Al Agdal el 4y 3l jall 4y ) seanll
o Ty, République Algérienne Démocratique et Populaire
) alall Sl g Aadl adaill 3 ) 5
: %Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifiques
’\ e 5 T el oY) i) desedadla
o O Université Mohamed El Bachir El Ibrahimi B.B.A. VUl SRR
BORD] BOUARRERID] Oﬂ\} u.é)y\ 6‘910‘9 BL:\;J‘) @M\ e)h: 2‘:‘&5 BORD] BOUARRERID]
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de I’Univers
an sl ) o lall

Département des Sciences Biologiques

Mémoire

En vue de I’obtention du Diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filieére : Sciences Biologiques
Spécialité : Microbiologie Appliquée

Théme

Caractérisation physico-chimique et microbiologique d’un fromage a pate
molle type Camembert: Isolement et identification partielle des flores

lactiques thermophiles et leurs activités bactériocinogenes.

Présenté par:
Mohamadi Meriem.
Messaoudi Rim
Devant le jury:

Président: Dr Boubellouta T. M.A.A. Univ de BBA
Encadrant: Dr Merbai. A M.A.A. Univ de BBA
Examinateur: Mr Sadrati.N M.A.A. Univ de BBA

Année universitaire: 2017/2018




Remerciements

Avant tout nous remercions "Allah" tout puissant qui nous a donné
le courage, la volonté et la force pour accomplir ce modeste travail.
Merci de nous avoir éclairé le chemin de la réussite.

Nous tenons a remercier notre encadreur: Mr Meribai A.

d’avoir accepté de nous encadrer. Nous le remercions aussi pour le choix du
sujet intéressant et d’actualité. Pour son aide, ses conseils, ses orientations et sa

disponibilite.
Nous adressons nos plus vifs remerciements aux monsieurs.
Boubellouta T.et Sadrati.N, qui nous ont fait
[’honneur de jurer notre travail.

Nous adressons nos plus sinceres remerciements a tous les
enseignants de département de biologie qui, par leur
enseignement, ont contribué a notre formation durant tout notre
cursus universitaire.

Nous sommes particulierement reconnaissantes aux ingénieurs de laboratoire et

plus particulierement: Khalil, Ameur,
Sabrina, Wassima et Hayat.

Nous remerciements s adressent également a toute personne ayant participé de
pres ou de loin a la réalisation de ce travail

Merci a tous et a toutes.



Dédicaces

J’ai le grand honneur de dédier ce modeste travail :

A mes treés chers parents,

A celui qui a été toujours Mon support dans cette vie, celui qui me donne le
courage éclatant pour continuer a chaque fois que j’ai | 'impression de reculer ...

mon pere Messaoud que DIEU vous protege

A celle qui était et qui restera mon soutient dans cette vie, a celle qui m’a
renseigné comment aimer DIEU ; comment fait apparaitre le succes et la
prosperité du sein du mal et des problemes...a vous maman Dalila, que DIEU
vous protege et vous donne la pleine santé et le plein bonheur du monde, de joie

et d’attestations.

A mon cher frére,

A Mon tres chers frere Ameur,

A mes chéres sceurs,

Noor el Imene, Hala et son fils Dhia el dine

je vous réserve toujours une place dans mon cceur et mes pensées.

A ma grande famille Messaoudi et Saadi

Mes grands-parents, mes tantes, mes oncles ainsi que mes cousins et cousines.

A mes amies,

Meriem et Hassina.

Et tous mes Amis sans exception.

A tous les étudiants d 'universite de Bordj Bou Arrerrid.

Rim



Dédicaces

J’ai le grand honneur de dédier ce modeste travail

A mes treés chers parents,

A celui qui a été toujours Mon support dans cette vie, celui qui me donne le
courage éclatant pour continuer a chaque fois que j’ai [ 'impression de reculer ...
mon pere Bachir que DIEU vous protege
A celle qui était et qui restera mon soutient dans cette vie, a celle qui m’a
renseigne comment aimer DIEU ; comment fait apparaitre le succes et la
prosperite du sein du mal et des problemes...a vous maman Fatima, que DIEU
vous protege et vous donne la pleine santé et le plein bonheur du monde, de joie
et d’attestations.

A mon cher frére,
Abd Arrahim,

A mes chéres sceurs,
Sara, Halima et Amina
Et ses petits: Mohamed, Oumaima, Anes et Soundous

Je vous réserve toujours une place dans mon coeur et mes pensées.

A ma grande famille Mohamadi et Khalfaoui

Mes grands-parents, Mes tante, mes oncles ainsi que mes cousins et cousines.

A mes amies,

Rim, Hassina, Samra, Mouna et Nawell.
Et tous mes Amis sans exception.

A tous les étudiants d’université de Bordj Bou Arrerid.

Meriem



Table des matieres

Table des matiéres
Résumé

Abstract

uailq

Liste des tableaux
Liste des figures

Liste des abréviations

TOETOAUCTION e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e eaeeeeeeeeeeaneaaaeeas 1

Chapitre I GENETALILE ..........coiiiiiieiie ettt e s ae e e aeeesaeessaeeensaeesnsaeeenseeas 3
I. Classification des fromages Selon 1a PAte.........cceeevvvieeiiiiiiiiieeiiie e 3
I.1. Fromage frais ou & pate fraiChe..........ccoeviiiieiiieciceceee e 3
L.2. Fromage & pate MOLLE.......ccocuiiiiiiiieiiecie et 3
[.3. FrOomage A PALE PIESSEE ..ceuviieurieiitieeitieeitee ettt e ettt e st e et e et e et eeetbeeesteesnbeeesabeeenanes 3
L4, Fromage fONdU.........oooiiiiiiiiieieeeeee et 4
I1. Procédés de fabrication fromageIe. ........ceecuieruieriieiieeii ettt 4
II1. Le fromage a pate molle type camembert..............cooecvevieeciienieeiiieieeiiecie e 4
TIL 1. DEFINITION 1.ttt ettt ettt ettt e b ennes 4
II1.2. Composition et valeur nutritionnelle.............coccoevviieiiiiiiiiiiiinie e, 5
II1.3. Les étapes clés de la fabrication du Camembert ...............ccoevvevveeceieneencenacieareennnn. 5
CRAPIIIE L.ttt ettt ettt e et e e s e e e bt esaeeenbeessbeenbeasnseenseesnsaenseannns 8
[ Les DAaCtEries LACtIQUES ....ccuvieiieeiiieiieciie ettt ettt ettt ettt e et e st e eseesabeenseesnneeneeas 8
Lo DEIINTEION ..ttt et ettt et et e st et e sateeneeas 8
[.2. Caracteres généraux des bactéries 1actiques ........cc.eeecveeerciieeeiieeiiie et 8
HADITAL ...t ettt ettt et ettt e st eaeeas 9
[.3. Taxonomie des bactéries laCtiqUES.........eeruvieeriieeiieeeiie et 9
[.4.ROle des bacteries aCtIQUES ....c.veeeevieeiiieeieeeiteeeite e eiee et e e e e e sereeeeaeeeaeeeeneeesnseeees 11
I1. Bactéries propioniques (Propionibacterium)...........cccccuveeriieeriieeiieeeieeeieeeeieeeevee e 15
IT1. Microcoques et bactéries COTYNETOTMES. ......cccuvieriireiiieeeiieeieeeieeeteeeieeeereeeeaeeeeeneees 15
TV LBVUTES ittt et ettt ettt e s bt e st e e st e e sabeeesanee s 15

V. IVLOISISSULES ..eeeeeeeeeeee e e e e et e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeea e eeeeeeeeeaa e aaaeeeeeereannnaaeaeeeeeeaannnaaaanns 15



Table des matieres

Deuxieme partie: partie expérimentale

[ Matériels et MEthOAES........oouiiriiiiiiieiieiee ettt e 17
Lo L IMAEETICLS .ttt et b et et sb et st b ettt sae e 17
MeEthodologie de travail...........cccuiiiiieiiieiie ettt ettt st e e e enneas 18
L2, IMIEEROAES ...ttt sttt et b e ettt et 19
L.2.1. EChantillonnage ........cccueeiuieiuiieiieiie ettt ettt ettt et st eese e s e e 19
[.2.2. Analyses phySiCO-ChIMIQUES........ceeeuieriiiiieeiiieeie ettt ettt et ettt e seae et eaaeens 19
[.2.2.1. La détermination du PH.........ccooooiiiiiiiieeeee et 19
1.2.2.2. Détermination de 1’acidité en degré Dornic (°D) ....cccveeevvieeriieeiiieeieeeieeeee e 19
[.2.2.3. Détermination de 1a conductivite............cceviiiiiiiiiiiiiiieiee e 20
[.2.3. Analyses MiCTODIOIOZIQUES ......c.ueeeruiieiiiiieeiiie et eeieeeeiee et eeste e et eeeaeeesreeensaeesnseeenenes 20
1.2.3.1. Préparation de la solution mere et des dilutions décimales............cccccveeeeieercrneennenn. 20
1.2.3.3. Recherche et dénombrement des germes de contamination.............ccceeeevveeecvveennenn. 21
1.2.3.3.1. Recherche et dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)......22
1.2.3.3.2. Recherche et dénombrement des levures et MOISISSUTES ........ccceevveerieerveeieenne 22
1.2.3.3.3. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux............ccccueenneee 22
1.2.3.3.4. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux .........covvveeeieerireerinneens 22
1.2.3.3.5. Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus..................cccveeeunnen. 22
1.2.3.3.6. Recherche et dénombrement des Clostridia sulfito-réductrices (CSR)............. 23
1.2.3.3.7. Recherche et dénombrement de Salmonella sp. .........ccoovueecieeiieviieneiniieene, 23
[.2.4. Dénombrement des flores associées auX fromages ..........ceevvreruierieenieenieeniienieesiee e 23
[.2.4.1. Dénombrement des Lactobacilles et Streptocoques thermophiles .............cc.ceee.e. 23
[.2.4.2. Isolement et purification des souches lactiques thermophiles.............cccecveevrennennee. 23
[.2.4.3. Conservation des SOUChes 1aCtiqUeS..........ceceeeiieriieiiieniieeiieie et 24
1.2.5. Etude des interactions entre des souches pathogeénes et les souches lactique isolées.....24
[.2.5.1. Préparation des pré-cultures des souches lactiques ..........cceeveeeciienieniiieniieniieiee 24
1.2.5.2. Préparation des pré-cultures des souches indicatrices (pathogenes) ............cccueneee. 24
1.2.5.2.1. Origines des souches iNdiCatrICES ........ccueevvierieeiieriieeiieiee et 24
1.2.5.3. Exploraion des activités antagonistes des souches LAB thermophiles.................. 25

L RESUILALS ..ttt ettt et e bt e et esat e e bt e sbeeebeesaneens 26
I.1. Analyses phySICOChIMIQUES ........ccueeiiiieiiiiieeiiieeiie ettt et e e eraeesereeenens 26
0 T ) = (RSP PRRR 26
L 1.2 ACIAIEE tIITADIE ...t 27



Table des matieres

[.2. Analyses MIiCTODIOLOZIQUES ......cccviriieiiieiieiieeiee e eiee ettt ete et et e et e sateeaeeseaeeseesnaaens 28
L.3. Exploration des charges en flores lactiques thermophiles ............ccoccveiiiiiiiiiiinciienien, 31
[.3.1. Dénombrement des bactéries lactiques thermophiles.............ccceeeeiieriiniiienieniieene 31
[.3.2. EXamen MICTOSCOPIQUE ....cecuveeurierirearienieeereeneeeeteenseeeseesseesseenseessseesseesssesnseessseenseensns 33
[.3.2.1. Observation & I'état fraiS.........ccceriereriiirienieeiesieeee et 33
[.3.2.2. Coloration de GIam..........eeueeiuieiiriieieiieeiteie ettt sttt st 34
1.3.3. Purification des souches lactiques thermophiles ...........cccccoevuieiiiiiiieniiiniiiniecieeee 34
[.4.Pouvoir antagoniste, In vitro des bactéries 1actiques ..........ccceevevierieriienieniieiecieeee e 35
L1, DASCUSSION ..ottt ettt ettt ettt et ettt ettt ettt eatesb et sate s bt et e st e sbeenbesatesbeenbeeanenaeenee 37
IL.1. Testes PhySICOChIMIQUES. ....cc.ueeviiriieeiieiie et eeiee ettt ettt e teeeeaeeaeeeabeeseeenseenseeene 37
I1.2. Tests MICTODIOIOZIGUES ......eevuiieiieiieeiieiie et eite ettt et e eeae et esnbeeseeenbeenseenne 38
I1.3. Isolement, purification, caractérisation et identification des souches thermophiles.....41
I14. LeS INTETACLIONS ....eeuvientieiniieiie ettt ettt ettt ettt et e bt e et e e bt e sabe e bt e ssbeenbeesabeenbeenaee 46
COMCIUSION ..ttt a e et ht e et e s at e e bt e s bt e et e e sabeenbeesabeenbeesaneens 50
POISPECLIVES ...vveieeiiieeeiee ettt et e e e e e et e e sate e e s ateeessbaeesseeensaeeerssaeensseeensaeennseeennres 51

Références bibliographiques

Annexes



Liste des tableaux

Tableau I

Tableau 11

Tableau
111

Tableau
v

Tableau V

Tableau
VI

Tableau
VII

Tableau
VIII

Liste des tableaux

Les quatre grandes étapes de la fabrication du fromage type Camembert

(Eck et @l., 2000)........oiiiiiniieie ettt e
Echantillonnage............ooiiiiiiii i
Principaux germes recherché, milieux de cultures et conditions
d’incubation  (Guiraud, 1998 ;Joffin, 1999 ; Lebres et Hamza,
20002 ) e e
Conditions, I’isolement et conservation des souches
TAICAITICES .« ettt ettt ettt e
Résultats des analyses physicochimiques des échantillons de
162231015 1010 1) o F N
Résultat du contrdle de la qualité
MICTODIOIOZIQUE. ...ttt
Résultats de dénombrement des bactéries lactiques isolées de

CAIMICITIDETL . oottt ettt e e e e e e

Résultats des interactions entre les souches lactiques thermophiles isolées et

les  souches indicatrices (@ des zones d’inhibition en

21

25

26

28

32



Liste des figures

Figure 2:

Figure 2:

Figure 3:

Figure 4:

Figure 5:

Figure 6:

Figure 7:

Figure 8:
Figure 9:

Figure 10:

Figure 11:

Figure 12:

Figure 13:

Figure 14:

Figure 15:

Figure 16:

Liste des figures

Schéma illustrant les différentes étapes d’analyses suivies dans la partie pratique.
Histogramme représentatif des variations des pH des échantillons analysées.
Histogramme représentatif des variations de 1’acidité titrable en °D des échantillons
0§21 )T
Histogramme représentatif des variations de la conductivité en ms/cm des
€chantillons analyS€es. ... ....c.iuiiiitiit i

Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des FTAM.................

Répartition des Coliformes totaux et des Coliformes fécaux présents dans les 06

échantillons du Camembert.............oouuu i e,

Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des Streptocoques

Histogramme représentatif des résultats de dénombrement de S.aureus...............
Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des levures et moisissure
Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des Streptocoques
thermophiles et des Lactobacilles ............oovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
Répartition des Lactobacilles et des Streptocoques thermophiles présents dans les
06 échantillons du Camembert... ...... ... oo oev e ies et ettt et et et e e e e
Aspect microscopique des Streptocoques thermophiles et des lactobacilles a I’état
frais

6 20 S
Vue microscopique des Streptocoques thermophiles (A) et Lactobacilles (B) aprés
coloration de Gram (Gx40).

Aspect des colonies des bactéries lactiques sur gélose M17 (A) et MRS (B).

Zones d’inhibition entre les Streptocoques thermophiles etPseudomonas
aeruginosa.
Zones d’inhibition entre les Lactobacilles et Salmonella sp. (A), les Streptocoques

thermophileset S.aureus(B).......c.cooiriiiiiii i

18
26

27

27
29

29

30

30

31

32

33

33

34

34

35



Résumé

Résumé

L’objectif de [D’étude ¢était 1’évaluation des qualités physicochimiques et
microbiologiques d’un fromage type Camembert, d’explorer les masses en flores lactiques
thermophiles et d’évaluer leurs effets bactériocinogénes.

