéristiques organoleptiques des
fromages. L’activité lipolytique globale des ba@srlactiques naturellement présentes dans
la flore des laits ou utilisées comme ferment igst taible comparativement aux autres micro-
organismes de I'écosysteme comme les levures etfisnores, les bactéries corynéformes ou
les bactéries propioniques. L’activité lipolytiquee traduit essentiellement a travers les
activités enzymatiques de type lipases et estéms#scellulaires, qui sont reléguées dans la
matrice fromagere lors de l'autolyse des bactéaescoure du processus de fabrication
(DRIDER et PREVOST, 2009).
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Tableau 04:Synthése des principales activités métaboliquesamiennes dans les produits

laitiers (VIGNOLA, 2002)

Composants Réactions Produits Microorganismes
Glucide est le Lactose -Acide lactique -Bactéries lactiques -
premier Glucose -Acide lactique + CO2 | homo fermentaires
(substrat privilégié) | + -Acides mites + CO2 -Bactéries lactiques
p-galactosidase Galactose -Ac. Propionique + CO2| hétéro fermentaires
-Ac. Butyrique + CO2 | -Bactéries entériques
-Polysaccharides -Propionibacterium sp.
-Alcool -Clostridium sp.
-Désacidification -Bactéries filantes
-Levures
-Levures et moisissure
Protéines Protéines Acides aminés ou dérive -Psychrotrophes
protéases Longs peptides | Composés soufrés -Levures et moisissure
(amertume) Composés ammoniacaux-Propionibacterium sp.
Courts peptides| Amertume -Brevibacterium sp.
Acides aminés | Polypeptides -Ferments lactiques
-Bactéries filantes
Lipides Lipides Rancidité -Psychrotrophes
Lipases Glycérol + -Levures et moisissure
Acides gras -Propionibacterium sp.
libres -Brevibacterium
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Chapitre 11l : Matériels et méthodes
l1l-1.Matériels et méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratdé microbiologie de la faculté (SNV),
consiste a controler la qualité microbiologiquefidumage frais traditionnel (j’ben) fabriqué a
partir du lait de vache.
[1I-2.Echantillonnage
l1I-2.1.Préparation de fromage traditionnelle (j' ben)

On a préparé un fromage traditionnelle j'ben aeanivdu laboratoire de microbiologie

a partir de lait cru de vache provient d’'une ferfsieel haouasse) située dans la wilaya de
Ouargla .Il est collecté, a partir d’'une espécéndentbélaird) en bonne santé. On préleve un
volume del0 L de lait dans des conditions hygiémginettoyage des trayons, la propreté de
récipient et la salubrité de I'échantillonneur)nafle réduire le risque de contamination. La
fabrication de j'ben faire dans une températureiamé pendant 72 h par les étapes suivants
(La fermentation, La coagulation, L‘égouttage, galaaffinage) (annexe 03), on réparti cette
échantillon de j’ben en cinq portion chacune orajeute un additif differe donc il yon a :
-Echantillon 1 :J'ben naturel (sans additif).

-Echantillon 2 : J'ben additionné au sel.
-Echantillon 3 : J'ben additionné a la coriandre.
-Echantillon 4 : J'ben additionné a I'alil.
-Echantillon 5 : J'ben additionné & romarin.

Puis, on fait un contréle microbiologique d#s analyses physico-chimiques de ces

échantillons.




Chapitre 111 : Makls et methodes

[11-2.2. Méthodes d’analyses

La méthodologie de travail adoptée dans cetidedtst récapitulée dans le schéma suivant :

Le lait de vache

7 2

Le lait cri Fromage traditionn
~ S
Contréle de qualité au laboratoire
~S V4
Analyse microbiologique Analyse physico-chimique et
biochimique

- Test réductase - Mesure du pH

- Dénombrement de la flore -Dosage de I'acidité

Titrable

mésophiles total,
coliformes, entérobactéries, -Determ‘lnatlgn du taux
de matiére seche

thermorésistants, les .
- . -Dosage de la matiere grasse
bactéries lactiques, les

-Détermination du taux de

champignons
Pl cendrt

Figure 02 : Schéma présente les analyses microbiologiquesystqoichimiques.
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llI-3.Analyse physico-chimiques du lait

[11-3.1.Mesure du pH

La valeur du pH a une importance exceptionnelle ligdrondance des indications
guelle donne sur la richesse du lait en certainsedeconstituants, sur son état de fraicheur ou
sur sa stabilité (MATHIEU, 1998). On détermine lé a l'aide de pH-metrd.’électrode de
référence pour la mesure de la concentration es kA (donc du pH) est I'électrode a
I’hydrogene. Celle-ci en platine, spécialementéaiest imnmergée dans la solution dont le pH
doit étre mesuré (LEHNINGER, 1981).
l11-3.2.Détermination de I'acidité dornic

La mesure de I'acidité dornic du lait est réalisé®n la normalisée (BADIDJA et
DJELLABI, 2014). Celle-ci consiste un échantillprécis de 10 ml de lait est placé dans un
bécher en présence de 0,1 ml de phénolphtaléifie dahs I'alcool a 95% comme indicateur
en mesure l'acidité du lait par le titrage du votude solution NaOH (0.1N) est rajoutée (a la
burette) jusqu’au virage de couleur rose. La coilomarose doit persister au moins 10
secondes (GUIRAUD, 1998). La valeur de l'acidité ldit est obtenue par la formule
suivante :

A=10(V/MYy/1)

A : quantité d’acide lactique en (g/l)
V : volume de la solution de NaOH utilisé (ml)
V'’ : volume de I'échantillon (ml)
Pour obtenir I'acidité titrable en degrés DORNIO)°la valeur de A est multipliée par 10.
[11-3.3.Détermination du taux de matiére seche totee (M.S.T)

On entend par matiére séche du lait le produitlta@sude la dessiccation du lait dans
les conditions décrites par la présente nofAfeNOR, 1985).
Le principe de la méthode utilisée consiste a wssidcation a I'étuve a 105 + 2°C pendant 3
heures, comme réalisé par SABOUBE(2009), d’'une quantité déterminée de lait (5ml)gdan
une coupelle préalablement pesée, suivie d’'unespshséésidu sec total apres refroidissement
dans un dessiccateur garni d’anhydride phosphofigua fait 03 répétitions).

La valeur de 'E.S.T Exprimés en g/lldié, est donnée par la relation suivante :

MST = (M1 — Mo) x 1000/ V

Mo : la masse en grammes, de la couple vide.
M1 : la masse en grammes, de la coupelle et du réasmhes de dessiccation et

refroidissement.
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V : le volume en millilitres, de la prise d’essai.

llI-3.4.Dosage de la matiere grasse (MG)

La teneur en matiére grasse est mesurée patdamination de I'extrait sec dégraissé
(E.S.D) qui est réalisé par centrifugation des subentenant 5ml de lait pendant 30 min a
3500 x g. La créme qui apparait en surface esté&eéon fait la centrifugation 02 fois), alors
gue le lait dégraissé est filtré et posé dans depalles qui sont ensuite placées dans une
etuve réglée a 105 + 2°C pendant 3 heures. Aprésdsiccation les coupelles refroidies sont
pesées. Le taux de matiére grasse est calculéopatraction des valeurs de I'extrait sec
dégraissé de celles de I'extrait sec total (FIL 2P#37).

Suivant la formule(MG= EST-ESD).

[11-3.5.Détermination du taux de cendre

Les cendres du lait sont le produit r&sulde l'incinération de la matiére seche du lait
dans un four a moufle réglé a 530 = 20 °C duranedres (AFNOR, 1980). Dans un creuset
préalablement pesée. Elle consiste a I'introducBionl de lait a I'aide d’'une pipette jaugée.

