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Résumeé
Bouhezza est un fromage de terroir, connu depuis longtemps dans la région
des «chaouia» a I’est algérien. Ce travail a pour objectif principal d’apporter une

contribution a la caractérisation de bouhezza de ferme, au point de vue microbiologique et
de la protéolyse de ce fromage.

Nous avons collecté six échantillons de bouhezza de fermes des régions ruraes de la
wilaya d’Oum EI Bouaghi. Un dénombrement des principaux groupes microbiens montre
que la microflore de bouhezza est constituée essentiellement par les bactéries lactiques :
lactobacilles et streptocoques lactiques. La flore fongique ne représente qu’une trés faible
fraction des populations microbiennes et les coliformes fécaux et totaux sont absents. La
détection par la méthode systéme BAX® a démontré I’absence des trois pathogénes
Salmonella, Listeria monocytogenes et Escherichia coli O157: H7.

Une image globale des communautés bactériennes de bouhezza est réalisée par la
technique PCR-Temporal Temperature Gel Electrophoresis, et a montré que I’écosystéme
bactérien n’est pas tres riche, avec une dominance principalement de Lactobacillus
plantarum et de Lactococcus lactis subsp. cremoris dans les six échantillons, et
secondairement de Lactococcus Helveticus et/ou Lactococcus acidophilus et/ou
Lactococcus crispatus, dans gquatre échantillons et Saphylococcus equorum subsp. linens
danstrois autres.

La protéolyse de bouhezza est peu importante, avec un taux de maturation qui varie
de 8,49% a 16,23% pour les six échantillons. La séparation éectrophorétique de la fraction
azotée insoluble a pH 4,6 par PAGE-Urée permet de détecter différentes bandes
représentant la diversité des fragments caséiniques résultants de I’hydrolyse des caséines
par les enzymes du lait et/ou de la microflore de bouhezza

Les analyses par Chromatographie Liquide Haute Performance en Phase Inverse des
fractions solubles a pH 4,6, solubles et insolubles dans I’éthanol a 70%, montrent que seuls
les profils chromatographiques de la fraction insoluble dans I’éthanol des six échantillons
présentent des similarités importantes. Les pourcentages des acides aminés libres dans les
trois fractions sont plus faibles par rapport aux pourcentages des peptides. Le pourcentage
des peptides hydrophiles est plus élevé dans les deux fractions solubles (40,1% a 54,5%
pour la fraction soluble a pH 4,6 et 45,8% a 52,6% pour la fraction soluble en éthanal).
Cependant le pourcentage des peptides hydrophobes est plus élevé dans la fraction
insoluble dans I’éthanol (entre 41,5% et 61,8%).

Mots clés: fromage traditionnel, Bouhezza, affinage, microbiologie, protéolyse, PCR-
TTGE, RP-HPLC, PAGE-Urée.



Abstract

Bouhezza is a traditional cheese known in the area of "chaouia', in the east of
Algeria. The aim of this study was to contribute to the characterization of microbiological
and proteolysis of Bouhezza cheese of farm.

Six samples of Bouhezza cheese have been collected in the rural areas in the wilaya
of Oum El Bouaghi. A count of the principal microbial groups indicates that the microflora
of bouhezza was consists essentially of lactic acid bacteria (lactobacilli and lactic
streptococci). Fungal flora represents only a very small fraction of microbia populations,
total and fecal coliform are absent. The detection of the three pathogens by BAX® system
method has demonstrated the absence of Salmonella, Listeria monocytogenes and
Escherichia coli O157: H7 in the six samples of bouhezza.

A global picture of bacterial communities of bouhezza is carried out by the PCR-
Tempora Temperature Gel Electrophoresis, showed that the bacterial ecosystem is not
very rich, with adominance principally of Lactobacillus plantarum and Lactococcus lactis
subsp. cremoris in al samples, and secondarily of Lactococcus helveticus and/or
Lactococcus acidophilus and/or Lactococcus crispatus in four samples. Staphylococcus
equorum subsp. linens are present in three others.

Proteolysis of bouhezza is not very large, with arate of maturation which varies from
8.49% to 16.23% for the six samples. Electrophoretic separation of the insoluble nitrogen
fraction at pH 4.6 by ureaPAGE detects different bands representing the diversity of
casein fragments resulting from hydrolysis of casein by enzymes from the milk and/or
from microflora of bouhezza.

The analyses by Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography of the
fractions soluble at pH 4.6, soluble and insoluble in 70% of ethanol, show that only the
chromatographic profiles of the ethanol insoluble fraction of six samples show similarities.
The percentages of free amino acids in the three fractions are smaller compared to the
percentages of peptides. The percentage of hydrophilic peptides is higher in both soluble
fractions (40.1% to 54.5% for the soluble fraction at pH 4.6 and 45.8% to 52.6% for the
soluble fraction of ethanol). However the proportion of hydrophobic peptides is higher in
the insoluble fraction in ethanol (between 41.5% and 61.8%).