Six échantillons, du fromage type Camembert, ont été collect¢é du marché local
de la wilaya de Bordj Bou Arreridj Nord Est d‘Algérie durant la période Février-Avril 2018.

Les résultats des tests physico- chimiques ont donné les moyennes : pH 8,20 - 8,90
pour la croute, 5,80 - 6,94 concernant la masse. Acidité titrable:12 °D - 40 °D. Analyses
microbiologiques ont donné en (UFC/g) Flore aérobie mésophile (FTAM: 2.2x10"UFC/g),
coliformes fécaux (2.9x10°UFC/g), coliformes totaux (8,72x10% Streptocoques fécaux
(1.6x10°UFC/g), Staphylococcus aureus (7.6x10°UFC/g), Flore eucaryote (4.7x105 UFC/g)
avec absence des.spores.

Dénombrements des flores lactiques thermophiles associées au fromage, surdes
milieux sélectifs: M17 et MRS, ont révélé une prédominance des souches Streptococcus
thermophilus (83%) suivi par les isolats Lactobacillus sp.(17%)

L’interaction entre isolats lactiques et souches d’altération des fromages a Gram-:
Pseudomonas sp., Salmonella sp., Escherichia coli et Gram+: Staphylococcus aureus et
Staphylococcus sp., ont donné des zones d’inhibition ayant des diamétres cernés ente: 14 mm
et 44 mm.

L’ensemble des échantillons du fromage, semble d’une qualité physico- chimique
conformes aux normes nationales. Alors que, la qualité hygiéniques était trés en dessous des
normes, marquant la présence des flores indicatrices des contaminations et des especes
toxinogenes, reflétant un risque vital pour le consommateur.

L’¢étude mérite d’étre complétée par un effectif élevé, un plan d’échantillonnage plus
¢largis, étalait sur plusieurs marques de fromages et leur mati¢re premiere, dans des zones
géographiques et sur les quatre saisons.

Mots clé: Camembert, Analyses Microbiologiques, Analyses Physicochimiques, Flores
Lactiques, Antagonisme.



Abstract

Abstract

Cheeses are a rich and safe source for human nutrition. Study aimed to assess
the physicochemical and microbiological qualities of soft cheese type Camembert, to explore
thermophilic lactic flora numbers and to evaluate their bacteriocinogenic effects.

Six Camembert type cheese samples were collected from the market of the Bordj Bou
Arreridj province North- Eastern of Algeria, during the months March-April 2018.

Results of Physico- chemicals tests gave: pH: (between 8.20 - 8.90 for crust, 5.80 -
6.94 for mass), Titratable acidity (between 12 °D and 40 °D). Microbiological analyzes
in FCU/g mesophilic aerobic flora (FTAM: 2.2x10’UFC / g), faecal coliforms
(2.9x10°FCU/g),  faecal  Streptococci  (1.6x10°UFC/g),  Staphylococcus — aureus
(7.6x10°FCU/g), eukaryotic flora (4.7x10° CFU/g) and the absence of Sporogen species.

Enumerations of associated cheese thermophilic lactic flora, on selective media: M17
and MRS, revealed a predominance of Streptococcus thermophilus strains with (83%)
followed by isolates Lactobacillus sp (17%).

Interaction between lactic isolates and Gram (-) cheese spoilage strains: Pseudomonas
sp., Salmonella sp., Escherichia coli and Gram (+): Staphylococcus aureus, Staphylococcus
sp., gave inhibition areas with defined diameters between: 14 mm and 44 mm.

All samples seem to be of a physicochemical quality in accordance with national
standards. While Microbiological quality was well below national standards, marking
presence of flora indicative of contaminations and toxinogenic species, reflecting a vital risk
for consumer. In perspectives: The study should be complemented by a larger samples size
and sampling plan, covering several cheese brands and their raw material, geographical areas
and the four seasons of year.

Keywords: Camembert cheese, Microbiological Analysis, Physicochemical tests, Lactic
Floras, Antagonism.
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Introduction

Introduction

Le fromage a toujours été une valeur slire de 1'alimentation humaine. C'est le résultat
d'une transformation laitiére trés ancienne, puisque des écrits témoignent de sa fabrication
quelques trois- mille années avant notre €re, en basse Mésopotamie.

Source précieuse de protéines, (Chemache, 2011; O’Brien et O’Connor, 2017).

Le fromage est I’'une des plus anciennes formes de la conservation du lait ou du moins
des ¢éléments susceptibles d’étre conservés, au prix de fermentation que ’homme a appris a
diriger (Eck et Gillis, 2006).

Le fromage est défini comme étant, un produit laitier coagulé, des différentes qualités,
chacun ayant sa spécification. Ils varient par la nature du lait, par la teneur en maticre grasse,
en protéines et par le mode de préparation Coulon et al., (2005).Parmi les types de fromage
On note : Fromages frais, a pates pressées, a pates dures, a pates filées, les fromages fondus,
ainsi que les fromages a pate molle, a crotite lavée ou fleurie.

Les pates molles, sont ensemencées en surface avec une moisissure qui provoque par
affinage en cave, l'apparition d'une crolte (Guiraud, 2003). Le terme a pate molle, s'applique
a un fromage qui ne subit au moment de sa fabrication ni chauffage, ni pressage. La pate est
alors onctueuse voire coulante a pleine maturation du fromage. Le terme a croite fleurie
s'applique a un fromage dont la crolte est couverte de Penicillium qui lui donne un aspect
duveteux blanc comme le Camembert (Lessard et al., 2012; Leclercq- Perlat et al., 2013;
Lessard, 2014).

Le formage type camembert, obtenu a partir du lait pasteurisé entier ou standardisé,
coagulé par la pressure ou a l'aide d'enzymes spécifiques et acidifiés (Hamama et al., 1995).
Le caillé obtenu est moulé, sal¢ et affiné. L’acidification et I’affinage du camembert sont
effectués par des levains industriels qui ont une grande importance dans 1’économie et
présentent une grande utilité du point de vue technologique. Ces levains sont fournis sous
forme liquide ou lyophilisée pour permettre la fermentation lactique et le développement des
propriétés organoleptiques typiques des camemberts. En effet, c’est a ce moment que la
microflore secondaire se développe en utilisant les nutriments présents dans la matrice
fromagere, en particulier les protéines et les lipides (D’Amico et Donnelly, 2017). La
protéolyse et la lipolyse sont reconnues comme étant des voies majeures qui meénent a la
production de divers composés d’ardomes (Ganesan et Weimer, 2017).

En Algérie, la fabrication industrielle fromagere a pate molle, utilise une flore lactique
de souches acidifiantes mésophiles pour la technologie traditionnelle et de souches

majoritairement thermophiles pour la technologie de type stabilisé; la proportion de ces
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souches varie au cours de I’affinage, ainsi certaines souches sont présentes, alors que d’autres
se succedent au fil du temps (Dahou, 2017 ; Dahou et al., 2017). L’usage industriel de ces
souches lactiques implique des connaissances préalables relatives a leurs sélections, criblage
et maitrise de leur équilibre au cours de fabrication et maturation du fromage. En plus de
I’importance de la haute valeur nutritionnelle du fromage, les caractéristiques
Microbiologiques, physico-chimiques restent des éléments majeurs, de la qualité¢ de fromage a
pate molle (Dib et al., 2008). Une modification de certains paramétres physico-chimiques du
fromage ; en particulier de la matrice protéique, peut étre a 1’origine d’une modification
notable de la texture. En effet, le changement de la conformation et de la composition des
protéines du fromage peut étre dii a plusieurs facteurs, notamment ceux intervenant dans la
conservation du fromage, tels que les microorganismes de I’affinage qui entrainent, par ses
activités protéolytiques et désacidifiant, le ramollissement de la pate du fromage et la
sélection de la flore inhibant ainsi le développement des germes contaminants (D’Amico et
Donnelly, 2017).De multiples formes végétatives et de résistance microbiennes peuvent
échapper aux différents traitements thermiques lors de la fabrication du fromage. Ces derniers
peuvent acquérir des mutations leurs permettant une croissance optimale sur la pate du
fromage et d’éviter 1’action inhibitrice des flores eucaryotes adventice de la croute et de
s’échapper aux points critiques de control. Les fromages a pate molle sont des vecteurs
potentiels de la transmission des espeéces pathogeénes et/ou toxinogenes a 1’exemple:
(Salmonella sp., Escherichi coli, Listeria sp.et Staphylococcus sp.)(Hait Jennifer B.S. 2012;
Rosengren A, 2012). Le control de qualité microbiologique garantis un produit sain et exempt
de risque pour le consommateur. De méme les opérations de control de qualité physico-
chimique permettre I’obtentiond’un produit sans défauts organoleptiques ou rhéologiques.
Dans ce contexte précis, se focalise I’objectif de la présente étude, qui se veut une
contribution primordiale a I’évaluation des qualités physico- chimiques et hygiénique, pour un
effectif de six échantillons de fromage type: Camembert, collecté, durant le mois avril 2018,
du marché local, dans la willaya de Bordj Bou Arreridj, Nord -Est Algérie, par :
» -Réalisation des tests physicochimiques (pH, acidité titrable, conductivité.)
» -Analyses Microbiologiques, par dénombrement des flores et espéces microbiennes,
sur des milieux de culture d’enrichissement et/ ou sélectifs.
» -Comparaison des résultats des analyses susmentionnés aux normes nationales et
internationales
» -Dénombrement des flores lactiques thermophiles, dominant la pate des échantillons,
I’exploration de leur antagonismes, diriger, in vitro, contre des isolats procaryotes, a

Gram- et a Gram+, isolées aux fromages.
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Chapitre I: Généralités
I. Classification des fromages selon la pate

I.1. Fromage frais ou a pate fraiche

Ce sont des fromages a égouttage, obtenus par centrifugation ou filtration. Ils subissent
essentiellement une fermentation lactique (cependant il y’a souvent une légere action
de la présure) et ne sont pas affinés. Leur humidité est élevée (70 a 75%), ils sont obtenus
avec des laits pasteurisés (sauf dérogations) et conservés au froid. Ex: petit suisse, fromage

demi-sel.
I.2. Fromage a pate molle

Ce sont des fromages obtenus par action de la présure, qui subissent un affinage apres
la fermentation lactique, mais dont la pate n’est ni cuite ni pressé. L’égouttage est lent
et réalisé par un simple découpage et éventuellement un brassage. Leur humidité est moyenne

(50 a 55%). Leur conservation est améliorée par le froid. On distingue:

-Fromages a pate molle « moussée » généralement a croute moisie Ex: Camembert, Brie,

Carré, de I’EST.
-Fromages a pate molle persillées (a2 moisissures internes) Ex: Roquefort et autres « bleu ».
- Fromages a pate molle, a croute lavée Ex: Munster-Livarot.

L.3. Fromage a pate pressée

Ce sont des fromages obtenus par action de la présure, qui subissent un affinage apres
la fermentation lactique, sont obtenus par égouttage avec découpage du caillé, brassage
et pression. Leur humidité est moyenne (45 a 50% pour les pates non cuites) ou faible
(35 a 40% pour les pates cuites ou tres brassés). Leur conservation est améliorée par le froid.

On distingue:

-Le fromage a pate ferme non cuite (pate pressée et broyée) Ex: Cantal.
-Le fromage a pate pressée non cuite et a croute lavée. Ex: St-Paulin
-Le fromage a pate pressé€e non cuite et a croute artificielle. Ex: Edam

-Le fromage a pate pressée non cuite et a croute moisie Ex: St-nectaire. Tome de Savoie.
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-Le fromage a pate pressé cuite avec ouverture. Ex: Emmenthal, comte.
-Le fromage a pate pressée cuite sans couverture Ex: Beaufort
-Le fromage a pate pressé trés dure (trés brassées) Ex: Cheddar

1.4. Fromage fondu

Il s’agit de préparations issues de la fonte de fromage généralement a pate pressée.

(Guiraud, 2003).

I1. Procédés de fabrication fromagére

Il existe une trés grande variété de fromages, selon la nature du lait et les technologies
mises en ceuvre.

La dénomination « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affiné ou non,
obtenu a partir des matieres d’origine exclusivement laitiére suivantes : lait, lait partiellement
ou totalement écrémé, créme, maticre grasse, babeurre, utilisées seules ou en mélange
et coagulées en tout ou en partie avant égouttage ou apres ¢limination partielle de la partie
aqueuse. (Eck et al., 2006)

La fabrication de fromages comprend 5 grandes phases :

[ Traitement thermique
'] Standardisation

] Coagulation

[l Egouttage

] Affinage

II1. Le fromage a pate molle type Camembert

II1.1. Définition

Le Camembert est un fromage a pate molle, affiné en surface, principalement
par des moisissures, conformément a la Norme générale pour le fromage, qui se présente sous
la forme d’un cylindre plat ou de morceaux dit cylindre. La pate a une couleur allant du blanc
cassé¢ au jaune pale et une texture molle (lorsqu’on appuie dessus avec le pouce) mais non
friable, affinée de la surface au centre du fromage. (Dahou et al., 2017)

Les trous de gaz sont généralement absents, mais la présence de quelques ouvertures
et fissures est acceptable. Une crotlite molle, entierement recouverte des moisissures blanches.

Le fromage entier peut étre coupé ou formé en morceaux avant ou apres

le développement des moisissures.
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I11.2. Composition et valeur nutritionnelle

Selon son mode d’¢élaboration, le Camembert renferme 30 a 50 % de maticre azotée /
matiere seche. Il s’inscrit ainsi parmi les meilleures sources alimentaires de protéines ayant
une digestibilité élevée (Mietton, 1995).

De plus, la haute valeur biologique de ces protéines lui est conférée tant par leur
composition équilibrée en acides aminés, que par leur propriété de former une pate fromagere
trés appréciée par les consommateurs dans de nombreuses régions du monde.

La mati¢re grasse du Camembert (25 a 40%) conditionne ’onctuosité¢ de la pate
et constitue une source importante de la flaveur particuliere conférée au produit fini
(Neelakanten et al, 1971).

Concernant le lactose, il faut noter que les fromages affinés sont pratiquement
dépourvus de glucides car la faible quantité de lactose, restant dans le caillé aprés égouttage,
est transformée en acide lactique au cours de 1’affinage.

Pour les autres nutriments, le Camembert constitue un apport important en calcium.
(200 a 700 mg/ 100g), en phosphore, en sodium et en vitamines (notamment du groupe B),
(Eck, 1990).

Notons enfin que la dénomination petit Camembert est réservée a un fromage
de diamétre réduit (80-85 mm de diameétre) dont I’extrait sec ne doit pas étre inférieur a 60g.

I11.3. Les étapes clés de la fabrication du Camembert

L’¢laboration de ce type de fromage, a caractéristiques organoleptiques particulieres,
passe par la réussite de nombreuses étapes technologiques dont principalement
L’ensemencement —maturation, la coagulation, 1’égouttage et enfin ’affinage.

I11.3.1. La phase d’ensemencement — maturation

C’est 1’étape d’introduction de la flore lactique sélectionnée qui va participer,
d’une part, a la coagulation du lait (en provoquant I’acidification), et d’autre part, a 1’affinage
du fromage (rle dans ’activité protéolytique).

Le lait (un petit volume) est ensemencé par des ferments lactiques mésophiles,
a une dose de 1,5 a 2% (Laithier, 2011). Un temps de maturation suffisant est laiss¢ dans
le but de permettre la multiplication et le développement des souches de bactéries lactiques
inoculées (Larpent, 1997). Une fois ses souches revivifiées, le levain (tel que préparé) servira
a ensemencer les grandes cuves de coagulation.

On introduit également des levains fongiques qui jouent un rdle important dans
le phénomene de D’affinage. Il s’agit de spores de Penicillium Camemberti, Penicillium

caseicolum ainsi que Geotrichum candidum.
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I11.3.2. La coagulation

La coagulation se traduit par la formation d’un gel (ou coagulum) qui résulte dans
le cas du Camembert, des modifications physico-chimiques qui interviennent autour
des micelles de caséines et qui concourent a leur déstabilisation extréme.

Pour les fromages a pates molles, la coagulation est généralement mixte. Elle
est provoquée par 1’action conjuguée de la présure (coagulation enzymatique) et les bactéries
lactiques (coagulation acide).