Le résultat est exprimé en g/l (on a fait 03 réjméts).
llI-4.Analyses physico-chimiques de J'ben

[11-4.1.Mesure du pH

Les mesures de pH sont réalisées avec un pH nairés 'homoginésation des
échantillons de j'ben on place directement I'éled&r de pH métre dans la masse fromagére
(BOUADJAIB, 2013).
l11-4.2.Détermination de I'acidité Dornic

Pour le dosage de l'acidité de chaque échantiljibetn, une masse de 09g de j'ben
est placée dans un récipient. Un volume 20ml druldistillée est ajouté et mélangé a faible
vitesse pour I’'hnomogénéisation.
Le mélange est titré par une solution de NaOH (DjaBhu’au virage au rose, en présence de
phénolphtaléine comme indicateur coloré. (BARBANOS6). La valeur de I'acidité du j’'ben
est obtenue par la formule suivante :

A=10(V/V’) (g/1)

A : quantité d’acide lactique en (g/l)
V : volume de la solution de NaOH utilisé (ml)
V'’ : volume de I'échantillon (ml)
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Pour obtenir I'acidité titrable en degrés DORNID)’la valeur de A est multipliée par 10
(GUIRAUD, 1998).
[11-5.Analyse microbiologique

[11-5.1.Test de réductase de lait

L’appréciation de la qualité microbierthelait de vache collecté est réalisée par le test
de la réduction .Il s’agit du temps de décoloratioriait additionné 1ml du bleu de méthylene
(2 5mg/100ml) stérile dans un tube a essai conteitaml de lait .Aprés agitation, le tube est
incubé a I'étuve de 37C°. Une observation est affscau bout de 1 heure jusqu'a 5 heure .La
rapidité de cette décoloration est directement gntigmnelle au nombre de germes présents
(LARPENT, 1990).

[1I-5.2.Préparation des dilutions

Préparation de solution mére de lait tesa homogénéisé 01ml de lait avec 09 ml
d’eau peptone et la préparation de solution mergbga est par homogénéisation de 01g
d’échantillon avec 09 ml d’eau peptone a I'aidevduex. Cette suspension constitue alors la
dilution mére (dm) qui correspond & la dilution /du 10" et lapréparation des dilutions
décimales (18 jusqu'a 10) (LEBRES el.2002).

[11-5.3.Etude de la flore microbienne

Nous avons procédé dans cette étude au dénombrexheléitection de quelques
groupes susceptibles d’évoluer dans le lait et desmschantillons de j'ben entreposés a la
température ambiante (GUIRAND et GALZY, 1980).

[11-5.3.1.Dénombrement de la flore aérobie mésoplel totale (FAMT)

Cette flore appelée aussi « flore aérobie mésopbiwifiable » (FAMT) est un bon
indicateur de la qualité générale et de la stébdiés produits ainsi que la qualité (propreté)
des installations (GUIRAUD, 1998). Les FTAM se déppent dans un milieu nutritif gélosé
défini non sélectif. Leur ensemencements sonts&alen plagcant 0,1 ml de la dilution choisie
(10, 107,10 dans des boite de pétris contiens le milieu g&dlat Count Agar (PCA)
gue l'on étale la suspension, I'incubation a 30¥hgant 24- 48 heures. L'appariation de

FTAM est sous forme de colonies de tailles et dm&s différentes.
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[11-5.3.2.Dénombrement des bactéries lactiques

Le dénombrement ddsactéries lactiques est réalisé sur le milieu d& lRagosa et
Sharpe (MRS) l'isolement et purification des baetetactiques et (M17) qui est un milieu
sélectif (MARCHAL etal, 1982 ; GUIRAUD, 1997). L'ensemencement est réabs
profondeur 1 ml de dilution (1, 10 ®10 ). Lincubation a lieu & 37°C, pendant 24h
(LARPENT, 1997).
111-5.3.3. Dénombrement des moisissures et levures

Les moisissures et levures sont des microorgasismiese développent sur le milieu
Extrait de Malt (EM), un ensemencement de 0,1 mdlitigion (10, 107,10 °) en surface,
les colonies dénombrables aprés une incubation°’@ p@ndant 3-5 jours (BENHEDANE
NEE BACHTARZI ; 2012).

I11-5.3.4.Détection des Halophiles

La détection est effectuée sur milieu sélectif @han par étalement en surface de 0,1
ml de chaque dilution (I9107). L'incubation se fait & 37°C pendant 24 a 48 &.détection
fait par la présence et I'appariations des colodiess avec un changement de couleur de
milieu. Dans ce cas I'enrichissement en milieua@l€ouillon nutritif) pour I'identification
(BENHEDANE NEE BACHTARZI ; 2012).

[11-5.3.5.Détection de la flore sulfito-réductrices(thermorésistante)

Ces microorganismes se développent dans un miliemde foie (VF) leur
ensemencements est en profondeur par remettrede whlution choisie dans un tube apres
un chauffage pendant 10 minutes a une températu@®C ou 20 minutes a une température
de 80°C, puis en rajoute 12 ml de VF, incubé a 3gé@dant 24 heures leur dénombrement
est la présence ou I'absence des colonies entoup@es halo noires (BENHEDANE NEE
BACHTARZI ;2012).

[11-5.3.6.Dénombrement des coliformes

Les coliformes sont des micro-organismes d’altératiLeur présence indique une
faute hygiénique relevant soit d’'une mauvaise ¢giau lait utilisé, soit de la malpropreté du
matériel de fabrication (LARPENT, 1997).

La présence des coliformes est traduit par traimateres distingue sur le milieu
(présence de trouble, changement de couleur, Ifegifmen de gaz).Leur dénombrement se fait

par la méthode de NPP (nombre le plus probable).
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[11-5.3.7.Dénombrement des coliformes fécaux

Le dénombrement des coliformes fécaux est effectué &eméme milieu BCPL.
Nous avons également ensemencé deux tubes du tigliede (BCPL), chacun par 1ml de
dilution choisie (10 10 ®,10 ). Incubation des tubes & 42°C pendant 48 heuess$ (t
présomptif) (LARPENT, 1997).
[11-5.3.8.Dénombrement des coliformes totaux

Le dénombrement des coliformes totaux se fait surenniliquide le Bouillon Lactosé
au Pourpre de Bromocrésol et (BCPL), ou on a ®alis ensemencement de deux tubes
chacun par 1 ml de dilution choisie (£p107°,10°°), les tubes sont incubées & 37°C pendant
24 & 48 heures (LARPENT, 1997).

111-5.3.9.Détection des streptocoques

Dans le lait et les produits laitiers, les streptpges sont recherchés en milieu liquide.
La technigue en milieu liquide fait appel a deustdeconsécutifs qui sont incubées a 37°C
pendant 24h :
*Le test présomptif la recherche des streptocoques sur milieu deeR&@tgent sélectif dans

ce milieu est I'azide de sodium,

* Le test confirmatif: la confirmation proprement dite sur milieu Litskyour les tubes
trouvés positifs au niveau des tests de présompties agents sélectifs dans le milieu de
confirmation sont 'azide de sodium et I'éthyle eidBENHEDANE NEE BACHTARZI ;
2012)
l1I-6.L’identification des germes d’altération

L’identification des bactéries d’aiéon pour connaitre les germes pathogenes
susceptibles de provoquer de nombreuses patholagyiesla santé de consommateurs.
L’identification ne peut avoir lieu que lorsqu’ilédaé isolé a I'état pur. Les techniques utilisées
pour lidentification sont nombreuses et varientfenction de la nature de germe étudié
(GUIROUD, 1998). On utilise pour I'identificatiodes germes ré-isolé a partir d’une culture
positive sur milieu Chapman (souche 1), Litsky (3w 2) et BCPL (souche3) des tests
biochimigue et morphologique pour connaitre ceskes et leurs caracteres.
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Figure 03 : Schéma représente les étapes d’isolement et dfidation des 03 souches
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[ Clark et Lubs aprés incubation ]

VP RM
On ajoute 10 goutes de On ajoute 3 goutes d
naphtol 0.1% + 10 goutes RM dans 0.5ml de
de NaOH 0.1% dans Clark et Lubs

0.5ml de Clark et Lubs

/On laisse le tubg
On ferme le tube — — ouvert et on
(incliné) eton le observe le
laisse 30 sec résultat apres 30
\_ sec )
p
Urée indole aprés incubation ]
.
Uréase
On fait juste —

I'observation de
changement de couleur|

Indole
TDA Covalk
ﬂ @ ﬁ On ajoute 2
On ajoute 3 - - goutes de
gogtes de Fegl Covaks dans1iml
) ap@_.SmI d'urée indole
d'urée indole
— ———

On ferme le On laisse le tube
tube par coton ~— ~— ouvert et on observe
et on le laisse le résultat apres 30

30 sec sec

Figure 04 :Techniques d’identification des Coliformes
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IV-1.Analyses de qualité physico-chimique du lait

Résultats et discussion

Les résultats d'analyses physico-chimiques dudaitvache sont montrés dans le

tableau suivant :

Tableau 05:Le tableau résume les résultats relatifs aux ta&natiques physico-chimiques

du lait de vache

Les parametres

Le lait vache cru

Normes (AFNOR)

Le pH 6,8 6,6
Acidité Dornic (°D) 18 15-18
Matiére séche total g/l 95,2 102-125
Matiere grasse g/l 19,2 32-36
Taux de cendre g/l 0,69 /

IV-1.1.pH

La valeur du pH du lait de vache cru analyser egafe8. La valeur de pH relevée
dans la présente étude se rapproche de cellesrtégppar CHETHHOUNA, (2011) suait
camelin qui est serait Iégerement plus ac&j87+ 0,06)et aussi le lait humain (6.51 £0.01),

selon SBOUI edl. (2009)et (pH= 6,31+0,15) de lait camelin selon SIBOUKEUWYR)O07).