Dans le cas de la coagulation acide (provoquée par 1’acide lactique d’origine
bactérienne), 1’abaissement du pH induit la solubilisation du calcium et du phosphate
inorganique. Par équilibre, le pont salin dégarni peu a peu les micelles. Ces derniéres, vont
se lier entre-elles et former un gel cassant, tres friable et peu ¢€lastique (Hardy J., 2004).

La coagulation enzymatique est quant a elle due a I’action de la présure qui est
une enzyme protéolytique provenant de caillettes de veaux non sevrés. Cette enzyme
correspond en réalit¢ a deux fractions actives : I'une majeure (80 %), constituée par
la chymosine, I’autre mineure (20 %), est représentée par la pepsine (Eck et Gillis, 2006).

Il a été établi qu’au cours de la coagulation enzymatique, la présure en hydrolysant
la caséine au niveau de la liaison (Pheios- Metios), induit une déstabilisation des micelles
de caséines qui vont peu a peu floculer pour former un gel ferme, compact et ayant une bonne
cohésion.

II1.3.3. L’égouttage

C’est I’étape qui permet la séparation du lactosérum du caillé. Son but est non
seulement de régler la teneur en eau du caillé mais aussi la minéralisation de ce dernier et son
délactosage.

Selon Beuvier (2004), il est possible de distinguer dans cette phase deux actions
complémentaires :

-Expulsion du sérum par le coagulum qui se contracte et se concentre (synérese) ;
-Séparation du sérum et du caillé par action physique.

La pate obtenue est salée par addition de chlorure de sodium. Le sel inhibe certaines
proliférations microbiennes, complete 1’égouttage du caillé et reléve la saveur du fromage.
(Hardy, 1993).

I11.3.4. Affinage des fromages

L’affinage correspond a une phase de digestion enzymatique ou sous |’action
d’enzymes, pour la plupart élaborées par la flore microbienne présente, les constituants

du caillé sont dégradés. La pate est ainsi modifiée dans son aspect, sa texture
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et sa consistance, ce qui lui permet de passer sous la forme d’un produit ¢laboré dénommé
fromage.

Selon Desmazeaud et Cogan, (1996), L’affinage est en fait la résultante de trois
principales actions biochimiques qui se déroulent simultanément a savoir :
-La dégradation des protéines ;
-L’hydrolyse de la matiére grasse ;
-La fermentation du lactose.

La finalit¢ de l'affinage est de diriger ces évolutions dans le sens souhaité ;
il correspond principalement a des modifications de deux composants majeurs : protéines
et matiere grasse; protéolyse et lipolyse sont donc les phénomenes dominants de 1'affinage,
elles se traduisent par de profondes modifications de la composition physico-chimique
du substrat, et par voie de conséquence, de celles de son aspect, de ses qualités
organoleptiques, de sa digestibilité et de sa valeur nutritive.

Tableau I : Les quatre grandes étapes de la fabrication du fromage type Camembert. (Eck et al.,

2006)

Etape : Tranchage- Salage Affinage-
ensemencement- égouttage-synérese conditionnement
coagulation
Ajout du ferment Décaillage du caillé Immersion en Mise en haloir
lactique ferme saumure saturée a pendant environ 9
Ajout du Cacl, (50ml Brassage délicat aprés 10 °C a 15°c maxi jours a 10-14 °C.
pour 1000 litres de 15 min. puis Humidité relative 90-
lait) intermittent jusqu’au Temps : 30 min. selon et 95 %.

moulage la taille des picces de
Maturation : 30 min  Mise en moule de fromages Emballage et mise en

grains fermes chambre froide a
Ajout de la présure Retournements 4-6 °C
18 ml/100 kg de lait ~ périodiques (0.5. puis

2et3h)
Temps de Baisse régulicre de la

coagulation : 35 a 60 temperature
min
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Chapitre I1

I. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des bactéries Gram positif produisant de 1’acide lactique
par fermentation des glucides simples tels que le glucose et le galactose (Axelsson, 2004).
Elles se développent généralement dans des conditions anaérobies, voire anaérobies
facultatives, et jouent un rdle majeur dans D’acidification du lait et du caillé. Ce sont
également des agents de [D’affinage des fromages, par leurs aptitudes protéolytiques
et lipolytiques (développement du goit, des aromes et de la texture). (Singleton, 2002).
Ces bactéries lactiques sont principalement constituées de Lactocoques, Leuconostoc,
Pédiocoques, Streptocoques thermophiles, Lactobacilles mésophiles et Entérocoques.

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes utiles a 1'homme lui permettant
de fabriquer et de conserver un nombre important de ses aliments. Elles sont surtout connues
pour le role qu’elles jouent dans la préparation des laitages fermentés, elles sont utilisées
¢galement dans le saumurage des légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage
des poissons, des viandes et des salaisons. Elles sont devenues les principaux candidats
probiotiques et bénéficient d’un statut GRAS (Generally Regarded As Safe) (Tamime ,2002).

I.1. Définition

Les bactéries lactiques regroupent un ensemble d'especes hétérogenes (Labioui et al.,
2005). Ce sont des cellules vivantes, autonomes et procaryotes (Bergey’s Manuel 1986-1989),
dont le trait commun est leur aptitude a produire de I’acide lactique suite a la fermentation
des glucides.

Cette transformation génére de une ou deux molécules d’ATP, en fonction de la voie
métabolique homo ou hétérolactique (Carr et al. ,2002)

Voie d'Embden-Meyerhof : homofermentation, dont laquelle I'acide lactique est
le principale ou le seul produit du métabolisme excrété a partir du substrat (Cogan T.M.,
1986).

Voie de Dickens-Horecker : hétérofermentation, conduisant a ’acide lactique en mélange
avec d’autres produits d’excrétion comme le CO2, acide acétique, éthanol.

I.2. Caractéres généraux des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cocci ou des batonnets (Larpent, 1997) elles sont
en générale aérotolérantes. Cependant certaines especes habitant par exemple le tube digestif
des animaux sont anaerobies strictes, méme en présence d'O,, elles sont incapables de réaliser
la phosphorylation oxydative. Elles sont Gram-positif; généralement immobiles et asporulées

(Klaenhammert, 2000 et Luquet et al. 2005).
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Elles ne possédent ni catalase, ni nitrate réductase, ni Cytochrome oxydase. En plus
de cela ne liquéfient pas la gélatine, ne produisent pas d'indole ni d'hydrogéne sulfureux
(Madingo et al., 2004)

Habitat

Les bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson,
les muqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif (Monnet et a/.,2008)et ont été
¢galement retrouvées dans le sol, les engrais, et les eaux d’égout (Singleton, 2002
et Tailliez, 2001).

I.3. Taxonomie des bactéries lactiques

La taxonomie des bactéries lactiques a été basée sur la coloration de Gram et il est
possible de les classer suivant la nature des produits du métabolisme bactérien obtenus a partir
des glucides (Dellaglio et al., 1994).

Les bactéries lactiques regroupent 11 genres dont les plus étudiés sont : Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Enterococcus et Pediococcus
(Guiraud, 2003).

1.3.1. Le genre Streptococcus

Ces bactéries sont des cocci sphériques ou ovoides regroupées en paires
ou en chainettes, en générale immobiles, a partir des glucides leur métabolisme
est homofermentaire, elles produisent un certain nombre d'agents antimicrobiens (Ouwehand
et al., 2004).

Ces coques Gram+ a exigences nutritives parfois complexes se rencontrent
dans des produits alimentaires riche (fromage) .L’appellation « streptocoque » regroupe
des genres tres fréquents dans 1’industrie alimentaire comme contaminants et surtout comme
agents de fermentation lactique : Lactococcus, Leuconostoc, Pédiococcuss et Entérococcus
(Rulfet al., 2008 ; Zirnstein et al.,2000).

1.3.2. Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du groupe
des bactéries lactiques (Ait-Belgnaoui et al., 2005), leur morphologie microscopique varie
d'une espéce a l'autre de coccobacilles aux bacilles fines et allongés (Dubernet et al.,2008).
On rencontre des Lactobacillus dans la flore intestinale et la flore vaginale (Singleton,2002).
Selon (Desmazeaud , 1998) Le genre Lactobacillus se subdivise en trois groupes:

Groupe 1: Thermobacterium

‘Groupe 2: Streptobacterium
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Groupe 3: Betabacterium

Les lactobacilles sont des bacilles Gram positif, non mobiles, non sporulant,
se développant dans des conditions micro aérophiles a strictement anaérobies. Bien que
certains travaux aient révélé la présence d’une catalase chez certaines souches
de Lactobacillus delbrueckii sub sp.bulgaricus, les lactobacilles ne présentent généralement
pas d’activité catalase. Ces bactéries lactiques se divisent en deux groupes homo
et hetérofermentaires (Oyetayo et al., 2003).

Parmi les Lactobacillaceae, les espéces laitieres les plus importantes sont
Lactobacillus casei, Lb bulgaricus, Lb helveticus, Lb plantantarum (Dubernet et al.,2008).
Ces levains sont ajoutés au lait aprés la pasteurisation qui a détruit les bactéries présentes
éventuellement pathogenes. Ils sont sous forme liquide, coagulés ou lyophilisés. L’ importance
d’un bon développement des levains lactiques et par leur degré d’acidification lactique
conforme sans post-acidification. Les bactériophages constituent 1’une des causes les plus
importantes de perturbation de cette acidification et de 1’égouttage, participation a 1’obtention
d’affaissement du fromage par une protéolyse accentué¢e et a l’ouverture des pates
(Magnusson et al., 2001).

1.3.3. Le genre lactococcus

Ce sont les streptocoques mésophiles (Alomar, 2007).1ls se présentent sous forme
de coques, qu'on trouve isolés, en paires ou en chainettes de longueur variable (Desmazaud,
1996), ce sont des organismes homofermentaires ne produisant que de l'acide lactique
(Dellaglio, 1994). Ce sont des microorganismes mésophiles, a Gram positif, sans activité
catalase, non mobiles et se présentant sous forme de coques disposés en paires ou
en chainettes. (Samarzija et al., 2001).

Les lactocoques contribuent ainsi a la protéolyse primaire des fromages. Cette action
est mineure, la protéolyse primaire étant principalement réalisée par les enzymes natives
du lait ou celles de la présure. D’autre part, ’autolyse précoce des lactocoques permet
la libération d’autres enzymes intracellulaires telles que des protéinases, des peptidases,
des lipases ou des estérases (Parente et al., 1994). Ces mécanismes d’autolyse dépendent
des souches de lactocoques. De nombreuses études ont montré 1’impact considérable
de ces enzymes sur le développement de la texture des fromages pendant 1’affinage,

participation  a la formation du gott (protéolyse, production d’ardmes) (Rijnen et a/.,2003).
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I.4.Role des bactéries lactiques
I.4.1. intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un role important que ce soit dans 1’industrie alimentaire
ou dans le domaine thérapeutique.

1.4.1.1. Dans I’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation
de différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés
(Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain, au levain
entre autres sont aussi des produits de fermentations par des bactéries lactiques (Badis et al.,
2005). L’utilisation de ces dernieres a pour but d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et 1’augmentation de leur durée de conservation,
sans [’utilisation de conservateurs chimiques, grace aux substances antimicrobiens qu’elles
secretent (Dortu et Thonart, 2009).

Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains critéres :
absence de pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques, capacité de dominance, facilité de culture et de conservation, et maintenance
des propriétés désirable durant le stockage (Marth et Steele, 2001).

1.4.1.2. Dans le domaine thérapeutique

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a I’hdte

en conférant une balance de microflore intestinale, et en jouant également un réle important
dans la maturation du systéme immunitaire (Yateem et a/., 2008).
Uehara et al., (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries
pathogénes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations
fréquentes et répétées de la vessie.

Différent études ont démontré le role préventif aussi bien que curatif de ces bactéries
sur plusieurs types de diarrhées ( Mkrtchyan et al., 2010).
D’autre ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité
protéolytique (El-Ghaish et al., 2011).
1.4.2. Role technologique

1.4.2.1. Aptitude acidifiante

L’acidification est le role principal attendu des bactéries lactiques utilisées comme

ferments. Elle constitue la propriété métabolique la plus recherchée en industries laitiéres.
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Elle se manifeste par la production de 1’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates
de carbone au cours de la croissance bactérienne (Mayra- Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet
et al., 2008)

Celle-ci a différent buts : la déstabilisation des micelles de caséines et la coagulation
du lait (en facilitant I’action de la présure lors de la fabrication des fromages), I’augmentation
de la synthése du caillé, la participation aux propriétés rhéologiques du produit final.

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi
par (Béal et al., 2008) :
» L’accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés.
» L’abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires.
» La limitation des risques de développement des flores pathogénes et 1’altération dans
les produits finaux.

Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée
et /ou d’atteindre un niveau d’acidit¢ finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend
des spécifications du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches (Monnet et
al., 2008)

1.4.2.2. Activité bactériocinogéne

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens, qui sont

utilisés dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005).

Les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, le diacétyle
et les bactériocines sont des molécules a action bactéricide ou bactériostatique synthétisées

par les bactéries lactiques.

Les acides organiques, comme 1’acide lactique, 1’acide acétique ou 1’acide
propionique, sont produits par les bactéries lactiques, au cours du processus de fermentation
alimentaire. Leurs effets antimicrobiens sont bien connus a I’heure actuelle (Davidson et al.,
1996). Ces acides organiques, sous leurs formes dissociées ou non dissociées, agissent
au niveau de la membrane cytoplasmique bactérienne, en perturbant le maintien du potentiel
de la membrane et en inhibant les systémes membranaires de transport actif (Alakomi et al.,
2000). L’activité antimicrobienne, d’un acide organique dépend de sa nature (acide fort, acide
faible) ; I’acide acétique, par exemple, est plus inhibiteur que l’acide lactique ; il inhibe

les levures, les moisissures et les bactéries (Blom et Mortvedt, 1991).
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Le peroxyde d’hydrogéne : Les bactéries lactiques sont dépourvues de catalases,

enzyme catalysant la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en eau et en oxygene.

En conséquence, 1’H,0, produit s’accumule dans I’environnement et peut inhiber certains
microorganismes présents (Condon, 1987). L’action inhibitrice du peroxyde d’hydrogene
est principalement due a son fort effet oxydant sur les lipides membranaires et les protéines

cellulaires (Caplice et Fitzgerald, 1999).

Le dioxyde de carbone: Les bactéries lactiques hétérofermentaires synthétisent
du dioxyde de carbone (CO;) comme métabolite secondaire. Son accumulation dans le milieu
extérieur créé une anacrobiose, qui peut €tre toxique pour les microorganismes acrobies
présents dans I’aliment. Toutefois, le dioxyde de carbone peut aussi, a faible concentration,
stimuler la croissance de certaines espéces laitieres, a I’exemple des Lactobacilles (Lindgren

et Dobrogosz, 1990).

Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate, qui est responsable de I’arome
(gout noisette) des beurres et des produits laitiers fermentés. Les bactéries a Gram négatif,
les levures et les moisissures sont plus sensible au diacétyle que les bactéries a paroi Gram
positif. Le diacétyle inhibe la croissance en interférant probablement avec les mécanismes
gouvernant 1’utilisation de D’arginine (Motlagh et al., 1991). Toutefois, le diacétyle
est rarement présent dans I’aliment en quantité suffisante pour y exercer une activité

antimicrobienne importante (Caplice et Fitzgerald, 1999).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des substances
antimicrobiennes douées d’activité bactériostatique, qui contribuent a la préservation
de I’équilibre microbien du fromage par I’inhibition de la croissance des germes pathogenes
(Listeria et Clostridium). Cette caractéristique est utilisée industriellement pour la destruction
des bactéries indésirables et pathogenes; c’est le cas de la nisine produite par les lactocoques
qui est dirigée contre Bacillus et Clostridium, la plantaricine et la sakacine produites toutes
les deux par les lactobacillus et qui sont actives sur E.coli, Listeria et certaines levures(Nes et

al., 1996).
1.4.2.3. Aptitude texturant

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue
un role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les

Lb.delbruckii ssp. Bulgaricus et Streptococcus thermophilus prosuisant des EPS sont utilisés
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dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérése et
augmenter la viscosité des produits finis. L’utilisation des EPS produits par les souches
Lc. lactis ssp. Cremoris est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits

laitiers fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007 ).
1.4.2.4. Aptitude aromatisant

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques
(tels que: I’a-acétolactate, 1’acétaldéhyde, le diacétyle, 1’acétoine et 2-3butanediol, I’éthanol,
I’acétate, le formiate,...etc), principalement a partir du lactose, du citrate,
des Aa et des matieres grasses. Cette fonctionnalité est particuliérement importante lors
de 1I’¢laboration ndes laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont 1’arome
principal est lié a cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996; Gerrit et al.,

2005;Cholet, 20006).
1.4.2.5. Aptitude protéolytique

Les bactéries lactiques possédent des protéases, des peptidases, nécessaires
a la dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés. Ceux-ci peuvent alors étre
transformés en alcools et en acides. Cette activité protéolytique intervient de ce fait
sur le rendement fromager, la texture et la saveur typique des fromages et par conséquent

sur les caractéristiques du produit final (Chahbal et al., 1991 et 1993).