Ce pH légerement basique pourrait s’expliquer pdeheure faible en caséines, par la

nature d'alimentation ou par I'état physiologigueld femelle et il est conforme au norme

pH= 6,6 (AFNOR, 1998).

D’aprées GORBAN et IZZELDIN, (1997), le pH et leo@@ du lait peuvent étre

affectées par l'alimentation et la disponibilitéedl et le stade de lactation et de I'état

sanitaire de la mamelle (MATHIEU, 1998). Selon CAHRX) (2002), le pH dépendrait

également de la présence de caséines et d’aniogphpdriques. Un faible changement de pH

du coté acide a des effets importants sur I'équlides minéraux (formes solubles et
insolubles) (ALAIS et LINDEN, 1997).
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IV-1.2.Acidité Dornic (°D)

Figure 05: Résultat de I'acidité titrable de lait
Le résultat de I'aciditédornic du lait est 18°D, Cette valeur est prochecdkes

rencontrées dans la littérature (16-18°D) par LABIOH et al, (2009) qui prouve que la

gualité de lait est dans la norme méme dans 'AFNTI®8) (15-18°D). Cette valeur est dans

I'intervalle d’acidité d’'un lait frais.

En effet, 'acidité dépende de la tenearcaséine, en sels minéraux et en ions, des

conditions hygiéniques lors de la traite, de lareflanicrobienne totale et son activité
métabolique, de la manutention du lait (NAJIA OUAMY et al, 2014).

IV-1.3.Matiere séche total

Figure 06: Résultat de la matiére seche de lait

La teneur en matiére séche totale de lait cruadber analysée est égale 95,2. Celle-ci

semble faible par rapport a celle du lait bovin §A8elon ALAIS, (1984), lait humain (129
gll), lait camelin selonSIBOUKEUR, (2007)(113,11g/l +10.58) et de lait de camelin

102,42+6,52 g/l selon CHETHOUNA, (2011 teneur du lait frais en MS est dans la norme
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AFNOR(1998) (102-125g/l) et elle dépend de I'alination, le climat, mais également de la
race (SEYDI, 2004).

IV-1.4.Matiere grasse

Figure 07: Résultat de la matiére grasse de lait

La teneur en matiere grasse du lait cru analyseegase a 19,2 g/l. Elle semble
légérement plus faible que celles des laits bo8itgfl) et humain (45 g/l) (CHETHOUNA,
2011). La valeur liées a ce taux sont relativement fajbleEpendant ces taux restent en
dessous de norme AFNOR (1998) du lait, qui tolédexst valeurs se situant entre 32 a 36 g/l.
La teneur de la matiére grasse dans le lait vaserdgiellement en fonction de I'alimentation
et du niveau de productigBENHEDANE NEE BACHTARZI, 2012).

IV-1.5.Taux de cendre

Figure 08: Résultat de cendre de lait

La teneur en cendres du lait cru est 0.69 gtl peesque la méme valeur obtenu par
d'autre auteures tel que (RACHID SALGHI) 0,7 @ette valeur est inférieure a celle de lait
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humain 1.66+2.88, elle est aussi inférieure a addldait camelin rapportés par BADAOUI,
(2000) 7.22g/1 et par SIBOUKEUR en (2007) 7.28 Bbur les valeurs du lait maternel sont
supérieures de notre valeur comme MITTAINE, (1962Bg/l), FAO, (1995) (2.02 g/l) et
ALVES DE OLIVEIRA, (2007) (2g/l).

D’apres YAGIL, (1985), le taux de cendre du laitigadans une large mesure selon
I'apport alimentaire, il est diminue en cas de ation d’eau. Elle varie également en fonction
du stade de lactation (FARAH, 1993) et serait pribponelles aux quantités du lait produites
(EL-AMIN et WILCOX, 1992).

IV-6.Analyse de qualité physico-chimique de j’ben

IV-6.1.pH et I'acidité titrable
La mesure de pH et l'acidité titrable pour conmaim charge microbienne dans le
j’ben, les résultats sont montré dans le tableawast:

Tableau 06:Le tableau résume les résultats relatifs de pta@tlité titrable de j'ben en °D

Echantillons pH Acidité titrable °D
E 01:J'ben naturel (sans additif) 3,9 105,5
E 02 : J'ben additionné au sel 3,9 79
E 03 : J'ben additionné a la coriandre 4.1 97,5
E 04 : J'ben additionné a l'ail 4 96,5
E 05 :J'ben additionné a romarin 4.1 63
pH Acidité titrable D°
pH B Acidité titrable D°
4,1 4,1
4 105,5 975
79 , 96,5 o
EO1 EO2 EO3 EO04 EO5 EO1 EO02 E O3 E 04 E 05

Figure 09 Résultat des analyse physico-chimique des leanditions de j'ben

L'observation des valeurs expérimentalesitneo que le pH des cing échantillons est
compris entre 3,9 et 4,1.Ces valeurs sont proclies aaleurs signalées par RHIAT M akt

(2011) sur le jben marocain commercialisé fabrgja@ laboratoire (pH= 4,18) et aussi
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proche de celle avancée par HAMMAMA (1989) (pH=203), KIBIBOU (1987) et
MAHFOUD (1997) (pH= 4.16) et MAHI (1992) (pH= 4.22)

Le pH du J'ben est environ 4, peuvent étre dueaciiité de la flore microbienne
lactique qui produisent I'acide lactique d’une it importante. Par fois due au type du
lait, & la date de préparation ou peut étre liypa d’alimentation donnée aux animaux ou la
méthode de préparation (OUADGHIRI, 2009).

La teneur en acide lactique dans les cinq échamsillde jben est entre 63°D et
105,5°D, ces valeurs sont proche de celle trouvéRpHAT M, et al (2011) 83°D pour le
jben marocain et de 101,23°D trouver par ABOULAI2994) et 101,6D° par MAHFOUD
(1997). La différence des teneurs en acide lactdares les cing échantillons serait due aux
différents additifs ou les aromes utilisés etdagactéristiques de la matiére premiere, des
charges bactériennes et de I'age de maturationA@&HIRI, 2009).

IV-7.Analyse de qualité microbiologique

IV-7.1.Teste de la réductase du lait

Figure 10: Résultat de test réductase du lait aprés 05 heurs

Le résultat de test réductase du laitreste négatif (pas de décoloration) pendant 5
heurs donc le lait est de bonne qualité a de noméreactéries de 100000-200000 B/ml et
selon (JEAN PAUL LARPENTE ,1997).

Selon (JEAN PAUL LARPENTE ,1997), impossible deedijue ce test de réduction
est un critere capable d’évaluer réellement le mendes germes présents. La majorité des

micro-organismes est capable, en se multipliantnddifier le potentiel d’'oxydo-réduction
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du lait de fagcon suffisante pour transformer laulde méthyléne en son leuco-dérivé incolore

mais leur qualité intervient de facon sensible.t@ees especes réduisent beaucoup plus
rapidement le potentiel d’oxydo-réduction que ffau

A chaque demi-heure, nous suivons la réaction d@ernte temps jusqu'a la
décoloration, le tableau ci dessus représenteripdale décoloration et la qualité de lait.

Tableau 07:Tableau représente le classement de lait en tonde test réductase (JEAN
PAUL LARPENTE ,1997).