Dans les fromages, 1’activité des enzymes protéolytiques des bactéries lactiques est
fondamentale car elle va participer a la formation du gout ou des ardmes: la protéolyse due

aux bactéries lactiques va surtout conduire a des peptides courts et a des acides aminés libres.

Ces derniers sont des précurseurs pour de nombreux produits d’ardmes. En effet,
la méthionine peut conduire a des composés sucrés caractéristiques. Ceci apres leur

dégradation par la flore d’affinage (Schirch et al., 1985 et Ott et al., 1997).
1.4.2.6. Aptitude lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques,
les lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus
et les lactobacillus. Elles peunent cependant présenter un intéret pour certaines applications

fromageres (Béal et al., 2008).
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D’une maniére générale on distingue les estérases qui hydrolysent de fagon
préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases
qui sont actives sur des substrats émulsifies contenant des acides gras a chaine longue (>C8),
ces enzymes sont impliquées dans ’hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et al.,

2008;Serhan et al., 2009).

I1. Bactéries propioniques (Propionibacterium)

Les bactéries propioniques sont de germes anaérobies, fermentant les lactates en acide
propionique, acide acétique et gaz carbonique. Ces germes sont responsables de I’ouverture
des pates cuites et contribuent a la formation de la saveur et de ’arome. L’amélioration
de la qualité bactériologique des laits, le traitement thermique 76°C/16 s et la dégermination
centrifuge ont pour effet de réduire la population propionique originelle des laits. Aussi, il est
nécessaire de faire un ensemencement du lait de fabrication avec un levain pour obtenir
une ouverture suffisante et un profil fermentaire normal. (Dahou, 2017)

ITI. Microcoques et bactéries corynéformes

Ces bactéries de surfaces sont aérobies et halophiles ; elles sont dotées d’activités
protéolytiques et lipolytiques et ont une certaine aptitude a la dégradation des acides aminés.
On les rencontre a la surface de divers types de pates telles que les pates molles a crofite
fleuris ou crolte lavée, pates pressées a crolte emmorgée. Brevibacterium linens,
caractéristique par sa couleur orangé due a des pigments caroténoides, est I’espéce la plus
fréquente et répandue des corynéformes. (Dahou, 2017)

IV. Levures

Ces micro-organismes s’adaptent a des substrats variés (air, sol, plantes, eau, ensilage,
lait, etc.). On remarque que I’appartenance de Geotrichum candidum au sein du groupe
des levures est maintenant admise.

On les rencontre surtout a la surface des fromages et ils jouent des roles variés

désacidification des pates par consommation d’acide lactique, formation d’éthanol
et de produits secondaires par fermentation du lactose, estérification, actions protéolytiques
et lipolytiques. Comme dans le cas des ferments propioniques, ils peuvent étre introduits

directement dans le lait. (Dahou, 2017)
V. Moisissures

Elles sont représentées principalement par les deux especes du genre Penicillium

apportés par les levains fongiques :
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I Penicillium camemberti : moisissure superficielle des pates molles de type camembert,
elle assure la désacidification de la pate (consommation de 1’acide lactique et dégradation
des protéines), I’hydrolyse des triglycérides et I’oxydation des acides gras.

" Penicillium roqueforti : moisissure interne des pates persillées, elle est également dotée
d’activités protéolytiques et lipolytiques ainsi que de ’aptitude a la dégradation oxydative

des acides gras. (Dahou, 2017)
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Chapitre 1 Matériels et Methodes

I. Matériels et méthodes

Lieu de ’étude :

L’intégralité de cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie
ainsi qu’au laboratoire de chimie, de la facult¢ SNV STU relevant de I'université de Bord]

Bou Arreridj, durant la période Février-Mai de I’année 2018.

Cette étude a nécessité le recours aux matériels et aux méthodes analytique indiquées

ci-apres.
I.1. Matériels

Le matériel, I’appareillage, les réactifs et produits chimiques utilisés dans la présente
¢tude sont cités dans I’annexe I Les milieux de culture ainsi que leurs compositions sont

décrits dans ’annexe 1.
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Méthodologie de travail
La méthodologie de travail adoptée dans cette étude est récapitulée dans la figure 1.

Collecte de 06 échantillons de
fromage a pate molle types
Camembert

Etude préliminaire

Tests physicochimiques(pH, acidité,
conductivité.)

Analyses microbiologiques
(dénombrement des flores: Coliformes
fécaux, Eucaryotes, Salmonella sp...)

Isolement, Purification,
Identification partielle des souches
lactiques thermophiles

Isolement, Isolement,

Purification, des
souches d’altération
Gram+ a partir de la

masse

Purification, des
souches d’altération a
Gram- a partir de la
masse

Réactivation des souches lactiques
et souches indicatrices

Réalisation des interactions entre
les LAB et les souches pathogénes
sur M.LH

Figure 1: Schéma illustrant les différentes étapes d’analyses suivies dans la partie pratique.
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1.2. Méthodes

1.2.1. Echantillonnage

Notre étude expérimentale a porté sur 06 échantillons de fromage a pate molle type

Camembert (voir annexe I).

Tableau II : Echantillonnage

E Nom Date de Duré de Poids Type Date de Défaut
commerciale fabrication validité d’emballage prélévement visuelle
E1 LETIGREDE 05.02.2018 45 jours 120g Etanche 11.03.2018 Abs
MIZRANA
E2 PETIT 17.01.2018 45 jours 125¢g Etanche 14.03.2018 Abs
MILEV
E3 LEZACCAR 21.01.2018 45 jours 250g Etanche / 14.03.2018 Abs
cartonné
E4 LION 23.03.2018 45 jours 160g Etanche / 25.03.2018 Abs
BLANC cartonné
E5 SIDI Saada 14.01.2018 60 jours 250g Etanche / 27.03.2018 Abs
cartonné
E6 PRESIDENT  26.02.2018 60 jours 250g Etanche / 27.03.2018 Abs
cartonné

E: Echantillon. Abs: Absent
1.2.2. Analyses physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques ont été effectuées pour les 06 échantillons de

Camembert. 11 s’agit essentiellement de:
1.2.2.1. La détermination du pH

LepH a été déterminé directement, en utilisant un pH-meétre préalablement étalonné
par les solutions tampon a pH:4 et pH:7, et ce apres avoir plongé 1’électrode dans un flacon
contenant 1’échantillon a analyser camembert. La valeur du pH est lue directement sur le pH

métre (AOAC, 2000; Rhiat et al., 2011)
1.2.2.2. Détermination de I’acidité en degré Dornic (°D)

Un volume de 10 ml est prélevé pour étre titré par une solution NaOH (0,1N) contenu
dans une burette et qui est versée goutte a goutte en agitant constamment jusqu’au virage de la

couleur vers le rose qui doit persister 30s, en présence de phénophtaléine comme indicateur
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coloré.La lecture de volume de solution de NaOH versé se fait sur la burette. L’acidité est

exprimée en degré Dornic °D (1°D=0,1g d’acide lactique /litre) (AFNOR ,1980).

Réaction mise en jeu

CH;3;-CHOH-COOH + NaOH ——» CH3-CHOH-CONa + H,0

Acide lactique Soude Lactate de soude

1.2.2.3. Détermination de la conductivité

La conductivit¢ a ¢ét¢ déterminé a 1’aide d’un conductimétre de marque
Tertracon®325, elle consiste a plonger la sonde dans une éprouvette graduée de 100 ml
remplie de 50 ml de la suspension de I’échantillon a analyser Camembert, lorsqu’il se

stabilise, la lecture de la valeur de la conductivité se fait directement sur I’appareil.
1.2.3. Analyses microbiologiques

Dans cette étape, nous avons vérifié la qualité microbiologique des échantillons de
Camembert,pour évaluer le degré de contamination, cela pour recherche et dénombrement de

flores: Ci-dessous.
1.2.3.1. Préparation de la solution mere et des dilutions décimales

Nous avons introduit aseptiquement 25 g du camembert dans un flacon stérile
préalablement taré contenant 225 ml d’eau physiologique stérile, cette suspension constitue

alors la solution meére (SM). (Lebres et Hamza, 2002)

Un millilitre de la solution meére a été prélevé aseptiquement a 1’aide d’une
micropipette avec des embouts stérile et introduit dans un tube a essai contenant 09 ml d’eau
physiologique stérile. On obtient ainsi la dilution 107 et on répéte la méme procédure jusqu’a

la cinquiéme dilution. (Lebres et Hamza, 2002)
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1.2.3.3. Recherche et dénombrement des germes de contamination

Les microorganismes que nous avons recherchés étaient: la flore totale aérobie

mésophile (FTAM), les coliformes totaux, les coliformes fécaux, les streptocoques fécaux, les

Clostridiasulfito-réductrices(CSR), la flore fongique, Staphylococcus aureus, Salmonella sp.

Les principaux milieux sélectifs utilisés pour 1’isolement et le dénombrement de ces

flores ainsi que les conditions d’incubation (temps et température d’incubation) sont décrit

dans le tableau III (composition des milieux: voir annexell)

Tableau III: Principaux germes recherché, milieux de cultures et conditions d’incubation (Guiraud,

Germes recherchés
FTAM
Levures et moisissures
Coliformes totaux

Coliformes fécaux

Streptocoques fécaux
Staphylococcus aureus

Salmonella sp.

Clostridiasulfito-réductrices

Milieux de cultures
Gélose Plate Count Agar (PCA)
Gélose Sabouraud
Gélose glucosée biliée au bilié
au cristal violet et au rouge
neutre (VRBG).
Gélose glucosée biliée au bilié
au cristal violet et au rouge
neutre (VRBG).

BEA et SB
Enrichissement dans boillon
GiollitiCantoni(GC).

Isolement sur gélose Chapman.

Pré-enrichissement dans 1’eau
Peptonnée.

Enrichissement dans le bouillon
de base Salmonella code
CMO0395.

Isolement sur gélose Hektoen.

viande foie additionnée d’un
Alun de fer et Sulfite de
Sodium.

1998 ;Joffin, 1999 ; Lebres et Hamza, 2002).

Incubation
30°C/72H
20°C/5jrs
37°C/72H

44°C/72H

37°C/24H
37°C/24H

37°C/24H

37°C/24H

37°C/24H

37°C/24H

Prétraitement a 80°C /10min
37°C/72H
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1.2.3.3.1. Recherche et dénombrement de la flore totale aérobie mésophile

Cette flore a été recherchée et dénombrée sur gélose PCA, par ensemencement en
masse de 1 ml de chacune des dilutions 10'1, 102 , 10™. Les boites ont été incubées couvercle

en bas a 30°C, trois lectures ont ét¢ effectuées a 24, 48 et72 heures (Lebres et Hamza, 2002)
1.2.3.3.2. Recherche et dénombrement des levures et moisissures

A partir des dilutions décimales 10", 10>, 107, un volume est porté aseptiquement
dans une boite de Pétri contenant de la gélose Sabouraud. Un volume de 0,1 ml est étalé a
I’aide d’un rateau stérile. Les boites ainsi ensemencées sont incubées pendant 5 jours a

20°C.(Lebres et Hamza, 2002)
1.2.3.3.3. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux

La recherche des coliformes a été faite sur gélose VRBG par ensemencement en masse

de 1 ml de chacune des dilutions 10'1, 10'3, 10, Les boites ont été incubées couvercle en bas
Cette opération doit étre effectuée en double pour chaque dilution car:

-la premiére série de boites sera incubée a 37°C et sera réservée a la recherche des coliformes

totaux.

-la deuxieme série de boites sera incubée a 44°C et sera réservée a la recherche des coliformes

fécaux.(Lebres et Hamza, 2002)
1.2.3.3.4. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux

Les Streptocoques du groupe D ou Streptocoques fécaux sont recherchés et dénombrés
en milieu BEA et SB. A partir des dilutions décimales 107, 10°, 10”, un volume est porté
aseptiquement dans une boite de Pétri contenant de la gélose BEA et SB. Le volume est étalé

a I’aide d’un rateau stérile. Les boites ainsi ensemencées sont incubées pendant 24 H a 37°C.
1.2.3.3.5. Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus

Un enrichissement dans le bouillon Giolitti Cantonii a été effectué. Aprés 24h
d’incubation a 37°C, les tubes positifs (virés au noir) font 1’objet d’un isolement sur milieu

Chapman. Les boites sont incubées a 37°C pendant 48H (Lebres et Hamza, 2002).
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1.2.3.3.6. Recherche et dénombrement des Clostridia sulfito-réductrices (CSR)

Un volume 20 ml de la solution meére, est chauffé a 80°C pendant 10min environ (choc
thermique pour provoquer la sporulation). Apres un refroidissement rapide sous courant d’eau
froide, le volume chauffé est stérilement inoculé dans un tube contenant la gélose Viande Foie
(VF), préalablement fondue et additionnée des deux additifs : Alun de Fer et Sulfite de
Sodium et maintenue en surfusion a 45°C. Les tubes sont incubés a 37°C. La lecture est faite

apres 24, 48, 72H. (Lebres et Hamza, 2002)
1.2.3.3.7. Recherche et dénombrement de Salmonella sp.

La recherche de Salmonella sp. a passé par trois étapes. Un pré-enrichissement dans
I’eau Peptonnée suivi d’un enrichissement dans le bouillon de baseSalmonella code CM0395.
Et enfin un isolement sur gélose Hectoen. Pour tous les milieux, I’incubation a été effectuée a

37°C pendant 24H. (Lebres et Hamza, 2002)
1.2.4. Dénombrement des flores associées aux fromages
1.2.4.1. Dénombrement des Lactobacillessp.et Streptocoques thermophiles

Le dénombrement sélectif des bactéries lactiques thermophiles, associés au fromages
a été réalisé par inoculation de volume de 1 ml de la solution meére dans les bouillons MRS
et M17; milieux adaptés a la recherche spécifique des Lactobacilles et des Streptocoques
thermophiles respectivement (Larpent et al., 1997); puis ensemencement en masse sur géloses

MRS et M17. Suivi d’une incubation pendant 24H-72H a 42°C.

Le dénombrement des Lactobacilles (MRS) et Streptocoques thermophiles (M17) a été
effectués au moyen d’un compteur des colonies microbiennes. Seules les colonies rondes ou
lenticulaires, de couleur blanchatre ou laiteuse et de petite taille sont comptées. L’expression

des résultats, s’est faite en UFC/g.
1.2.4.2. Isolement et purification des souches lactiques thermophiles

Des colonies de couleur blanchatre ou laiteuse ont été récupérées sur lesquelles ont été
appliqués un test préliminaire comprenant la coloration de Gram. Seules les souches 8 Gram
positif ont été prises en considération puis purifiées par séries d’ensemencements successifs
en stries, sur la gélose MRS pour les lactobacilles et la gélose M17 pour les Streptocoques

thermophiles, avec une incubation a 42°C pendant 24H. (Larpent et a/., 1997 ; Guiraud, 2003)
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1.2.4.3. Conservation des souches lactiques

Apres purification et réactivation des souches lactiques thermophiles, dans des
bouillons correspondants (MRS et M17 en I’occurrence), leurs conservation a était faite dans

différents milieux a basses températures:

Conservation de longue durée, sur un milieu appropri¢é (MRS liquide pour les
Lactobacilles, tandis que le M17 liquide pour les Streptocoques), additionnée de glycérol a

30%, conservation a-20°C (Gyocheva et al., 1995 ; El Sharoud et al., 2013).
I.2.5. Etude des interactions entre des souches pathogenes et les souches lactique isolées

Les souches lactiques thermophiles les plus performantes pour leur pouvoir acidifiant
ont été testées pour leur pouvoir antibactérien suivant la méthode décrite par: (Tadesse et al.,
2004;Tabak et al.,2012). Pour réaliser le test d’antagonisme, il faut avoir des pré-cultures des

souches lactiques et la pré-culture des souches indicatrices (pathogenes).
1.2.5.1. Préparation des pré-cultures des souches lactiques thermophiles

Les souches lactiques, isolées a partir des échantillons du Camembert, purifiées, ont
été conservés a une T° de 4°C, et réactivées avant leur utilisation dans les tests d’inhibition
par des transferts sur bouillon MRS pour les Lactobacillus et sur bouillon M17 pour les
Streptocoques, puis incubées 24 h a 44°C pour les Lactobacillus et a 42°C pour les
Streptocoques, afin d’obtenir des cellules jeunes avec un rendement maximal en substances

inhibitrices.
1.2.5.2. Préparation des pré-cultures des souches indicatrices (pathogenes)

Chaque souche indicatrice (pathogéne) a ¢été réactivée dans son bouillon

correspondant, par double culture de 24 h d’intervalle apres incubation a 37°C

1.2.5.2.1. Origines des souches indicatrices

Les souches d’altération, associées a la pate du fromage,ont été ultérieurement isolées
de la pate des fromages, partiellement identifiées, par des API oget API song Bio Mérieux
conservées au laboratoire de Microbiologie (banque des souches d’intérét alimentaire), la
tracabilité relative aux conditions de 1’isolement, purification, conservation et réactivation de

ces souches est illustréesur le tableaul V
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Tableau IV: illustrant, conditions, 1’isolement et conservation des souches indicatrices

Souches/ Milieu/ Bouillon/Enric  Milieu/ Conservation

Paroi Isolement hissement

Staphylococcus sp/ G (+) Chapman GC GC +30% glycérol

Staphylococcus Chapman GC GC+30% glycérol

aureus/ G (1)

Pseudomonas sp/ G (-) Gélose BN BN+30% glycérol
Citrimidée

Escherichia colil G (-) Gélose EP EP+30% glycérol
nutritive

Salmonella sp/ Gélose BMK BMK+30% glycérol

G (-) Hektoen

GC : Giolitti CantoniiBN : Bouillon NutritifEP : Eau PeptonnéeBMK : bouillon Muller Kaufman

1.2.5.3. Exploration des activités antagonistes des souches LAB thermophiles

Le protocole suivie, pour la réalisation des interactions a été¢ inspiré de ceux préconisé

par: Tagg et MC Given, 1971; Tagg et al., 1973)

Un volume de 15 ml du milieu M.H (voir composition de ce milieu en Annexe II) a été
coulé dans des boites de Pétri. Apres solidification du milieu, les boites ont été inondées par
les suspensions des isolats cibles et laissées diffuser dans la gélose M.H a température
ambiante pendant 3H. Des disques en papier stérile sont ensuite déposés a la surface de la
gélose M.H, puis les disques sont imbibés par unvolume de surnageant brute actif de la

culture lactique thermophiles.Les boites Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 H.

L’activité antimicrobienne est mis en évidence, par I’apparition de zones d’inhibition

(zone Claire) autour des disques (Labioui et al., 2005; Achemchem et Abrini, 2005).

La lecture s’est faite par la mesure du diameétre des zones d’inhibitions apparaissant
autour des disques (Zi), exprimée en mm Une inhibition est considérée positive si le diametre
est supérieur a 2 mm (Allouache et al., 2010). La mesure du diamétre des zones d’inhibition

(Z1) est effectuée selon la formule suivante:

Zi en (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) _ diamétre des disques

(6mm)
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Chapitre I1 Résultats

I. Résultats

I.1. Analyses physicochimiques

Les résultats des analyses physicochimiques, effectués sur les 06 échantillons de

fromage type Camembert sont représentés dans le tableauV

TableauV: Résultats des analyses physicochimiques des échantillons de Camembert.

Echantillons  pH (interne)  pH (croute) Acidité Conductivité
titrable°D ms /cm
E1 6,5 8,5 24 17,78
E2 6,94 8,8 32 18,95
E3 6,64 8,9 40 19,18
E4 5,8 8,2 12 17,87
ES 6,92 8,5 23 18,09
Eé6 6,94 8,9 25 18,05
moyenne 6,57 8,63 26 18,32
L.1.1. pH

Les résultats obtenus montrent que les 06 échantillons analysés du camembert ont un

pH légerement acide, avoisinant de 6,5.

D’apres ces résultats, le pH des 06 échantillons est compris entre 5,8 et 6,94 avec une

moyenne de 1’ordre de:6,62 (voir figure2)

T 7]
6,8 -
6,6
6,4
6,2
6 - N pH
58 -
56 -
54 -
El E2 E3 E4 E5 E6

5,2

Figure 2 : Histogramme représentatif des variations des pH des échantillons analysées.
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1.1.2. Acidité titrable

Les 06 échantillons analysés du camembert présentent une acidité titrable cerné entre

12°D et 40°D avec une moyenne de 26°D (voir figure 3).

35 A

30 A

25 A
20 A W Acidité °D
15 +
10
5
El E2 E3 E4 E5 E6

Figure 3:Histogramme représentatif des variations de I’acidité des échantillons analysées.

Acidité en °D

1

1

1.1.3. Conductivité électrique

La conductivité des 06 échantillons analysés du camembert est comprise entre: 17,78

ms/cm et 19,18 ms/cm avec une moyenne de 18,32ms/cm (voir figure 4).

19,5 ~

[any
©
I

18,5 -

® Conductivité ms/cm

conductivité ms/cm

17,5 -

17 1 1 I 1 1 1
El E2 E3 E4 E5 E6

Figure 4:Histogramme représentatif des variations de la conductivité des échantillons

analysées.
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I.2. Analyses microbiologiques

La qualit¢ microbiologique des échantillons de camembert a ¢été évaluée
quantitativement par le dénombrement des différent groupes microbiens (FTAM, coliformes
totaux, coliformes fécaux et streptocoques fécaux) et qualitativement (formation des spores).

Les résultats des analyses microbiologiques sont illustrés dans le tableau VI

Tableau VI: Résultat du contrdle de la qualité microbiologique.

E FTAM CT CF SF Sal S.aureu CS Flore

(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (SB/BEA) (UFC/g s R  Eucaryot
) (UFC/g) €

E 5,19x10° 1,81x10" 1,55x10" 1,93 2,73 - 7,68x10° - 3,23x10°

1 x10®  x10°

E 1,77x10" 220x10" 1,42x10° 4,79 2,71 - 1,14x10" - 1,17x10°

2 x10®  x10°

E 221x10° 3,71x10° 3,35x10° 2,94 147 - 2,27x10" - 8,50x10°

3 x10° x10°

E 1,74x10° 9,75x10* 5,80x10* 2,29 1,11 - 40 - 1,38x10°

4 x10° x10°

E 1,19x10° 844x10° 541x10* 5,55 3,74 - 3,86x10° - mycilia

5 x10*  x10°

E 3,51x10° 10 20 1,19 8,44 - 7,31x10* - 3,97x10*

6 x10*  x10’

FTAM : Flore Totale Aérobie Mésophile ; CT : Coliformes Totaux ; CF : Coliformes Fécaux ;
SF : Steptpcoques Fécaux ; Sal : Salmonella ; CSR : Clostridium Sulfito Réductrice ; (-) :

absence ;(+) : présence.
I.2.1. Recherche et dénombrement de la flore totale aérobie mésophile FTAM

Le dénombrement de la FTAM a révélé que la plupart des échantillons analysés sont
hautement contaminés et que le niveau de contamination est cerné entre 1,74x10%et

1,77x10"UFC/g avec une moyenne de 2,21x10’(Figure 5)
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Figure 5: Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des FTAM. (UFC/g)
1.2.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux

La contamination des échantillons par les coliformes a été détectable ; 75% des
échantillons étaient contaminé par les coliformes totaux avec une moyenne de 8.72x10°
UFC/g alors que 25% des échantillons étaient contaminé par les coliformes fécaux avec une

moyenne de 2.89x10°UFC/g.

Les résultats du dénombrement des coliformes totaux et coliformes fécaux sont

représentés dans les figures suivantes (Figure 6).

M Coliformes totaux

B Coliformes fécaux

Figure 6:Répartition des Coliformes totaux et des Coliformes fécaux présents dans les 06

échantillons du Camembert.
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1.2.3. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux

600
500
< 400
S B Streptocoques fécaux
*
g 300 BEA
& B Streptocoques fécaux SB

Figure 7:Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des Streptocoques fécaux
1.2.4. Recherches et dénombrement de Salmonella sp.

Aucun résultat positif de présence de Salmonella sp. n’a été trouvé pour 1’ensemble

des échantillons analysés.
1.2.5. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

Les échantillons analysés présentent une nappe de petites colonies de Staphylococcus

aureussur le milieu Chapman Stone, avec une pigmentation jaune (voir Figure 8)

2500

2000
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(Sa)
o
o
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o
o
o

UFC/g 10**

w

o
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I
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o
1

Figure 8: Histogramme représentatif des résultats de dénombrement de S.aureus.
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1.2.6. Recherche et dénombrement des Clostridia Sulfito-réductrices

Nous avons constat¢ que la totalit¢ des échantillons analysés ne présentent aucun

résultat positif de présence de spores.
1.2.7. Recherche et dénombrement des levures et moisissures

Sur I’ensemble des échantillons, Les résultats obtenus montrent que la flore fongique

est importante et non négligeable, elle est de ’ordre de 4.7x10° UFC/g.

300

250
200
150 M Levure et moisissure
UFC/g
100
O T - T T T
El E2 E3 E4 E5 E6

Figure 9: Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des levures et

UFC/g *10¢

moisissures.
I.3. Exploration des charges en flores lactiques thermophiles

Le camembert a été choisi comme un produit de terroir faisant objet d’isolement des

bactéries lactiques d’intérét technologique.
1.3.1. Dénombrement des bactéries lactiques thermophiles

Les résultats du dénombrement des bactéries lactiques thermophiles, précédemment

isolées sur milieux MRS et M 17, sont illustrés dans le tableau VII.

Le résultat du dénombrement de la microflore lactique, sur milieux MRS pour les
lactobacilles et M17 pour les streptocoques thermophiles, a révélé une charge en bactéries

lactiques allant de 6,14x10%a 8,17x10° UFC /g pour les lactobacilles et de 2,97x10° a 1,98x10’
UFC/g pour les streptocoques thermophiles.
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Tableau VII : Résultats de dénombrement des bactéries lactiques isolées de camembert.

Echantillon Streptocoques Lactobacilles
thermophiles
E1l 1,42x10’ 1,40x10°
E2 1,98x10’ 8,17x10°
E3 1,70x10’ 5,45x10°
E4 1,77x10’ 6,14x10°
E5 5,92x10° 6,81x10°
E6 2,97x10° 7,80x10*
2500
2000
é 1500 B Streptpcoques
*m thermophiles
o
5 1000 - M Lactobacilles
500 -
O .
El E2 E3 E4 E5 E6

Figure 10: Histogramme représentatif des résultats de dénombrement des Streptocoques

thermophiles et des Lactobacilles.

Pour les 06 échantillons du Camembert analysés, il y’a environ 83% des
Streptocoques thermophiles, avec une moyenne de 1.29x10"UFC/g et 17% des Lactobacilles

avec une moyenne de 2.63x10°UFC/g. Les résultats obtenus sont illustrés dans la Figure 11.
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B Lactobacilles

M Streptocoques
thermophiles

Figure 11: Répartition des Lactobacilles et des Streptocoques thermophiles présents dans les

06 échantillons du Camembert.
1.3.2. Examen microscopique
1.3.2.1. Observation a I’état frais

L’observation a 1’état frais entre lame et lamelle, a permet de confirmer la viabilité,

I’immobilité des bactéries lactiques thermophiles isolées (Figure 12)

Figure 12: Aspect microscopique des Streptocoques thermophiles et des lactobacilles a I’état

frais (G*40).

33



Chapitre I1 Résultats

1.3.2.2. Coloration de Gram

Apres coloration de Gram, 1’observation microscopique a montré des cellules colorées
en violet donc a Gram+ en forme de coque ou de bacille, isolées ou regroupées en paires ou

en chainettes(Figure 13) .

Figure 13: Vue microscopique des Streptocoques thermophiles (A)et Lactobacilles (B) apres
coloration de Gram (Gx40) et (Gx100).

1.3.3. Purification des souches lactiques thermophiles :
Les Streptocoques thermophiles ont été purifiés par une série de repiquages successifs,

par strie sur le milieu gélos¢ M17. Tandis que, les Lactobacilles ont été purifiés sur le milieu

gélos¢ MRS (Figure 14).

Figure 14: Aspect des colonies des bactéries lactiques sur gélose M17 (A) et MRS (B).
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1.4.Pouvoir antagoniste, in vitro des bactéries lactiques

L’¢étude des interactions entre les souches lactiques et les souches pathogeénes semble
étre une étape primordiale. Ce type de test va mettre en évidence les caractéristiques que
possédent certaines souches de bactéries lactiques a inhiber d’autres souches pathogeénes, une

fois mise en contact, les résultats obtenus sont présentés par les figures 15 et 16.

Pseudomonas

aeruginosa

Figure 15: Zones d’inhibition entre les Streptocoques thermophiles et Pseudomonas

aeruginosa(A) et Lactobacilles et E.coli (B).

Figure 16: Zones d’inhibition entre les Lactobacilles et Salmonella sp. (A), les Streptocoques

thermophiles et S.aureus (B).
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Tableau VIII: Résultats des interactions entre les souches lactiques thermophiles isolées et les

souches indicatrices (@ des zones d’inhibition en mm).

Souches lactiques Lb 24 Lb 26 St 23 St 30
Ps*, aeruginosa 09 09 14 **44
Souches lactiques Lb22 Lb 31 St 10 St 34
Sal*. typhimirium 06 **31 08 09
Souches lactiques Lb23 Lb33 St 11 St 18
E. coli _ 04 05 05
Souches lactiques Lb29 Lb 30 St 7 St 16
Staphylococcus aureus 14 14 20 7
Souches lactiques Lb22 Lb 31 St 7 St 16
S* sp 08 14 09 07

Lb : Lactobacille, St : Streptocoque, - : Réaction négatif.
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I1. Discussion

I1.1. Testes physicochimiques

Pour I’ensemble des échantillons des fromages type camembert, la moyenne des
valeurs des pH relatifs a la croute était de: 8, 63, avec des valeurs maximale (8,90) et
Minimale (8,20).

Pour les pH de la masse interne la moyenne était de 6, 57 avec des valeurs Maximale
(6,94) et Minimale (5,80).

Pour la totalit¢é des échantillons, la moyenne d’acidité titrable était de 26 °D, avec un
Maximale 40 °D et un Minimale de 12 °D.

En outre, I’acidité, en degré Dornic, a été estimée par neutralisation, a I’aide de la soude
N/9, de 10 ml de solution mere auquel est ajouté un indicateur de pH (solution alcoolique de
01% de phénolphtaléine, (1°D= 0,1g /L d’acide lactique) et par des mesures des pH, a I’aide
d’un pH meétre (Chamba et Prost, 1989 ; Thomas et Chamba, 2000 ; Meribai et al., 2015 ;
2016).

Le degré Dornic(°D) est une expression, de 1’acidité¢ développée dans le lait, par
transformation du lactose (principal sucre du lait) en acide lactique, un degré Dornic (°D)
correspond a 0,1d’acide lactique dans un litre de lait (Chamba et Prost,1989).

Ouali, 2003 a noté, lors de 1’étude menée sur la qualité du fromage a pate molle, type
Camembert fabriqué a la laiterie de Draa Ben Khedda Algérie, qu’il y a une désacidification
(alcalinisation) progressive de la crofite, ce qui permet, d’atteindre apres 20 jours, des valeurs
de pH équivalentes a 6,64 et 7,10, pour des fromages fabriqué a base de différents laits.M

De plus, le rest pH e acide au niveau de la patte interne (pour les deux types de
fromage), Ceci dénote, selon 1’auteur, I’action enzymatique accrue, de la flore superficielle
sur I’élévation du pH. Malgré cette désacidification noté par 1’auteur, ces résultats étaient
nettement inférieurs a nos autres.