Temps de décoloration Nombre de bactéries/ml Quaétdu lait
5 heurs ou plus 100000-200000 bonne
2 a4 heurs 200000 a 2 millions

Bonne a passable

Moins de 2 heurs

2 a 10 millions Insuffisante

IV-7.2.Les flores microbiennes

Les résultats des analyses microbiologiques des é@thantillons de j'ben et du lait

analysés exprimés en UFC/ml pour la flore d’aliératecherchée, sont représentés dans le
tableau 09.
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Tableau 08 :Résultat de différentes microflores dans notregttons (le lait et le j'ben)

Echantillon Le lait E 01 E 02 E 03 E 04 E 05
Flores
Flore totale aérobie 1,37x10 IND 6,18x106 | 11,09x10 | 29,57x10 | 1,86x10
mésophile (UFC/ml)
Bactérie lactique (MRS) / 11,24x10 | 0,90x10 | 34,81x10 IND 1,18x10
(UFC/ml)
Bactérie lactique (M17) / 33,76x10 | 0,48x10 | 33,38x10 IND 12,90x10
(UFC/ml)
Levures et moisissures | 2,15x10 | 0,44x10 IND 0,89x10 IND IND
Halophiles + + - - - -
Flore thermorésistante - - - - - -
Coliformes fécaux 6 ,4x10 | 430x10 | <30x10 | <30x10 | <30x10 | <30x10
Coliformes totaux 110x10 110x16 | 30x10 | <30x10 | <30x10 30x10
Streptocoques + + - + - +

IV-7.2.1.Flore aérobie mésophile totale (FAMT)

Figure 11: Résultat de recherche de la flore

aérobie mésophile du lait sur milieu PCA

Figure 12 Résultat de recherche de la flore

aérobie mésophile du j’ben sur milieu PCA
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W FTAM (UFC/ml)
IND

29,57

v —Les
E 02 . “‘“HH%!__

EO3
E 04 £ 05

Figure 13: Graphe représente le résultat de dénombremeat HEAM

Le lait prélevé présente 1,37X10FC/ml, de la floreaérobie mésophile totale. En
effet, selon JORA (1998), ce seuil d’altération feare totale dépasse la norme fixée a
1CPUFC/ml. lls sont également supérieurs aux chargesimales tolérées par les deux
réglementations francaises et américaines qui respiectivement de 53WFC/ml et 3.1
UFC/ml (ALAIS, 1984).

La flore mésophile aérobie nous indique toujourgualité hygiénique du lait cru, elle
est considérée comme facteur déterminant la dueéspdservation du lait frais (GUINOT-
THOMAS etal, 1995). C'est la flore la plus recherchée dansatesyses microbiologiques.
L’énumération de cette flore pour le lait cru a tnémgu’il y a une contamination importante.

Le dénombrement de la flore aérobie mésopbtkde des cing échantillons du jben
cultivée sur le milieu PCA aévélé des valeurs entre (1,86%10FC/ml et 29,57x10
UFC/ml). Ces résultats assez supérieure par ragpodux trouvées par RHIAT.M et,
(2011) (0,3X18UFC/mI) pour le jben controlés et restent supéeede celle trouver par
MENNANE (2008) 1,43x18JFC/ml pour le fromage frais marocain.

Les difféerences en flore totale de j'ben est expes par la charge microbienne des
matieres premieres, et la manque de respect demebopratiques de la production
(AMHOURI ,1998).
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IV-7.2.2. Dénombrement des bactéries lactiques

Y~ Q)

Figure 14: Résultat de recherche de la flore Figure 15: Résultat de recherche de la

lactique du j’ben sur milieu (MRS) flore lactique du j’ben sur milieu(viil
BL (MRS) x107 (UFC/ml)
mBL (UFC/ml) (MRS)
34,81
0,9 TNT=Y
- p
E01 E02 E 03 E 04 E 05

Figure 16: Graphe représente le résultat de dénombremeatftieé lactique dans le
J'ben sur le milieu (MRS)
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33,76

BL (M17) x107 (UFC/ml)

BL (UFC/ml) (M17)

33,38

12,9
0,48 ND '
Ay A
EO01 E02 E 03 E 04 E 05

Figure 17: Graphe représente le résultat de dénombremelfdreddctique dans le jben sur

Les cing échantillons possédent des charges merobs entre (0,90xI0NF/mI-
34,81x16UNF/mI) sur milieu MRS et entre (0,48x1INF/ml — 33,76x10UNF/ml) sur

milieu M17.

Ces valeurs sont faibles par rapport dedtedswdécrites par OUADGHIRI, (2009) sur

milieu (M17)

des échantillons du fromage blanc traditionnel dd)odu Maroc, ou les bactéries lactiques

sont présentes dans tous les échantillons analysés dénombrements de ¥ aFUFC/mI).

Par contre, ces valeurs sont plus élevées par mago résultats reportés par MENNANE et

al, (2007), ou la Klila et le J'ben posséde des chadge$4x18 et 7.5x 10 UFC/mI),
respectivement. De méme, les études de BELYAGO&BABDELOUAHID (2013)sur les

bactéries lactigues du J'ben ont révélé des valewms élevées. Les résultats obtenus

indiquent que, la flore lactique est trés élevéaeetont des flores originale de J'ben.
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IV-7.2.3. Dénombrement des moisissures et levures

Figure 18 :Résultat de recherche des levure et moisissumaifieu extrait de malt

Let M x107 (UFC/ml)
LetM (UFC/ml)
2,15
0,89
0,44
IND IND IND
A A A
Le lait E 01 E 02 E03 E04 E 05

Figure 19: Graphe représente le résultat de dénombremefgve®s et moisissure

sur milieu extrait de malt

Le dénombrement de la flore fongique dans le kitit(2,15x10 UFC/g), cette valeur
est supérieure a celle de LABIOUIa@t(2008) qui dit que La charge normale des levetes
moisissure est 1,22.40FC/ml est qui permettra la fermentation nécessaila production
de dérivés laitiers.

Le dénombrement des levures et moisissures des| éthantillons de j'ben, est
constater entre (0,89x10FC/g et 0,44 x1WFC/g).Ces résultats sont supérieurs par rapport
au résultat de RHIAT.M eal (2011), dans un échantillon de jben controlées.qdf
UFC/ml).
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La flore fongique peut avoir un réle important ddasprotéolyse, la lipolyse et la
désacidification de la masse fromagere, ce sonfldess originales de lait ou due par une
contamination(LEYRAL et VIERLING, 2007).

IV-7.2.4. Détection des halophiles

Figure 20: Résultat de la recherche Figure 21: Résultat de la recherche
des Staphylocoques sur dans le lait des staphylocoques dan®én
sur milieu Chapman sur milieu Chapman

On remarque la présence les germes halophilelddai$ cru, aussi dans I'E1 et dans
Le E2, E3, E4, E5 le résultat est négatif (absadeestaphylocoques).Certain espéces de
Staphylocoque comm®&aphylococcus aureus est considéré comme une bactérie pathogéne
majeure, causant des infections mamelle, ces desngaccompagnent d’une augmentation
de la perméabilité entre le compartiment sanguinleetiait qui a pour conséquence
modifications de la composition du lait (RAINARD1B93).

Selon Guiraud (1998) le fromage frais ou J'ben defiend aux critéres suivant ;
Staphylococcus aureus <10y (plan & 3classes : n=5; c=2; m=104 ; M=105 cas de
dépassement de M, il faut rechercher I'entérotgxine

Les principales sources de contamination sont, remipr lieu la mamelle. Les infections
mammaires a staphylocoques représentent la priacipaurce de contamination du lait a la
production, d’autres sources de contaminations &galement & considérer tel que la machine a traire
elle peut en effet infecter 6 vaches qui suiventréate d’'une vache infectée, et enfin ’'homme
(THIEULON, 2005).
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(FOURICHON etal, 2004) montrent que le nettoyage incomplet de lehim& a traire permet

la survie des agents pathogénes dans les gobelgésits qui contamineraient le trayon en
début de traite.

IV-7.2.5.Détection de la flore sulfito-réductriceqthermorésistante)

Figure 22:Résultat de la recherche Figure 23: Résultat de la recherche des
des thermorésistants dans le lait thermorésistants dandlen
sur milieu VF sur milieu VF

Les résultats ont été obtenus sur la détectiorfldess sulfito-réductrices est négatif,
qui est détecté sur le milieu de culture VF en sulpour favoriser les conditions
d’anaérobiose, avec un traitement thermique 10ar80°C ou 20 min & 80°C, afin d’activer
les spores thermorésistante, elles peuvent persstis forme latente dans le lait, germer dés
gue les conditions sont favorables et sécrétesdistances toxiques. Les tubes sont incubés
48 h a 37°C. Seules les colonies noires sont obs€RHIAT M, etal, 2011). Mais I'analyse
microbiologique de lait cru et les cing échantiicen réalité montrent I'absence des colonies
entourées par halo noires donc I'absence dessfkulfito-réducteurs ce ci indique elles sont
conforme au norme Algériennes fixées dans le Jb@fimiel (1998).

Selon (MOURGUES etl, 1983), cette flore constituée essentiellement ges
microcoques, contamine le lait & la ferme dansngsillations et les appareils mal nettoyés et
mal désinfectés. (CAUCQUIL, 2011) montrent que lachine a traire apporte plus de
bactéries thermorésistantes que la traite mancetieest di a son nettoyage et son réglage.
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IV-7.2.6. Dénombrement des coliformes totaux

Figure 25:Résultat des coliformes totaux dans le j’'ben suiemiBCPL

Col. T x10° (germe/ml)

[ Col. T (germe/ml)

Le lait EO1 E 02 EO3 EO4 E 05

Figure 26: Graphe représente le résultat de dénombremenbtiEsmes totaux sur milieu
BCPL
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Les résultats présentent le dénombrement defmoés totaux du lait est (110 %10
germe/m) selon la norme de Journal Officiel (JA)9®) ce valeur est supérieur a la valeur
«m = <10 (UFC/ml)» et dépasse la valeur «M= £J0FC/ml)», et leur valeur dans les cing
échenillons de j'ben est entre (110 %630 x10 germe/ml) .Solon RHIAT M, el (2011)
ces valeurs est supérieure de (5,7KIFC/ml) pour jben marocain controlé et celles
déclarées par HAMMAMA, (1989) sur le j’ben traditizelle (9x10UFC/m).

Selon FOX etal, (2000), un fromage bleu Espagnol fabriqué a ipdsilait cru, la
charge en coliformes totaux est diminué par la ¢cédn de pH et le salage de la masse
fromagere.

Selon LARPENT, (1990), la présence des coliformestrpas obligatoirement une
indication directe de la contamination fécale. @ied coliformes sont, en effet, présents dans
les résidus humides rencontrés au niveau de I'équapt laitier.

D’apres MAGNUSSON edal. (2007), les litieres fortement souillées contemnplus
de coliformes et la prévalence de mammites, danscase augmente, suggérant une
contamination des trayons et du lait plus impogabBXautres sources de contaminations sont
également a considérer tel que les mauvaises aaomslile transport et le manque d’hygiene
pendant la traite.

IV-7.2.7. Dénombrement des coliformes fécaux

P ..u
L ll' il!,l

Figure 27:Résultat des coliformes fécaux dans le lait suiremilBCPL
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Figure 28:Résultat des coliformes fécaux dans le j’ben sliemiBCPL

Col. F x10°% (germe/ml)

430

4 <30 <30 <30 <30
e = v 9 9
Le lait E02 E03 E04 E05

Figure 29: Graphe représente le résultat de dénombremerbiEsmes fécaux sur milieu

BCPL

Le résultat de dénombrement des coliformes fédaugit est (6,4x10germe/ml), Ce

résultat est supérieur & la norme3(Ime/ml) JORA, (1998), et leur valeur dans lesjci
échenillons entre (430 xi@erme/ml e&30 x10 germe/ml). Selon RHIAT M, el (2011)
ces valeurs est supérieure de (1,04WECT/ml) pour le ben marocain.

La recherche de coliformes fécaux c’est un indizade la contamination d’origine

fécale permet de juger I'état hygiénique d'un pibdWiéme a des niveaux faibles, ils

témoigneraient de conditions hygiéniques dégratié¥sgle la traite ou au cours du transport

(LABIOUI et al, 2009). Leur présence est souvent associée a tEsleactéries pathogéenes

comme Salmonella, les Shigella, Yersinia et certains biotypes H.coli (GUIRAUD ET

ROSEC, 2004).
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MOCQUOT et GUITTONNEAU, (1939) ont démontré que tEdiformes sont les
plus fréquents dans les excréments des vachedrdaitills contaminent le lait directement
(par contact direct avec le pis), ou se multipliens d’'un mauvais nettoyage dans les ringures
de machines laitieres.

Par ailleurs, GAY e#fl.(1993), un faible niveau de contamination initiai lait en
coliformes fécaux, limite leur développement pendatransformation fromagére

L’étude menée par MICHELUTTI el. (1999) sur les mammitesEacoli, démontre
qgue la composition protéique du lait est modifit@amment celle des caséines qui diminue
de prés de 21%. Ces changements affectent la dramation fromagére et la qualité des
produits laitiers. La présence de coliformes totatufécaux dans E1, est due probablement a
la charge microbiologique de lait du a la fabricatide j'ben, I'absence de coliformes par
I'effet des conditions physicochimique de la massmagere (principalement le pH et le taux
de sel).

IV-7.2.8. Détection des streptocoques

L -l
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Figure 30:Résultat des streptocoques Figure 31: Résultat des streptocoques
dans le lait sur milieu Rothe. dans le j’ben sur milieu Rothe.

Le résultat dans le lait et E 1 montre la présate® streptocoques, mais I'absence
dans les E2, E3, E4 et E5. La norme algérienne lesistreptocoques est I'absence du germe
dans 0,1 ml de lait cru. Selon (WAES, 1973), ilstsdes indicateurs de contaminations
fécales, et de manipulations non hygiéniques.

Selon (WAES, 1973), la thermorésistante des steegiees D ont une faveur du
contrdle spécifique de leur nombre dans le lait cru

D’apres (SEMASAKA, 1986) constatent également psestreptocoques fécaux ne
sont pas totalement inhibés par les ferments laesiq
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Selon (WAES, 1973), la présence des streptocogunasombre relativement éleve,
témoigne d’'une prolifération bactérienne indéseatdns le lait cru destinée a la fabrication
de fromage et fait présumer une qualité douteuse.

IV-7.3.1dentification des bactéries d’altération

L'identification des bactéries d'altératiafin de connaitre les germes pathogénes
susceptible de provoquer de nombreuses pathol@gidsomme. Elle a été établie en se
basant sur des caracteres morphologiques et diegastéres biochimiques des 03 souches
isoler a partir de déférent milieu, la souche Ohgi@nan), la souche 02 (Litsky) et le souche
03 (BCPL).
IV-7.3.1.Test morphologique
L’identification morphologique des 03 souches ésol est traduite par I'examen
macroscopique et microscopique.
IV-7.3.1.1.Aspect macroscopique

a- Sur milieu solide (souche 01 et 03) :
- (Souche 01, sur milieu Chapmanjies colonies rondes de couleur jaune dorée, de
surface lisse bombées et contour régulier.
- (Souche 03, sur gélose nutritif)des colonies rondes de couleur blanche, de
surface lisse bombées et contour régulier.
b- Sur milieu liquide (souche 02):suspension bactérienne représente par I'appadgon

trouble au fant du tube donc elles sont des ab&=o
IV-7.3.1.2.Aspect microscopique

D’aprés les résultats des examens microscopiqueodehe 01 est sous l'aspect de
coques violé en petits amas c'est-a-dire Gramip¢s). Le mode de groupement dit en «
grappe » (GUY et JEAN-,1998), la Souche 02 est Quasitives (Gram+) rondes et groupés
par paires, en chainettes courts ou longs (LAWSZIN4), et la souche 03 de Gram négatif
(Gram -) car les bactéries colorées en rose ded@dacillaire (LAWSON, 2004).
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Figure 32 : Observations microscopiques Figure 33 : Observations microscopiques
de souche 01 avec un grossissement de souche 02 avec un grossissement
(G : 10x100) (@0x100)

Figure 34: Observations microscopiques de souche la 03 avgeassissement (G : 10x100)
IV-7.3.2.Test physiologique
Le test de la catalase de premiére souchpostif (+) due au dégagement gazeux
indique que la souche capable de dégrader le ydeaXhydrogéne (bD,) grace au enzyme
gu’elle synthétise (la catalase). Cette enzymeasible de décomposer I'eau oxygénée selon
la réaction suivant (GUY et JEAN-,1998) :
Catalase
2H,0, > 22D+ 0

Le résultat de test catalase de souche 02 et OBégsttif (-) car il n y a pas un
dégagement gazeux c'est-a-dire les souches nedpossgas I'enzyme catalase pour la
dégradation du peroxyde d’hydrogene@d) (MAGALI Prada, 2012).