A cet égard, Legra et et Brule (1988), lors d’une étude menée sur un fromage affiné
durant20 jours, ont obtenu des valeurs des pH de 7,0 ; 6,5 et 4,8, respectivement pour la
croute, la sous-crotte et la partie centrale du fromage. Nos résultats sont nettement levés a ces
derniers.

En outre, nos résultats des analyses chimiques (pH et acidité titrable),étaient en
parfaite concordance avec ceux notés par : Dib et al.,( 2008)ayant enregistré une faible acidité

des échantillons de fromages (0,18 a 0,26 %), une teneur variable en eau (54 a 70%) ; alors
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que les matiéres protéiques varient entre : 19 a 24% ; les maticres grasses de 12 a 18%, sauf
pour le fromage type double créeme (3,26 + 1,78 %)et un pH varie entre 5,61et 6,45.

En outre nos résultats sont trés proches de ceux enregistrés par Mei et a/ (2015), ayant
noté des valeurs des pH cernés entre 5,35 et 5,91
D’autres part, Hamama et al., (1995), avaient noté, pour un fromager a pate molle, des valeurs
nettement inférieurs a nos résultats.

De méme, Louhichi, (2008), avait noté des valeurs des pH interne (de pate,) pour un
fromage type camembert, cernées entre (5,20 et 6,48), trés proches de celles enregistrées pour
nos échantillons.

Nos résultats sont supérieur a ceux enregistré par Guizani et a/.,(2002),ayant noté une
rapide ¢lévation du pH (7) de la croute du fromage. Tandis que, le différentiel entre les pH
superficiel (4,6) et celui de la masse centrale a ét¢ maintenu constant, durant toute la durée de
maturation. D’autre part, 1’analyse rhéologique, a démontré le ramollissement du camembert
au cours de la maturation en raison de la protéolyse extensive.

De méme, nos résultats sont supérieur, et contradictoire avec ceux de Chemache,
(2011) ayant montré¢ une diminution significative (P< 0,05) du pH jusqu’a 5,67 pour un
fromage a pate molle «Metidja» et 5,97 pour un fromage type camembert «Ladhidh». Cette
chute des pH a ét¢ attribué¢ a un probable pouvoir tampon des sels de fonte, ayant ajuster le pH
a la bonne valeur (Gupta et al., 1984 ; Chambre et al., 1997).

I1.2. Tests microbiologiques

Lors des analyses, 1’aspect visuel, pour I’ensemble des échantillons, était d’allure
normale. Nous avons noté 1’absence de toute consistance, déformation, gonflement, taches ou
odeur suspecte des échantillons. Les examens microbiologiques ont été validés le jour méme.
Pour les recherches et dénombrements des flores microbiennes, nous avons procédé a la
substitution de certains milieux par d’autres et/ou nous avons aussi apporté de légeres
modifications inspirées, pour certains protocoles.

Lors des préparations des solutions meres, des dilutions, la croute superficielle de
chaque échantillon a été éliminée de 1’étude.

De méme, les boites Pétri contaminés aprés incubation sont systématiquement ¢liminé de
I’étude.

Pour I’ensemble des échantillons :

Les résultats des analyses microbiologiques ont été comparés aux normes nationales : 1’arrété
interministériel du 25 Ramadhan 1418 correspond au 24 janvier 1998 modifiant et complétant

I’arrété¢ du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994 relatif aux spécifications
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microbiologiques de certaines denrées alimentaires (JO 35/ 1998); (Coliformes 10%,
Coliformes fécaux 10, Staphylococcus aureus 10%, Clostridium sulfito-réducteur a 46°C 1,
absence de Salmonella et Listeria monocytogenes et celle de L’AFNOR (Guiraud et Rosec,
2004).

Pour I’ensemble des échantillons, nous avons enregistré, les valeurs moyennes pour
les flores suivantes: FTAM: 22x10'UFC/g, Coliformes fécaux: 2.9x10°UFC/g,
Streptocoques fécaux : 1.6x10°UFC/g, Staphylococcus aureus : 7.6x10°UFC/g, Levures et
moisissures : 4.7x105 UFC/g. Cependant nous avons enregistré 1’absence de spores
microbiennes.

Pour DI’ensemble de nos échantillons, les charges élevées en microorganismes
indicateurs de pollution (Coliformes totaux, Coliformes fécaux, Streptocoques fécaux) ont été
enregistré. Paradoxalement, nous avons noté 1’absence des Bacilles sporogenes, indicateurs de
contaminations anciennes.

Benloucif et Oulmi, (2017) ont noté ; lors de 1I’étude méme sur le fromage camembert
produit par le complexe «Numidia » (Est d’Algérie) : un fromage a pate molle, répandant aux
normes microbiologiques nationales ainsi que la matiére premiere utilisé : ce qui controverse
nos résultats.

En outre, contrairement, a nos résultats,Saoudi (2012),dans une étude sur un fromage a

pate molle, collecté a I’Est Algérien (Bouhazza) : I’étudemenée sur 06 échantillons, a montré
I’absence des coliformes totaux et fécaux et des espéces pathogeénes (Salmonella sp, Listeria
monocytogenes et E.coli).
D’autre part, Magriet al.,(2016) : avaient noté, une bonne qualit¢é microbiologique des
fromages a pate molle fabriqué par Laiterie Fromagerie Boudouaou-Algérie. A ce titre
Bahraoui, (2001), dans une étude microbiologique et physico-chimique du fromage fondu
pasteurisé, fabriqué par le méme complexe laitier, avait not¢ un fromage exempt des flores
d’altération ce qui controverse nos résultats. De ’avis de méme auteur, les germes retrouvés
sur le fromage (moisissures, levures, coliformes totaux) peuvent influer sur la qualité du
produit, en causant certaines altérations.

De plus, Nos résultats sont contradictoire a ceux enregistrés par Chemache, (2011),
ayant noté une absence totale des coliformes (totaux et fécaux), des Staphylocoques et les
spores anaérobie, lors de leur étude de qualité, de deux spécialités fromageres fabriquées et
commercialisées en Algérie.

Meyrand et al., (1998): Lors d’une étude menée sur un fromage a pate molle fabriqué

a base du lait de cherre additionnée d’un inoculum de Staphylococcus aureus : L’étude a
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montré la présence des staphylococcus durant les différentes étapes y compris pendant le
salage et aprés 41 jours de maturation.
De méme, I’étude avait enregistré, a 1’¢tat de trace la présence de la toxine staphycoccique.

En outre Benotmane, (2017), dans une étude, menée sur un fromage type camembert,
fabriqué et commercialisé en Algérie, avait noté la présence, a des taux, relativement élevé,
des coliformes totaux et fécaux contrairement a notre résultat, I’auteur a enregistré 1’absence
des especes pathogenes et des endospores.

Une étude réalisée par Hamama, (1989) : a montré la présence des Salmonelles dans
un fromage frais marocain, fabriqué a la ferme, cette détection était expliquée par les
conditions hygiéniques dans lesquelles la préparation du fromage est réalisée.

D’autres part, Dib et a/.,(2008): lors d’une étude menée dans 37 industries fromageres,
dans diverses régions du Liban. Lors d’analyse d’un effectif de 69 échantillons de
fromages,aprés analyse physico-chimiques (pH, acidit¢, MG, matiere seche) et
microbiologiques. Les résultats ont révélé la présence des coliformes fécaux, Listeria sp. et
Salmonella sp.

Ordonez et al., (1980) dans une étude sur un fromage Espagnol «Roncaly :les résultats
ont montré que les flores eucaryotes (levures et moisissures), restent stables au cours de la
maturation alors les coliformes décroissent progressivement jusqu'a leur disparition.

Lassart et al, (2012): ont développé une techniques moléculaire (PCR en temps réel
pour I’estimation de la flore Eucaryote présente sur la croute du camembert apres 31 jours de
maturation : cette technique, aprés optimisation, a montré une prédominance des especes
eucaryotes : Penicillium camemberti et Geotrichumcandidum suivie par des levures
Debaromyces hanseniiet Kleyveromyces lactis.

D’apres Lessard, (2014) et Lessard et al., (2012) : une méthode de quantification par
PCR en temps réel(qPCR), a permis de suivre une population mixte, contenant les mycetes les
plus communs (Penicillium camemberti, Geotrichum candidum, Db hansenii et Kl lactis). De
plus, P. camembertiet G. candidum dominent 1'écosysteme et Kl lactis demeure peu
abondant. Lorsque D. hansenii est présent, il inhibe la croissance de KI. lactis en plus de
réduire celle des autres mycetes. Ce qui montre que les méthodes traditionnelles de
dénombrement sur milieu gélosé utilisés dans nos travaux sont imprécises.

Des études antérieures de Baroiller et Schmidt, (1989) : sur la flore levure du fromage
de type Camembert, ont montré que seuls 05 genres et especes (KI marxianus var. lectis, KI.
Marxianus var. marxianus, Db hansenii, Saccharomyces cerevisiae et Zygosaccharomyces

rouxit), et pour certaines leurs formes imparfaites, étaient prédominants. Les résultats obtenus

40



Chapitre 11 Discussion

ont montré que K/. marxianusvar. lactis et sa forme anascosporogéne Candida sphaerica
¢taient prédominantes a tous les stades de la fabrication.
I1.3. Isolement, purification, caractérisation et identification des souches thermophiles

Divers milieux de culture, sont recommandés, pour I’isolement et le dénombrement
sélectif des bactéries lactiques thermophiles dans les laits crus, produits laitiers fermentés et
des aliments a base du lait (Sharpe et Fryer, 1965).

Pour I’isolement de nos souches lactiques thermophiles, a partir des fromages type
camembert, nous avons exploité I’effet de deux agents sélectifs : la température optimale et le
milieu de culture sélectif doté d’un agent sélectif :

Le B glycérophosphate pour d’isolement des Streptococcus thermophilus sur de milieu
M17 (Tarzaghi et Sandine, 1975) et le tween 80 ainsi que son pH acide (05, 2), dans le cas
d’isolement des Lactobacillus Sp sur MRS (De Man et al., 1960).

Les températures optimales relatives aux especes lactiques dénombrées étaient : 42 °C
pour les especes : Streptococcus thermophilus et 44 °C pour les especes Lactobacillus sp.

Aucun milieu bactériologique, ne permettra la récupération et/ou le dénombrement, de
tous les genres lactiques (voir toutes les especes) lactiques, a partir des laits et/ ou des
aliments a base du lait (Davidson et Cronin, 1973).

Lorsque les estimations, des bactéries lactiques sont nécessaires, dans les aliments, il
y’avait tendance a 1’'usage des milieux sélectifs, ou rendus sélectifs pour les genres lactiques
(Rogosa, et al., 1951; Keddie, 1951; De Man et al, 1960; Tarzaghi et Sandine, 1975).

Pour I’isolement sélectif des especes Streptocoques thermophilus, le milieu M17 est le
plus recommandé (Tarzaghi et Sandine 1975), la température requise, pour I’isolement
sé¢lectif de ces especes est de 42 °C.

Le choix de la température d’incubation (43 °C), pour les isolats Streptococcus
thermophilus, nous semble judicieux, puisque c’est la température optimale de croissance,
relative a cette espéce, lorsque cette derniere est étudiée en culture pure.

En outre, plusieurs auteurs, avaient utilisés ce point de température (42 °C) pour
I’isolement et/ou incubation des souches Streptococcus thermophilus :(Nunez et al.,1996 ;
Degeest et al,2002 ; Aslim et Beyatli, 2004 ; Lorenzen et al., 2003 ; Grade et al.,2004 ;
Ayhan et al.,2005).

En outre, Zisu et Shah (2003), lors d’une ¢étude sur I’effet de la température, du pH et
de la supplémentation en protéines sur la production des exopolysaccharides (E.P.S) par
I’espéce Streptococcus thermophilus 1275 : Les différentes combinaisons entre ces

parametres avaient montré que, les plus grandes quantités des (E.P.S) ont été produits a 37 °C
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et a 40 °C et a pH 4,08. En revanche la température élevée de 45 °C avait diminué
sensiblement la production de ces (E.P.S).

Selon Tabasco et al. (2007): Une température de 45 °C pour I’isolement et
I’incubation des Streptococcus thermophilus a été recommandée.

Cependant ; certains auteurs (Degeest et al.,, 2002 ; Tabasco et al., 2007) : ont conclu
que les souches Streptococcus thermophilus, en culture mixte exigent une température
optimale située entre 43 °C et 46 °C.

D’autres part, Germond et al., (1995) : avait noté que les souches : Streptococcus
thermophilus «CNCM-I» produit deux bactériocines, Thermophilin 1 et 2 ou la température
optimale requise pour leur production, en culture pure, a été situé a I’intervalle de 37 °C- 48
°C.

Nous avons enregistré, lors des dénombrements des souches lactiques thermophiles,
des retards de croissance des souches, Streptococcus thermophilus incubées sur le M17 a 43
°C, ainsi que les Lactobacillus Sp sur MRS. L’émergence des colonies, n’apparait qu’apres
72H et peut aller jusqu’au- dela de 72 H. A ce titre, nos observations semble en parfaite
concordance avec celles enregistrées par plusieurs auteurs, ayant travaillé sur des souches
lactiques thermophiles (Giraffa et al., 1987 ; 2001 ; Guarault et al.,2000 ; 2001 ; Le tort et al.,
2002 ; Courtin et al., 2002 ; Courtin et Rul, 2004 ; Aslam et Qazi, 2010).

De méme, ces retards de croissance, enregistrés sur les milieux : M17, MRS sont
probablement dus, a une phase de latence, plus ou moins prolongée, permettant aux espéces
bactériennes, nouvellement cultivée une adaptation (reconnaissance du milieu et des
nutriments) puis une initiation des transports et des opérations ds métabolisme de ces derniers.

De vuyst et al., (1998) avaient observé des retards de croissance, aux cours de
I’isolement des souches Streptococcus thermophilus, ou ils ont noté que, cette espece
bactérienne requise pour une croissance optimale sur le lait ou sur un produit laitier, une
source exogene d’azote.

Nos observations, relative aux retards des croissances des isolats lactiques, semblent
en parfaite concordance avec les remarques notées par: Le tort et al, (2002), quant a la
croissance de 1’espece Streptococcus thermophilus, qui passe selon le méme auteur, par deux
(2) phases exponentielles de croissance séparées par une phase non exponentielle, 1’auteur
note que durant la seconde phase de croissance 1’utilisation des caséines (ou protéines du lait,
comme source d’acides aminés) engendrés une diminution de taux de croissance de 1’espece

bactérienne, ceci, se traduit par des retards de croissance.
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Guarault et al., (2000; 2001) : ont noté que, les acides aminés a chaines branchées :
(Leucine, Isoleucine et la Valine) et les bases puriques assimilables par [’espéce
Streptococcus thermophilus, pour une croissance optimale, sont insuffisamment couverts dans
le lait.

D’autres part ; Courtin et al., (2002) ont noté que, ces retards de croissances sont
abolis lorsque I’espéce est ensemencée en culture mixte avec I’espéce lactique thermophiles :
Lactobacillus Sp.

Chaves et al., (2003) : avaient noté, les mémes observations sur des souches
Streptococcus thermophilus mutantes Streptococcus thermophilus et ont conclu que ces
souches mutantes sont incapables de croitre sur un milieu comme le lait, du fait que, ces
derniéres, sont dépourvu d’enzymes pour dégrader les protéines du lait ; par contre , ils sont
capable de croitre rapidement sur un milieu riche comme le M 17.

Plusieurs auteurs, avaient utilisé cette température (42 °C), proche du point d’optimum
pour ’espece (Lorenzen et al., 2003; Aslim et al., 2004; Grade et al., 2004; Ayhan et al.,
2005).

En outre, Jordano et al., (1992): Dans une étude, avaient comparé les dénombrements
des especes Streptococcus thermophilus, a partir des laits et produits laitiers fermentés, sur
trois milieux M17agar : Oxoide, Merck et le dernier prépare au laboratoire :

Le nombre des UFC le plus élevée a été obtenu sur le M17agar- Oxoid. Alors que
aucune différence significative n’as été enregistré entre les deux milieux Oxoid et Merck.