IV-7.3.3.Test biochimique
IV-7.3.3.1. Teste coagulase
Le teste de la coagulase de souche 01 est négafifi indique I'absence de I'enzyme

coagulase libre, c’est une enzyme capable de €aaguler le plasma sanguin. La mise en

e
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évidence d'une activité coagulase libre chez unehsdetaphylococcus est un des critéres

d'identification deStaphylococcus aureus en médecine humaine (CAMILLE DELARRAS,

2014).

Figure 35 : Résultat de teste coagulase

On a fait des tests biochimiques pour edtnm certains caracteres de la souche 03, ce

sont comme la suite :

IV-7.3.3.2.production de pyocianine

On observe des colonies blanches appataitnslieu King A, et l'absence de
pigmentation traduire 'absence de production dec@nine. Selon king E.O at, (1957) La

gélose King A est utilisée pour la caractérisatiesPseudomonas par la mise en évidence de

la production de pyocianine qui se caractériseymar pigmentation bleue. Si I'absence de

pigmentationc’est Pseudomonas fluorescens. Si la pigmentation bleu foncé ou vert a bleu ce

ci indique la présence diseudomonas aer uginosa.

Figure 36 : Résultat de production de pyocianine sur milieng<A

Témoin

Souche
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I\VV-7.3.3.3. Production de pyoverdine

On observe I'apparition des colonies bla@sclet 'absence de pigmentation sur le milieu

King B, selon (KING E.O e#l, 1954) la gélose King B favorise la productionpyeverdine

et inhibe par ailleurs la production de pyocyanire pyoverdine (fluorescéine) produite par

les Pseudomonas est un pigment jaune vert fluorescent qui est éaodnt détecté sur ce

milieu.

Témoin

Souche

Figure 37 : Résultat de production de pyoverdine sur miliengkiB

IV-7.3.3.4. Test Mannitol-Mobilité

On remarque la jaunissement de milieu traduit tdssance de bactérie dans tout le

milieu, Aussi indique la fermentation du mannif@dr I'acidification du milieu qui sera mise

en évidence par le virage de I'indicateur coloré#u(le rouge de phénol) (mannitol positif).

En ce qui concerne la mobilité, les bactéries nesbipar ce qu’ont diffusé a partir de la ligne

verticale d’ensemencement en créant un troublersAtpue Les bactéries immobiles ont

uniguement pousse le long de la strie d’ensementefd&ANG A.O, 2009)

Témoin

Souche

Figure 38 : Résultat de Test Mannitol-Mobilité
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IV-7.3.3.5.Production d'H,S

Le résultat sur milieu héktoen est l'ajjpam des colonies de diffirentes couleur
(colonie jaune et colonies bleu-vert). Selon (Riefves Guillaume, 1986) Ce milieu contient
trois types de glucides : la salicine, le sacclaride lactose. L'orientation de l'identification
des colonies isolées est fondée sur l'attaque detroes glucides, les salmonelles et les
shigelles n'attaquant aucun de ces glucides. Ure aatractére biochimique que l'on peut
suivre sur ce milieu est la production ggHa partir de thiosulfate. Elle se traduit par
I'obtention de colonies a centre noir, coloratioe d la formation de sulfure de fer.

Témoin

Souche

Figure 39 : Résultat de La production ¢8l

IV-7.3.3.6. Teste d’Uréase
Le milieu Urée-Indole reste rose, pas d'alcalinggatdu milieu donc la bactérie ne
possede pas l'uréase, elle est dite (Uréase QnI@URRAY P.R, etal, (1995) La mise en
évidence de l'uréase consiste en la révélatioraltmlinisation du milieu contenant de l'urée
(milieu urée -indole). L'indicateur de pH est leige de phénol, il vire au rouge si la souche
est uréase +. Par la réaction suivant :
Uréase
Urée + HO—>  (CQ NH")
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La couleur de milieu ne change pas apres l'ajoataédctif le perchlorure de fer
officinal (F,CL3) donc tryptophane désaminase est négatif (TDA -), riesultat montre
I'absence d'acide indole pyruvique par ce qu'il ridlypas une désamination oxydative du
tryptophane par le tryptophane désaminase pourefotiacide pyruvique ce qui est mis en
évidence donne par coloration brune. Donc La biectée possede pas le tryptophane
désaminase (MURRAY P.R, af, 1995)

Désaminase

Tryptophane »  acide iledpyruvique
La recherche de la production d’indole dans miliege- indole est négatif (indole -) a

I'emploie du réactif de Kovacs par ce que I'annezgie brun donc la bactérie ne posséde pas

le tryptophanase qui dégrade le tryptophane présgans le milieu s’accompagne d’'une
production d’indole qui révélée par un anneau ro(MERRAY P.R, etal, 1995) selon la
réaction suivant :
tryptophanase
Tryptophane » indole + acide pyruvigue + ammoniac

Uréase

Indole

TDA

Figure 40: Résultat de I'uréase, production d’'indole et TDA

IV-7.3.3.7.Réaction de RM et VP

Le résultat dans le milieu Clurk et Lubs est laspréice de trouble montre la croissance
de germe qui fermente le glucose. Le résultat deestPhégatif par ce que il n'y a pas une
coloration rouge en surface de milieu, ce ci indigliabsence de production
d’acetylméthylcarbinol. Le résultat de RM est pibgiar ce que il 'y a une fermentation du
glucose par voie acide est considérée comme domtion rouge du milieu, correspondant a
un pH inférieur a 4,2. (ISO 6785, 2008)
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Selon Clark et Lubs (1915) le milieu de Clark eto&upermet de

différencier les

Enterobacteriaceae avec les réactions au rouge de méthyle et de VBgeskauer. Le rouge

de méthyle différencie le processus de fermentati@st jaune au-dessus d’'un pH de 6,3 et

rouge en dessous de 4,2. La production d’acetyltegtibinol a I'action de

réactif Voges-

Proskauer se révéle par I'apparition d’'une coloratbuge en surface du milieu.

Milieu Clark et Lubs

VP

RM

Figure 41: Résultat des réactions RM et VP
IV-7.3.3.8. Teste décarboxylase (ADH)

Le résultat est la présence d'un tewdmoignant de la croissance bactérienne, ce

résultat montre que la bactérie utilise I'acide ra®i arginine qui est présente dans le milieu.

Donc elle a un arginine décarboxylase positif, (ADjd’'aprés (Guillaume

présence de trouble s’assure que la bactérieasthpable de fermenter le g

P.Y. 2004) la

lucose, Si elle en

est capable, la bactérie utilise l'acide aminé gwaxluction d'amines responsables de la

neutralisation des acides produits lors de la peenitape et de l'alcalinisation d'ou le

passage au violet du milieu, Si elle n'est pas ldapd'utiliser I'acide aminé, il n'y a pas

production d'amines, les acides ne sont pas nedisadt le milieu reste jaune.
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Témoin

ADC

Figure 42: Résultat de teste d’Arginine décarboxylase (ADC)

IV-7.3.3.9.Teste de fermentation des sucres

Le résultat deermentation des sucres dans milieu TSI se préskams deux cas :
1-a présence d'une croissance bactrienne dans ieumavec un changement de couleur
(rouge de phénol) au jaune et une production delgaz le culot.
2- la présence d’'une culture bactrienne dans leemidivec un changement de couleur de
culot de milieu (rouge de phénol) au jaune, etdat reste rouge et une production de gaz
dans le culot.

Selon HAJNA, A.A, (1945) Les fermentationssdsucres se traduisent par une
acidification qui fait virer au jaune le rouge deépol (indicateur pH) Les germes qui
fermentent le lactose ou le saccharose font viejaane la pente du tube.les germes qui
fermentent le glucose font virer au jaune le c@bta pente réalcaline (reste rouge). Les
microorganismes ne fermentant aucun des trois sun@anodifient pas la couleur du milieu.
La production de sulfure d'hydrogene se manifestesde culot par I'apparition d’'une
coloration noire de sulfure de fer qui est due &élduction du thiosulfate en présence de
citrate ferrique. La production de gaz (hydroged&éxyde de carbone) résultant des
fermentations sucrées se traduit par I'apparitierbdlles ou bien par la fragmentation de la

gélose.
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Témoin

Souche

Figure 43: Résultat de teste de fermentation des sucres

D’aprés les résultats des tests morphologiquesiplogique, biochimiques et a I'aide
de schéma de les l'identification de Staphyloco(@&KRZEWSKA et al 1995), selon le
tableau qui représente les réactions typiques abtedu milieu TSI (HAIJNA, A.A, 1945) et
d’apres le tableau de caractéristiques des prilespantérobactéries (GUIRAUD, 1998)

(annexe 08), on note que :

La souche 01 appartient alicrococcaceae, Dermacoccaceae et staphylococcaceae

(CAMILLE DELARRAS, 2014). Selon le schéma d'iddidgation (ZAKRZEWSKA etal
1995) la souche 0lce n'est pas Saureus c’est une autreaphylococcus , et d’aprés
(GUIRAUD, 1998) c’est I'un des especes suivaBigpidermidis , Ssaprophyticus, Sscieri,

Ssimulans,et pour connaitre les especes exacte il faut fpitsieurs autre tastes .

Cette espece (staphylocoque) a l'origine de la mtda muqueuse de 'lhomme et des

animaux a sang chaud. Elle capable de faire inatioic alimentaire et a un role pyogene chez

les animaux (abcés, mammites, etc..) chez I'homabeds, furoncule, acné, angine, rhinite
plaie suppurée, etc....) (AIT ABDELOUAHAB N, 2008).

La souche 02a partir les résultats est appartienne de la fanSitreptococcaceae
comprend sept genres. Parmi e@gptococcus et Enterococcus regroupent la plupart des
especes responsables d'infections humdin&8/SON, 2004).1l faut faire autre testes pour

identifier la souche précisément.

Les streptocoques sont trés largement distribué tlanature et dans le tube digestif

de I'hnomme et des animaux, ces sont pathogéenes Ipmumme (angine,scarlatine) et les
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animaux (abcés, mammites, etc...) comme les éspggestiant au classe A ,B,C,R. Les

streptocoques de groupe D sont témoins de conddiminfécale de certains aliments (AIT
ABDELOUAHAB N, 2008).

La souche 03 d’aprés les résultats est appartiariagamille des Enterobactériaceae
on a trouvé un ensemble des caracteres montreritegpéce la plus possible et proche de
ces caractére estitrobacter intermedius.

Citrobacter intermedius appartient des entérobactéries (coliforme) se wmnobins de
contamination fécale et des agents de toxi-infastalimentaires. (AIT ABDELOUAHAB N,
2008).
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Conclusion

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humsaindispensable pour le nouveau-
né, comme il s’avere trés bénéfique pour I'adulla.peut le consommer a I'état frais aussi
on peut le préserver comme des produits laitiesst(R.'ben et J’ben...).parmi ces produits le
j’ben qui est préparé traditionnellement a partirlait cru de vache par fois on peut ajouter
des additifs comme (sel, ail, coriande, romarin.sélon [I'habitude alimentaire de

consommateur pour améliorer le gout, 'arome etffpiarpour la conservation.

Au cours de cette étude on a réalisé des analysgsicp-chimiques et
microbiologiques du fromage traditionnelle (j'beppur connaitre la qualité bactériologique

des cing échantillons de j'ben.

Ainsi l'isolement et l'identification de quelguesouches d’altération en basant sur les
tests phénotypiques (tests morphologique, phygiglee et quelques tests biochimiques)

pour connaitre les germes pathogenes qui provégurepathologie pour le consommateur.

Les résultats obtenues montre que les cing eécludtil (ben préparés
traditionnellement au laboratoire) sont offensipar des flores d’altération qui sont
pathogenes ces germes sodreptocoques sp, staphylocoques sp et Citrobacter

intermedius.qui provoquent un risque sur la santé de consonunate

La contamination de j’ben peut étre due a la coitation de la matiere premiere (le

lait) ou au cours de la fabrication (le mal netpyae matériel utilisé, la mal préparation....).
Ces observations ouvrent des Perspectives futures:

- Comparer nos résultats de la wilaya Ouargla ave@amantillon d’'une autre
région.

- Comparer nos résultat de j'ben fabriquer au laivaehe avec un j’ben produis par
une autre type de lait.

- ldentification moléculaire est nécessaire poubkastéries pathogénes.
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Annexe 03: Préparation d’un produit laitier traditionner¢eédé de fabrication du J'ben).
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Annexe 04 :Composition des diluants (g/l) (Institut Past@003)

1- Eau physiologique peptonée

Composition et Préparation:

Constituants Quantité en g/l
Peptone 0,59
Chlorure de sodium 8,50
Eau distillée 1000 ml
pH = 7,0. Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

2- Eau physiologique

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Chlorure

9

Dissoudre 9 g dans un litre d'eau distillée; aaoell5 min a 121 °C; pH= 7

Annexe 5:Formules des milieux de culture (Institut Past20f3)

BCPL

Composition et Préparation :

Constituants Quantité en g/l
Tryptone 500
Extrait de viande 3,09
Lactose 500
Pourpre de bromocrésol 25,0 mg

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes, pH = 6, 25°C ..

N: On remplace le pourpre de bromocrésol par lgeale phénol

PCA

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone de caséine
Extrait de levure
Glucose
Agar

5,00
2,50
1,00
15,00

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes, pH = 7 1224 @2C
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Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Extrait de levure
Extrait de viande
Peptone
Acétate de sodium
Citrate de sodium
Glucose
KH2PO4
MgSO4
MnSO4
Agar
Tween80
Eau distillée

5¢
5¢
109
5¢
29
209
29
0.1g
0.05¢g
129
1ml
1000 ml

Autoclavage : 121°C /15min. pH=6.51£0.2 & 37°C

M-17

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Extrait de levure

Extrait de viande
Peptone de caséine
Peptone de viande

Peptone de soja

Acide ascorbique

B-glycérophosphate de sodium
Agar
Sulfate de magnésium
Eau distillée

2, 5¢
5¢
2, 5¢
2, 59
5¢
0, 59
199
12, 75¢g
0.25¢g
1000 ml

Autoclavage : 121°C pendant 15min. pH=7.1+0.2 a@7




CHAPMAN

Composition et Préparation :

Annexe

Constituants Quantiegd
Extrait de viande 3
Extrait de levure 3
Tryptone 5
Peptone bactériologique 10
Chlorure se sodium 70
Mannitol 10
Rouge de phénol 0,05
Agar 18
Dissoudre 119 g dans un litre d'eau distillée; datmge : 121°C pendant 15min.
pH=7.1+0.14 37 °C

VIANDE FOIE

Composition et Préparation :

Constituants Quantité en g/l
Peptone viande-foie 30,00
Sulfite de sodium 2,50
Glucose 2,00
Citrate ferrique ammoniacal 0,50
Amidon soluble 2,00
Agar 11,00

autoclavage : 121°C pendant 15min. pH=7.6+0.2&25°

EXTRAIT DE MALT

Composition et Préparation :

Constituants Quantité en g/l
Extrait de malt 30,09
Agar Agar bactériologique 15,0 g
autoclavage : 121°C pendant 15min




ROTHE

Composition et Préparation :

Annexe

Constituants

Quantité en g/l

Peptone de caséine
Extrait de viande
Glucose
Chlorure de sodium
Phosphate dipotassique
Phosphate monopotassique
Azide de sodium

20
15
4
5
2,7
2,7
0,2

37 °C

Dissoudre 36,1g dans un litre d'eau distillée; @at@age : 121°C pendant 15min. pH=6/9a

LITSKY

Composition et Préparation :

Constituants Quantité en g/l
Trytone 20
Glucose 15

Extrait de viande 4

Chlorure de soduim 5
Phosphate dipotassique 2,7
Phosphate monopotassique 2,7
Azide de sodium 0,2

37 °C

Dissoudre 36,1g dans un litre d'eau distillée; datmge : 121°C pendant 15min. pH=6/9a

Annexe n°06 :Formules des milieux de culture d'identificatiéms(itut Pasteur, 2003)

GELOSE NUTRITIVE

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure

Chlorure de sodium
Agar

10
3
3
5

18

Dissoudre 39g dans litre d'eau distillée ; autaeldy mn a121°C ; pH =7,3




KING A

Composition et Préparation :

Annexe

Constituants Quantité en g/l
Peptone de gélatine 20
Glycérol 10
K>SO, anhydre 10
MgCl, 14
Gélose 15
autoclave 15 mn al21°C ; pH =7,2

KING B

Composition et Préparation :

Constituants Quantité en g/l
Protéose peptone n° 03 ou polypeptone 20
Glycérol 10
K HPQ, anhydre 15
MgSQ,, 4H,0O 15
15
autoclave 15 mn al21°C ; pH =7,2