En outre, pour I’isolement sélectif, des especes thermophiles: Lactobacillus
thermophiles, Ashraf et Smith, (2015), avaient utilis¢, des milieux MRS: De Man et al.,
(1960), contenant du fructose (M.R.S.F), M.R.S agar pH: 05.2 (MRS pH:05.2), aussi le
reinforced clostridial prussian blue agar avec un pH: 05.0 (R.C.P.B.A 05.0) ou le
reinforced clostridial agar avec un pH: 05.3 (R.C.A : pH: 5.3) aussi recommandés par
les auteurs, surtout, lorsque, I’isolement sélectif ou 1’énumération des especes
Lactobacillus,; Lb.delbrueckii subsp.bulgaricus, a partir des laits et produits laitiers, est
réalisée apres incubation a 45 °Cpendant 72 H (Ashraf et Smith, 2015).

Selon Ashraf et Shah, (2011), I’isolement sélectif et/ou énumération des espéces Lb.
acidophilus, a partir d’un produit laitier, ou d’une culture mixte, doit étre, réalisé sur le MRS
agar additionné de : 5- bromo —4 - chloro -3 — indolyl - B-D-glucopyranoside (X-
Glu) ou le M.R.S; contenant du maltose (M.R.S.M) et incubation a une atmosphere

contenant 20% du CO2.
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Alors que, les especes Lb. acidophilus, Bifidobacterium spp, Lb. casei
et Bifidobacterium sp, ont été énumérées sur le MRS agar, additionné d’acide
nalidixique, paromomycine, neomycine sulphate et chloride de lithium (MRS-
NPNL) incubées sous 1’anaérobiose et a 37°C pour 72 H (Ashraf et shah, 2011 ;
Ashraf and Smith, 2015).

Van de Casteel et al., (2006), avaient, réalisé¢ une série des milieux de culture testés,
pour dénombrements et isolements sélectifs des B.L, a partir de laits et produits laitiers :

- M17 supplémenté avec du lactose pour les dénombrements de Streptococcus
thermophilus sous les conditions aérobies a 45 °C.

- MRS 0 pH : 5.2 et RCA 05.3, ont été utilisés, pour les espéces Lb bulgaricus.

Alors que, la gélose nutritive (G.N) supplémentée de salicine et le milieu MRS
additionné de clindamycine, ont été pour les espéces Lb. acidophilus.

Les différents tests, ont montré que le milieu M17 et le M.R.S : 05.2, étaient les plus
adaptés pour les espéces Streptococcus thermophilus et Lb. bulgaricus. Alors que le MRS
additionné de clindamycine était le plus adapté pour les especes Lb. acidophilus.

Pratiquement, il n’y a pas, une technique standard, pour le dénombrement des
bactéries lactiques. Cependant, des milieux de culture sélectifs, M.R.S: (De Man et al.,1960),
d’autres rendu sélectifs par Tween 80 (1.08ml/ L); et M17: (Tarzaghi et Sandine, 1975), ont
¢été rendu sélectifs par ajout du glycerophosphate de sodium a un taux de 19g/L, les plus
recommandés, permettant la croissance sélective des especes lactiques starters, du yaourt,
assurant 1’inhibition des autres microorganismes, ont été ¢laborés (Karimi et al., 2011).

En outre, Morenoet al., (2005) : lors d’estimation des bactéries lactiques, viables, par
deux méthodes différentes : énumération sur des milieux de culture sélectifs et comptage des
bactéries par microscopie a fluorescence ; ont montré que: les nombres des bactéries/
gramme de lait fermenté conserveé, décroit apres la date limite d’expiration du produit.

Pour I’ensemble des produits laitiers fermentés, les nombres des bactéries lactiques
était proche de 10%ufc/ml, les chiffres des bactéries estimées sur le milieu sélectifs étaient
inférieurs aux chiffres obtenus par la deuxiéme méthode, cette dernicre est inadéquate pour le
dénombrement des probiotiques.

Contrairement aux autres espéces lactiques, I’espeéce Streptococcus thermophilus,
responsable d’acidification du yaourt, est seule uréase positive, selon Zotta et al., (2008), cette
enzyme convertit I’urée présente dans le lait (a des proportion de 0,25% g/l) en CO, et NHa,

ce qui influe sur I’abaissement de pH (Mora et al., 2004; 2005).
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Selon Spinnler et Corrieu, (1989), le taux d’acidification du lait, semble espéce-
dépendant. Néanmoins; ce caractére est influencé, par I’activité uréasique relative a 1’espéce
précitée et I’activité urolytique lors du chauffage du lait.

En outre, le réle de I'uréase chez 1’espéce Streptococcus thermophilus a un double
sens ; par 1'usage d’un inhibiteur de I'uréase, le fluorofamide, des travaux ont ¢élucidé ce
double role : D’une part, I’ammoniac (NH4), produit a partir de 1’urée tend a alcalinisé le pH,
ont remarqué que l’effet est important, lorsque la concentration de lactate est élevée. La
suppression de métabolisme de 1’urée, par 1'usage de : fluorofamide, diminue le temps
nécessaire d’acidification, et les nombres UFC/ml des Streptocoques lactiques (Pernoud et al.,
2004).

Les fromages a pate molle, type camembert sont considérés comme des niches
écologiques de choix, pour les bactéries lactiques ayant des potentialités technologiques :
(Mei et al., 2014 ; Terzic-Vidojevic et al., 2014 ; Al-kotami et al ., 2015 ; Centi et al., 2017 ;
Dahou et al., 2017 ; Sofu, 2017).

Les especes Streptococcus thermophilus dénombré sur le milieu M17, en UFC/g
(83%), dominent les espéces Lactobacillus sp (17%) : Ceci est en relation avec les caracteres
biochimiques et microbiologiques des deux espéces lactiques :

L’espece Streptococcus thermophilus ayant une température optimale thermophile,
ayant le statut GRAS. (Delorme, 2008). Streptococcus thermophilus est 1’une des especes
lactiques, thermophiles, homofermentaires, les plus utilisées en industrie laitiere (El sharoud
et al, 2013), la seconde apres I’espéce Lactococcus lactis (Hols et al., 2005). C’est la seule
espece lactique dotée d’uréase (Mora et al.,2004, 2005 ; Zotta et al.,2008), assurant une
acidification rapide, par conversion du lactose en lactate. Responsable de la production
d’exopolysaccharides (Wu et al., 2014; Mostefaoui et al.,.2015), de la synthése de vitamines
dont I’acide folique (Iyer et al.,2010 ; 2010) et de la production de composés aromatiques,
dont I’acétaldéhyde (Chaves et a/.,2003 ; Bennama et al., 2011 ; 2012).

Serhan, (2008), dans une étude de fromage Darfiveh, une variété traditionnelle,
fabriquée a partir de lait de chévre cru. Les analyses microbiologiques ont mis en évidence
(Log cfu.g-1 fromage) des lactobacilles mésophiles (7,1-10,4), des bactéries lactiques (BL)
thermophiles cocciformes (6,6-8,4) et des lactobacilles thermophiles (5,5-7,2). Des analyses
menées par PCR spécifiques de I’espeéce bactérienne ont confirmé la présence of
Streptococcus thermophilus, E. faecium, E. durans, Lc. Lactis subsp. Lactis et Lc. Lactis

subsp. Cremoris.
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Dahou, (2017) : dans une étude de 1’évolution de la flore microbienne indigene d’un
fromage industriel & pate molle type camembert, a montré que les bactéries lactiques les plus
répandues et les plus souvent dominantes en début d’affinage sont celles de 1’ordre des
Streptocoques  lactiques25%.,des  Lactocoques  22%.,des  Leuconostoc ~ 20%,des
Lactobacilles15%,des Entérocoques8%,des Pédiocoques 5%, des Microcoques 3% et des
Brevibactérium 2%.0rdonezet al.,(1980), dans une étude sur un fromage espagnol « Roncal »
a montré quela flore lactique est constituée par Streptococcus lactis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc dextranicumet Leuconostoc lactis.Ouali, (2003): a
signalé dans leur étude sur la Qualité du fromage a pate molle type Camembert fabriqué a la
laiterie de Draa Ben Khedda, que la flore lactique a une quantité relativement abondante des

Streptocoques et des lactobacilles, aussi bien a I’intérieur que sur la crotte du fromage.

I1.4. Les interactions

L'activité antibactérienne de la totalité des souches lactiques thermophiles, isolées du
fromage type Camembert : contre isolats pathogeénes a Gram (-) : Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella sp, Escherichia coli et a Gram (+) (Staphylococcus aureus), isolées a leurs tour
des échantillons du fromage, a été évaluée, sur un milieu complexe, le Muller Hinton comme
support des interactions, afin de mettre en évidence un éventuel pouvoir antagoniste.

D’apreés nos résultats, les souches Streptocoques thermophiles et Lactobacilles sp
isolées des fromages type : camembert, ont exhibée, une activité inhibitrice plus ou moins
prononcée sur les isolats pathogénes isolées de méme fromages: Pseudomonas
aeruginosaStaphylococcus aureus, avec obtention des zones d’inhibition plus ou moins
importantes (en mm). La plus grande zone d’inhibition (®: 44 mm) a été obtenue entre St 30
et Pseudomonas sp ; suivi une deuxiéme (@ : 31 mm) obtenue entre Lb 26 et Salmonella sp

En revanche, une faible activité a été¢ enregistré vis a vis des souches a Gram (-)
Salmonella typhimirium et sur des souches Escherichia coli.

Ces résultats indiquent que nos souches lactiques, semblent en mesure de synthétiser
des probables substances inhibitrices, ayant une activit¢é antibactérienne exercée
essentiellement par les acides organiques, les bactériocines, le diacétyle et le peroxyde
d’hydrogene (Titiek et al., 1996 ; Aslam et Qazi, 2010).

Par ailleurs, Charlier et al, (2009) avaient, montré que: Lactococcus sp et
Leuconostoc sp présentent une inhibition a un spectre élargi vis- a- vis de Staphylococcus
aureus, cet effet inhibiteur a étéattribut a 1’effet de 1’acide lactique et des probables substances

bioactives comme les bactériocines.
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De méme, selon Ammor et al., (2006), la capacité inhibitrice in vitro des bactéries lactiques
vis- a- vis des germes pathogenes, semble étre une bonne propriété probiotique, comme elle
peut jouer un réle dans la préservation de la qualité hygiénique des denrées alimentaires

Il est a noter que I’activité (bacteriocinogene) de production de bactériocines, comme
toute activité biologique de la cellule procaryote, nécessite une dépense d’énergie sous forme
d’ATP par la cellule productrice, ces bactériocines doivent, donc, étre fonctionnellement
indispensables pour I’existence et la survie de ces cellules bactériennes pour qu’elles puissent
les produisent.

En effet, la production de bactériocines est un systeme de défense dont les bactéries
lactiques utilisent contre les autres bactéries antagonistes, avec lesquelles elles entrent en
compétition pour 1’habitat et les nutriments.

Sous les conditions du laboratoire (/n vitro) ou la bactérie se trouve en monoculture, en
absence de concurrence et en excés de nutriments, la production de bactériocines s’avere
alors, comme un processus biologique aisé pour la bactérie lactique (Riley et Chavan, 2007).

Cette hypotheése pourrait expliquer, donc, le fait que les souches lactiques thermophiles,
isolées dans notre travail, synthétiseraient des molécules bioactives dans les conditions
testées.

Les bactéries lactiques thermophiles, se caractérisent par : la production des agents
antimicrobiens, ou les bactériocines, ce qui inhibe la croissance de certaines souches
d’altération des aliments et d’autres pathogeénes (Labioui et al., 2009; Moghaddam et al.,
2006), par leur pouvoir d’acidification, de protéolyse (Atanasova et al., 2014) et
d’aromatisation (production des composés aromatiques bioactifs) Liu et al., (2013).

Les diameétres des zones d’inhibitions obtenus, variées en fonction des souches lactique
productrice, mise en contact avec la souche cible, car la production de bactériocines, par les
bactéries lactiques, est fortement dépendante des souches productrices, et d’autres facteurs, a
I’exemple de la composition du milieu de culture, du pH final du milieu, du temps et de la
température d’incubation, de la température optimale de croissance relative a la souche
productrice, et surtout, elle nécessite [’utilisation des milieux de culture riches et
complexes(Yang et al.,1992) : ces facteurs ont exigée, I’utilisation du milieu complexe Muller
Hinton, comme support des interactions entre nos souches lactiques thermophiles et les
souches indicatrices (2 Gram + et Gram - ) isolées du fromage.

De plus, (Gomes et al., 1998;1998; Vinod- Kumar et al., 2006), ont démontré que le pH
optimal de production des bactériocines, par les bactéries lactiques, est au environ 06,5 et ils
ont confirmé que 1’action de ces bactériocines, est maximale au méme point du pH (06,5).
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En outre, la différence dans 1’activité inhibitrice, entre les souches d’une méme espéce,
peut étre due a une faible homologie de leurs acides nucléiques, responsables des caractéres
héréditaires codant pour la production de ces molécules (Sutra et al., 1998).

Plusieurs souches d’appartenance aux especes lactiques thermophiles, ont été caractérisé
pour leur production de bactériocines, Streptococcus thermophilus (Marciset et al., 1997;
Whit- Fordet al., 2001; Mathot et al., 2003 ; Fontaine et Hols, 2008). aussi aux especes
Lactobacillus thermophiles : (Thompson et al., 1996; Zamfir et al., 1999; 2000; Moghaddam
et al., 2006), thermostables pour la plus part. Ces bactériocines avaient une stabilité a des pH
acides, et des larges spectres d’activité contre des procaryotes a Gram (-) et a Gram (+).

La fréquence de la production des bactériocines differe selon les especes, voir selon les
souches (activité souche dépendante), a I’intérieur de la méme espece.

Luo et al., (2011) : ont démontré que seulement cinq souches sur un total de 5/256
(soit : 1,95% ) souches de bactéries lactiques testées avaient produit des bactériocines.

De méme, Salminen et al., (2004 ; 2004), ont signalé que seulement quatre sur
cinquante- deux (4/52 : soit: 07,7%) souches de bactéries lactiques étaient productrices de
bactériocines, et que la majorité des souches de Pediococcus acidipropionici, Pediococcus
jensenii, et Pediococcus thoenii avaient présenté une activité bactériocinogene, tandis que
seulement six sur cinquante- deux (6/52 soit: 11,53%) souches de Pediococcus freudenreichii
avaient cette activité bacteriocinogene.

En outre, Gastro et al., (2011): n’ont isol¢ qu’une seule souche Ilactique
bactériocinogene sur un ensemble de 141 (1/141) souches lactiques testées.

De méme, Ammor et al., (2006) ont isolé des souches lactiques dont I’effet antagoniste
était restreint uniquement aux bactéries a paroi Gram positif, celles a Gram négatif étant
résistantes.

Toutes les bactériocines, produites par des bactéries lactiques, décrites jusqu’a présent
ont une activité dirigée beaucoup plus contre les bactéries a Gram positif (Onda et al., 2003).

Cependant, des études récentes ont démontré qu’il existe certaines bactériocines qui
sont actives ¢galement contre des bactéries a Gram négatif (Gong et al., 2010; Naghmouchi et
al., 2010).

D’une fagon générale, les bactériocines sont actives contre les souches
taxonomiquement proche de l'espece productrice (Mohamed et al., 1996).

Le siege d’activité des bactériocines est la membrane cellulaire et ayant le plus souvent
le peptidoglycane comme cible, raison pour laquelle les bactériocines n’ont pas ou ayant une

faible activité contre les bactéries a Gram négatif dont la couche de peptidoglycane est mince.
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L’espece Streptococcus thermophilus est 1’'une des especes, les plus utilisées en
industrie laitiére (E1 Sharoud et al/, 2013), elle est classée en deuxiéme position, apres

I’espéce Lactococcus lactis (Hols et al., 2005).
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Conclusion

Conclusion

Les fromages, notamment ceux a pate molle, sont des vecteurs potentiels pour
la transmission des espeéces microbiennes pathogeénes et/ou toxinogenes: a 1’exemple

d’Escherichia coli, Salmonella sp., Listeria sp.et Brucella sp.

En industrie fromageére, les opérations de control de qualités physico-chimiques
et microbiologiques revétent une importance capitale; permettant 1’obtention d’un produit

de bonne qualité hygiénique et sans défauts organoleptiques.