MANNITOL MOBILITE

Composition et Préparation :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone de viande
Extrait de viande
Mannitol
Potassium nitrate
Rouge de phénol
Agar

15
3
10
1
0,05
5

37 °C

Dissoudre 34g dans un litre d'eau distillée; aatoafje : 121°C pendant 15min. pH=7,8a

CLARCK ET LUBS

Composition et Préparation :

Constituants Quantité en g/l
Tryptone 2
Peptone bactériologique 5
Phosphate dipotassique 5
Glucose 5

°C

Dissoudre 17g dans un litre d'eau distillée; aatomfje : 121°C pendant 15min. pH=7a(37
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UREE INDOLE

Composition et Préparation

Constituants Quantité en g/l

L-Trytophane 3
Phosphate dipotassique 1
Phosphate monopotassique 1
Chlorure de soduim 5

Urée 20

Rouge de phénol 2,5

7a

Dissoudre 32,5g dans un litre d'eau distillée; @at@age : 121°C pendant 15min. pH=6
37 °C

TSI
Composition et Préparation
Constituants Quantité en g/l
Tryptone. 149
Extrait autolytique de levure 39
Extrait de viande 39
Glucose 19
Lactose 10g
Saccharose 10g
Chlorure de sodium 59
Thiosulfate de sodium 0,39
Citrate ferrique ammoniacal 0,39
Rouge de phénol 24mg
Agar agar bactériologique 13,5g
autoclavage : 121°C pendant 15min. pH du milied-gr&emploi a 25°C : 7,4 + 0,2.
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HEKTOEN

Composition et Préparation

Constituants Quantité en g/l
Protéose peptone 12g
Extrait de levure 39

Chlorure de sodium 59
Thiosulfate de sodium 59
Sels biliaires 99
Citrate de fer Il et d'ammonium 1,59
Salicine 29
Lactose 129
Saccharose 129
Fuschine acide 0,19
Bleu de bromothymol 0,065g
Agar 149
Eau distillée 1000mL

autoclavage : 121°C pendant 15min.

MOLLER

Composition et Préparation

Constituants Quantité en g/l
Extrait de vionde 39
L-arginine (monochlorhydrate 5¢
Glucose 19
Bromocrésol poupre 0,16 mg
Ethanol 1ml
Chlorure de sodium 59

autoclavage : 121°C pendant 15min. pH = 6,8
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Annexe n°7 Les étapes de coloration des Gram

1- Déposer quelques gouttes de solution de viodeigentiane (cristal violet) sur le frottis fixé.
2- laisser agir 1 minute. Le violet de gentianeom®le cytoplasme des bactéries.

3-Jeter I'excés de colorant dans un bécher.

4-Rincer trés brievement en faisant couler deQ'dur la lame au-dessus du frottis (pas directement

sur le frottis.

5-Déposer quelques gouttes de lugol sur le frdtisLugol (composé iodé) est un mordant

qui permet de fixer le violet dans les bactéries.
6- Laisser agir 1 minute.

7-Jeter la solution de Lugol dans un bécher eterinbrievement a I''© comme

précédemment décrit.

- Décolorer en faisant couler la solution de déilon sur la lame jusqu'a ce que le violet ne
s'écoule plus du frottis (5 a 10 secondes). Latisolide décoloration contient un mélange
d'alcool et d'acétone. Les pores de la paroi desn@&rsont fermés par la déshydratation a
l'alcool. La paroi est alors imperméable et le b violet reste dans les bactéries. La
membrane des Gram- est dissoute par le mélangel-acétone. La paroi plus mince et de
composition différente laisse alors sortir la catan violette.

8- Rincer a I'HO.

- Contre-colorer en déposant la solution de safeifiose) pendant 1 minute. Ce colorant
permet de visualiser les bactéries Gram- décdoaeéétape précédente. Cette coloration
moins forte que le violet n'affecte pas la couldes Gram+.
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9- Rincer a I'HO.

10- Laisser sécher a l'air.

Observer au microscope (grossissement 400xw&g, @ne goutte d'huile a immersion, au
grossissement 1000x).

Annexe n°8 ldentification des germes d’altération

i

Cocci Gram+, en amas catalase+

Coloniespactes sur milieu Chapman

Cocci Gram+, en chainette ca&las

Famille dedMicrococcacae Famille destreptococcacae

Dnase Coagulase Thermonuclease

~ ~

Colonies jaunes d'or rose colonies blanc porcelaine jauragrel

Positif —» S aureus Négatif —> autreSaphylococcus

Schéma de les lidentification de Staphylocoque KRXEWSKA etal 1995).
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Tableau : le tableau présente les réactions typiques obseduemilieu TSI (HAJNA, A.A,
1945).

Pente Culot
Espéces H,S
Lactose/ | Glucose Gaz
Saccharose

Salmonella Typhi - + - +
v' Salmonella ParatyphiA ) (+) (+) ¢)
v' Salmonella Choleraesuis () (+) (+) ¢)
Salmonella Pullorum - + + +
Salmonella ParatyphiB - + + +
Salmonella Typhimurium - + + +
Salmond la Enteritidis - + + +
Salmonella Gallinarum - + - +
Shigella dysenteriae - + - -
Shigella flexneri - + - -
Shigella sonnel - + - -
Shigella boydii - + - -
Proteus vulgaris + + + +
Proteus mirabilis - + + +
v" Proteus morganii ) (+) (+) )
Proteus rettgeri - + - -
Serratia marcescens - + - -
v' Enterobacter hafniae ) (+) (+) )
v Enterobacter aerogenes (+) (+) (+) )
v' Enterobacter cloacae (+) (+) (+) )
v' Escherichia coli (+) (+) (+) )
Citrobacter freundii + + + +
v" Klebsiella pneumoniae (+) (+) (+) )

Alcaligenes faecalis - - - -
Pseudomonas aeruginosa - = - -
Yersinia enterocolitica - - - -
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Tableau : Caractéristiques de principales entérobactérieiREUD, 1998)
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Mobilité

Gaz

Lactose

ONPG

Saccharose

Uréase

Indole

VP

RM

H,S

Citrate

Malonate

Mannitol

Gélatinase

LDC

obDC

ADH

TDA

APP

KCN




Résumé :
Jben est le produit laitier traditionnel (fromage fraigkest I'état de lait préservée, il |
contient une microflore variée. Cinq échantillomsjtien ont été soumis a des analyses physicc
chimiques et microbiologiques afin de mettre endémnce leurs qualité hygiénique et
bactériologique. Les résultat montre que le pH maoge ces échantillons est de 04 et I'acidité
moyenne est de 88.3°D, la charge bactérienne &erdbiale est en moyenne de
(10,78x16UFC/ml), le dénombrement de bactérie lactique es{ld,08x10UFC/mI) ,la flore
fongique est trés faible (0,66X10FC/ml) on remarque I'absence des thermorésistdms.
présence des coliformes fécaux (<110%IBC/germe) et coliformes  totaux
(<46X1CPUFC/germe), La détection et I'identification defllere d’altération montre la présence
des streptococcus sp, Staphylococcus sp, I'absence desaurius. Et la présence d€itrobacter

intermedius appartient aux entérobactéries. J’ben cont@lgontré par les propriétés analysées

n'est pas dans les normes.

>

Mots clés: J'ben traditionnelle, Qualité bactériologique, ritfcation bactérien, Bactéries
pathogenes.

Summary:

J'ben is the traditional dairy products (cream sbgés the state of preserved milk, it
contains a varied microflora. Five samples of j'lveere subjected to physicochemical and
microbiological analyzes to highlight their hygienand bacteriological quality. The result
shows that the average pH of the sample was O4hendverage acidity of 88.3 ° D the total
aerobic bacterial load is averaged (10,78KEL / ml), the lactic acid bacterial count is 06(1
08x10UFC / ml), the fungal flora is very low (0,66X10FC / ml) we note the absence of heat-
resistant. The presence of fecal coliforms (<118WET / germ) and total coliform
(<46X1CPUFC / germ), the detection and identification obitgye flora shows the presence of
Sreptococcus sp, Saphylococcus sp, the absence dbaurius , the presence dfitrobacter
intermedius belongs to Enterobacteriaceae. Controlled by Bbewed crawled properties is not
in the standards.

Keywords: traditional J'ben, bacteriological quality, ba@kidentication, pathogenic bacteria.
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