La présente étude avait fixé comme objectif préalable, le controle microbiologique
et physico-chimique du fromage a pate molle type Camembert, collecté dans la wilaya
de Bordj Bou Arreridj, durant la saison printaniére 2018, d’¢laborer un souchier lactique
thermophile aprés son dénombrement, d’explorer ces effets bactériocinogenes in vitro, dirigé

contre des isolats d’altération du fromage a Gram négatif et a Gram positif.

Les résultats relatifs aux analyses physico-chimiques ont donné les moyennes : pH
interne 6,57, pH de la croute 8,63, acidité titrable 26, 1’ensemble des échantillons étaient

conformes aux normes nationales.

Les analyses microbiologiques ont révélé, la présence, en charges ¢€levées, des flores
adventices, indicatrices des pollutions diverses : Coliformes fécaux, Streptocoques fécaux

et Staphylococcus aureus.

Pour déterminer ’origine des contaminations susmentionnées, il est souhaitable
d’approfondir 1’étude par: un effectif, plus ¢élevé, des échantillons avec un plan
d’échantillonnage plus ¢largit, et d’analyser la matiére premicre, le personnel et les surfaces

de fabrication et d’emballage.
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Perspectives

Les résultats de la présente étude, ne sont que primordiaux et sont loin d’étre
concluants. L’étude mérite d’étre compléter par:
Un effectif et un plan d’échantillonnage plus élargi, établait sur plusieurs marques
de fromages et leurs matieres premicres et étalé sur les 04 saisons de I’année.
Il est souhaitable, en perspective de réaliser les parties pratiques suivantes:
Analyses microbiologiques:
- La flore de la croute
- Les flores associent a la masse du fromage
- Suivi des dynamiques des flores microbiennes au cours de 1’affinage
- Recherche des espéces pathogenes et toxinogeénes suivants :
- Listeria monocytogenes
- Escherichia coli
Analyses physicochimiques par:
- Dosage des sels.
- Détection des éventuels stabilisateurs.
- Dosage des chlorures
- Détermination des taux des protéines.

- Détermination de la matiére grasse.
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Annexe I

Matériels
1-Matériel lourd

Tout le matériel lourd utilisé durant cette étude est présenté dans le tableau suivant:

Matériel Référence
Hotte microbiologique STERIL-GEMINI (Italy)
Etuves Memmert (Germany)
Autoclave SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-]
Microscope optique OPTIKA B-350 (Italy)
Hotte chimique EQUEIP LABO
Bain marie Memmert (Germany)
pH métre Inolab pH 730 (Germany)
Distillateur Buchl Distillation Unit K-350 (Switzer land)

Réfrigérateur / Congélateur Samsung®, Algérie

Vortex Fisher Scientific FB 15024
Agitateur magnétique AGIMATIC-E
plaque chauffante
Bec Bunsen électrique INTEGRA Biosciences®, model FIREBOY eco,
becBunsens
Compteur de colonies J.P.SELECTA,s.a (Spain)
Autoclave SANOCLAYV LaM-3-20-ECZ-J

Balance de précision KERN ALS 220-4N (Germany)
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Four Pasteur

memmert type UNB400 Germany

Conductimeétre

Tertracon®325 (Allemagne)

APlyg: pour Samonella, Escherichia

APlyg: pour Pseudomonas

Biomérieux

2-Matériel léger et accessoires

Les accessoires, matériel 1éger, produits chimiques et réactifs utilisés sont présentés dans le

tableau suivant:

Accessoires Verrerie Solvants Colorants et Sels et
réactifs tampons
Anses de Béchers, Alcools Fushine, NaCl,
platine, Burette (¢thanol a 95°), | Huile a NaOH,
Barreau Entonnoirs, Glycérol, émersion, KOH,
magnétique, Eprouvette Tween 80 Lugol, Hcl.
Boites de graduées, Phénolphtaléine,,
Pétri, Erlenmeyers, Violet de
Cuillére, Fioles Jaugé, Gentiane,
Distributeur, Flacons,
Micropipette, | Lames/lamelles,
Papier Josef, Pipettes graduées,
Papier Pipettes Pasteur,
aluminium, Tubes a essai,
Papier buvard,
Ciseau,
Pince,
Pissette,
Poires.
Portoir,
Rubans de
parafilm,
Scotch,

Spatules.
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3- Materiel biologique

Lesdifférents marques du Camembert commercialisé.

Marque &
1. LE TIGRE DE )
2. PETIT MILEV )
3.LE ZACCAR h
Perrreombors
4. LION BLANC 160g
" BION BLANG
S. SIDI Saada N
6. PRESIDENT h
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Annexe I1

Milieux de culture

[ustratif de composition de différents milieux de culture.

Milieu de Composition pH
culture
Milieux solides

Gélose MRS | Polypeptone.........cooooiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 10g | 5.7+0.1
Extraitde viande.................oooiiiiiiii i 10g
Extraitde levure..............oooociiiiiiiiiiii 05¢g
GlucoSe. ....vovieiiiiiiiiii e 2220 208
Tween 80 ...oovvviiiiiiiiiieeeeenn 1,08ml
Phosphate bipotassique............coevvveiiiinienennnn. 02¢g
Acétate de sodium trihydraté........................... 05g
Citrate d'ammonium...............cooviiereiiinniennenn. 02g
Sulfate de magnésium.....................coee 0,05¢g
Agar....ooiiiiiiiiii e 15,00g

Gélose M17 TIYPLONC. .cneviiiiiieeiee ettt 02,5g | 6.2+0.2
Peptone pepsique de viande............ccceeveennnnnee. 02,5¢g
Peptone papainique de Soja........ccccvveevieeerveeennenn. 50¢g
Extrait autolytique de levure............ccccveeeveeennnnn. 25¢g
Extrait de viande..........ccoocveeiiieniieciieniecieeeeee 5,0g
Lactose.....ceeeueieiiieeieeeiee et 50¢g
Glycérophosphate de sodium.............ceeeveveenneee. 190 g
Sulfate de magnésium..........ccccceeeviveenieeenneens 0,25¢g
Acide ascorbique. .......ccoeevveeriieriieniieeiieiie e 0,50g
AT o 15,0g

Mueller Hydrolysat acide de caséine.........cc.ccceceenieenennne 17,5g 7.3

Hinton(MH) | Extraitde viande................c.ooooiiiiiiiiiiinn. 03g
Amidon.....cco.ooiiiiiiiiiis e 15 E
AGAT oo l6g

Gélose VRBG | Extrait de levures...........ccocooeiiiiiiiiiin.. 5S¢ | pH=7.4
PEPLONE. ...ttt eees 18
sels biliaires. ... ...ooeviiiiiiiiii 1.5g
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GIUCOSE. ...t 10g
Chlorure de sodium... ..........ocoviiiiiiiiiiii. . S5g
Rouge neutre..........oooviiiiiiiii i 30mg
Cristal violet..........cooee coviiii s 2mg
AT i 18¢g
Gélose Peptone.... ..o 10g | pH =5,6
Sabouraud GIUCOSE. ..o 20g
GElOSE. .., 20g
ChapmanStone | Tryptone..............c..coveiiiiiicniceniceneeenee.05g  pH 7,4 £
Extrait de viande................cooL, Olg 0,1
Extrait de levure .........ccco.ooeviiiiiiiiiinnennn.03g
Peptone .......ccooeeiiiiiiiiiii e 10g
Mannitol...........ccoeeiiiiiiiii ..l 10g
Rouge dephénol ..., 0,05¢g
GElOSE .. veeeeeeeieeeee et 11a18g
Gélose PCA TryptOne. ..ooeeee e 5g¢ | pH=17.0
Extrait de levures ............coooiviiiiiiiiiiinin 2.5¢
GIUCOSE. .ot g
AT o, 15¢g
Gélose viande | Peptone viande-foie ..............cccoeeiiiiiiiiiini, 30,0g | pH 7,6 £
foie (VF) GIUCOSE. ..ot 02,0g 0,2
Amidon soluble..............oooiiiiii 02,0g
Sulfite de sodium..........cccovvviiiiiiiiiiiininnn... 02,5¢g
Citrate de ferammoniacal..................................0,5
AT e, 11,0g
SB Tryptone.....ovviii i 20,0g | 7,2+0,2
Extraitautolytiquedelevure.....................5,0(g/1)
GIUCOSE. . oeviee e, 2.0g
Phosphate dipotassique............cceeviveinninnn.... 4,0g
Azidede sodium.............oooiiiiiiiiiii 0,4g

Chlorure de 2, 3, 5 triphényltétrazolium.............0,1g
Agar agar bactériologique..............coeeivennnn.. 10,0g




BEA

cetrimide

Hektoen

Bouillon MRS

Extrait autolytique de levure.......................5,00g
Bile de beeuf bactériologique.......................10,00g

Chlorure de sodium... ...........cooeviiiiininnnn. 5,00¢g
Esculine...........oooiiiiiiiiii 1,00g
Citrate ferrique ammoniacal......................... 0,50g
Azide de sodium............coeiiiiiiiiiiii 1,15g
Agar agar bactériologique.................. ...... 13,00g
Peptone pancréatique de gélatine................... 20,0g
Cetrimide. .....c.ovviii i, 0,3g
Chlorure de magnésium...............cceeen vevenen. l,4g
Sulfite de potassium.............eovviiiiineniinininn. 10,0g
Agar agar bactériologique...............cee ceuvnnen 13,6¢g
Glyc€rol.....coooiiiii 10,0mL
Peptone pepsique de viande........................... 12,0g
Extrait autolytique de levure.......................3,0g
LacCtOSe...uviieeeiiieeeeiieee e 120¢g
Saccharose.........oovvvviiiiiiiiiiii e, 12,0g
Salicine........oovvviiiiiii 2,0g
Sels biliaires.......oovviiiiiiiiiiiii e 9,0g
Chlorure de sodium... ..........ccooeiiiiieeiininnnn, 5,0g
Triosulfate de sodium... .................................5,0g
Citrate ferrique ammoniacal......................... 1,5g
Bleu de bromothymol............................. 65mg
Fuchsine acide..................oooiiiiiiiinn, 40mg
Agar agar bactériologique.................. ...... 13,5¢g

Milieux liquides

DeXtroSe. .o, 20g
Peptone bactériologies...............coevieininnnn 10g
Extraitde boeuf..............oooo 8g
Acétate de sodium..............coeeiiiiiiieiiiiine 5¢g

Extraitde levure.............cooiiiiiiiii i, 4g

Annexes

7,1£0,2

7,2+0,2

7,6+0,2

6.2
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Phosphate di potassique.............ccoovvevinninnnne. 2g
Citrate d’ammonium...............oeveiuineennennnnn. 2g
Tween 80.....ooviieiiiiiii e, Iml
Sulfate de magnésium..................c.ovnimieenns 0.2g
Sulfate de manganése..................ceeeuennnnn. 0.05¢g
Saccharose........ccovviviiiiiiiii e, S5g

Bouillon M17 | Tryptone.........covuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 2.5¢ 7
Peptone pepsique de viande......................... 2.5¢
Peptone papainique de soja..............ceeueenn... 5.0g
Extraitde viande...................oooiiiiin 5.0g
Extrait autolytique de levure........................ 2.5¢g
Acideascorbique.........oovvviiiiiiiiiiiiea., 0.5g
Glycérophosphate de sodium........................ 19¢
Sulfate de magnésium.....................coeeneee 0.25¢

Eau Chlorure de sodium............cccooooiiiiiiiiiiann. Og ND

physiologique | Eaudistillée...................oooii 1000ml

Eau peptonnée | Sodium Glycérophosphate........................ 19.0g ND
Peptone de soja.........ccovviiiiiiiiiiiiiiiin 5.0g
Extraitde viande................c.oooiiiiiiiiii, 5.0g
Lactose. ..o 5.0g
Peptone de viande..................oooiiinl 2.5¢
Peptone de caséine...............ccooiiiiiiiiiiiinnnn, 2.5¢
Extraitde levure...............cooooiiiiiiiii 2.5¢g
Acide ascorbique.........cooviiiiiiiiiiiiia 0.5g
Sulfate de magnésium....................cceeeennn. 0.25¢g
Agar bactériologique...........ooeviiiiiinnnnn.. 12.75¢g

Bouillon Extraitde levure.................ooooiii 04g 5,5+£0,2
nutritif Tryptone. ... ...oovniiiiii i 05¢g

GIUCOSE. ...t 50.0g
Dihydrogénophosphate de potassium............ 0.55¢
Chlorure de potassium.................c.oceennen. 0.425¢g
Chlorure de calcium.................coeeeninnnn. 0.125¢
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Sulfate de magnésium....................oovenn. 0.125¢g
Chlorure ferrique............cooeveeviiiinninnnne. 0.0025¢
Sulfate de mangan€se...................c.ouveee 0.0025g
Vert de bromocrésol...............ocoovieennnnnn. 0.022¢g

Bouillon de Peptone.......cooooii 5,0g 7,1£0,2
base Salmonella | Lactose.............c.ooooiiiiiiiiiiiiii 4,0g
Phosphate de soduim.............................. 10,0g

Bouillon Peptone de caséine....................oeeunnn. 10(g/1) 6,9+0,1

Giolitti et Extraitdeviande ..................ooiiii, 5(g/l)

Cantoni Extraitde levure..................ooo 5(g/l)
Pyruvate de sodium......................oooei 3(g/l)
Chlorure de sodium.................ccoeiinn.. 5(g/l)

ND: Non Déterminé
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Annexe 111

1. Caractérisation des isolats lactiques thermophiles

1.1.Macroscopique

La premicre cl¢ de la caractérisation est 1’observation des colonies a 1’ceil nu qui
permet de décrire les caractéres culturaux de ces derniéres sur les milieux solides (couleur,

disposition, aspect, formes, surface, consistance, la taille et I’odeur).

1.2.Microscopique

X/
o

Préparation du frottis

A partir d’un bouillon : Mettre 2 gouttes de suspension bactérienne préalablement
émulsionnée au centre d’une lame. Etaler en couche mince au centre de la lame. Faire sécher
complétement sur plaque chauffante et fixer a la flamme 3 fois.

A partir d’une gélose : Mettre une goutte d’eau distillée a 1’aide d’un fil bouclé au
centre d’une lame. Avec un fil droit prendre une petite partie d’une colonie isolée, la déposer
a coté de la goutte pour la visualiser et la mélanger avec 1’eau. Faire sécher complétement sur
plaque chauffante et fixer a la flamme 3 fois.

Coloration de Gram
But

Permet de distinguer les bactéries Gram + et Gram — en fonction de la teneur en lipides
de la paroi.
Principe

Basé sur la composition chimique de la paroi des bactéries. Le Gram différentie les
bactéries selon qu’elles aient conservé le cristal violet aprés le traitement a 1’alcool ou non.
Technique de coloration
1- Colorant: Cristal violet de gentiane 30 sec et rincer a 1’eau.

2- Fixateur: Lugol 30 sec et rincer a 1’eau.

3- Décolorant : Alcool (compter 1-2-3 si fait a partir d’un bouillon et 1-2-3-4-5 si fait a partir
d’une gélose) en inclinant la lame et rincer immédiatement.

ATTENTION: étape importante.

4- Contre-colorant : Fuschine30 sec et rincer a 1’eau.

5- Sécher la lame avec du papier absorbant.

Lecture : a I’immersion : 100x

Gram positif (+) : violet

Gram négatif (-) : rose
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Figure 1: Aspects macroscopiques des microgalleries API 20 E, aprés 24H d’incubation a
37°C: Lecture et identification par logiciel AP WEB
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Annexe IV

Figure 2: Aspects macroscopiques des isolats Pseudomonas aeruginosa.sur gélose Cetrimidé,
apres plusieurs séries de purification par stries.

Figure 3: Aspects macroscopiques des isolats Staphylococcus sp. sur gélose Chapman, apres
plusieurs séries de purification par stries.
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Annexe V

Figure 4: Aspect représentatif des levures et moisissures sur le milieu gélosé sabouraud
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Figure 5: Aspect représentatif des Streptocoques fécaux sur les milieux gélosés BEA et SB

Figure 6: (A) Aspect macroscopique de la FTAM sur le milieu PCA.

(B) Aspect du milieu VF apres 72h d'incubation.
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Figure 8: Aspect représentatif des Staphylococcus sp. sur le milieu Chapman.