Keywords: traditional cheese, Bouhezza, ripening, microbiology, proteolysis, PCR-
TTGE, RP-HPLC, PAGE-Urea.
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Introduction

INTRODUCTION

Les adiments traditionnels font partie du patrimoine de chague peuple et nous
rencontrons et vivons des recettes, entourées d’un savoir-faire ancestral transmises de
génération en génération. Parmi ces aliments, les fromages traditionnels, dont il existe plus
de 1000 variétés produits a I’échelle mondiale (FOX et al., 2000 ; HAYALOGLU et al.,
2002 ; IRLINGER et MOUNIER, 2009). La production des fromages artisanaux, surtout
ceux a base de lait cru, est fortement liée au terroir, par le biais de la composition du lait
tant dans sa composante biochimique que microbiologique (MICHEL et al., 2001). Cette
composante microbiennes, qualifiée de naturelle ou indigéne permet de préserver la
typicité et une certaine diversité sensorielle des fromages (SERHAN, 2008). La
caractérisation du fromage, constitue un point de départ d’une démarche dont I’objectif est
la conservation et la protection de ses caractéristiques spécifiques (CASALTA et al.,
2001), c’est aussi le moyen de mieux comprendre les mécanismes qui déterminent sa
typicité et de fournir les réferences indispensables a la mise en place d’une appellation
d’origine contrélée (CHAMBA et al., 1994).

En Algérie, les fromages traditionnels sont peu nombreux, non entierement recenses
et aussi peu étudiés ; environ dix types de fromage sont connus dans les différentes régions
du pays (AISSAOUI ZITOUN et al., 2011a). Parmi ces fromages, on rencontre bouhezza,
mechouna et madeghissa, dans la région des Chaouia, takammeérite et aoules dans le sud,
igounanes dans larégion du Kabylie. Malheureusement plusieurs d’entre ces fromages sont
en voie de disparition, pour différentes raisons dont I’indisponibilité fourragere, I’exode
rurdle et le changement des habitudes alimentaires. Nous ignorons le devenir de ces
produits, maisil convient de faire tout ce qui est possible pour les connaitre, maintenir leur
existence et encourager leur fabrication. Ces fromages représentent un bien culturel avant
d’étre une ressource économique, qui doit étre bien caractérisee et protégée.

Le fromage bouhezza est connu depuis longtemps dans la région des « Chaouia » a
I’est algérien, une région qui regroupe principalement les wilayas d’Oum El Bouaghi,
Batna, Khenchla et Tébessa. Il est fabriqué a partir de laits de chévre, de brebis, de vache
ou de mélange. Son procédé de fabrication particulier est caractérisé par I’utilisation d’une
peau d’animaux «chekoua » comme contenant de la matiere premiere et séparateur de
lactosérum ; s’y produit aussi la coagulation, le salage et I’égouttage en paraléle et en
continu. Bouhezza est pour I’instant, le seul fromage traditionnel agérien affiné. La
fabrication de ce fromage était principalement destinée a I’autoconsommation.

Bouhezza a fait I’objet de quelques premieres études scientifique au sein de I’équipe

de recherche T.E.P.A. (Transformation et Elaboration des Produits Agro-Alimentaire) du
1
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Laboratoire de Recherche en Nutrition et Technologie Alimentaire (L.N.T.A.),
(AISSAQUI ZITOUN, 2004 ; AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE, 2006 ; AISSAQUI
ZITOUN et al., 2011a; AISSAOUI ZITOUN et al., 2011b), maisil reste encore beaucoup
a faire. Notre éude s’inscrit dans la méme démarche, comme une contribution de la

caractérisation de bouhezza de ferme.

Nous aborderons les aspects suivants

La premiére partie repose, sur la caractérisation microbiologique du bouhezza, et ceci
par deux approches: la premiere, consiste a un dénombrement des principaux groupes
microbiens sur des milieux sélectifs et la deuxieme visant I’acces aidentifier I'écosystéme
naturel du bouhezza de ferme pour prendre une image globale de ses communautés
bactériennes & I’aide d’une technique de la biologie moléculaire (TTGE: Temporal
Temperature Gel Electrophoresis).

En plus la recherche de quelques pathogénes est entreprise en vue de s’assurer de la

qualité du produit fini.

La deuxieme partie, consiste a caractériser la protéolyse de bouhezza de ferme par
des techniques, éectrophorétique et chromatographique, en plus de la caractérisation
physi co-chimiques.

De ce fait nous proposons la structure de ce document comme suit :

- une premiere partie qui est consacrée a une éude bibliographique présentant
les protéines du lait, les principes de la fromagerie, I’affinage des fromages et un apercu
sur les méthodes de caractérisation de la protéolyse et de I’écosystéme microbien des
fromages;

- une deuxiéme partie pratique qui décrit la méthodologie, les échantillons et les
techni ques expérimental es utilisées.

- une troisiéme partie regroupe les résultats obtenus et leur discussion suivie

d’une conclusion du travail.
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1- Apercu sur lesproténesdu lait

Du point de vue physico-chimique, le lait peut étre considéré comme une émulsion de
matiere grasse dans une solution agueuse contenant de nombreux éléments dont les uns sont a
I’état dissous (lactose, sels, vitamines, protéines et composés azotés solubles) et les autres
sous la forme colloidale (micelles de caséines, phosphate de Ca et de Mg) (LUQUET, 1990).
Dans cet ensemble des constituants, les protéines, dont la teneur moyenne est estimée a 34 g/l.

Le lait est constitué de deux fractions protéiques principales classees selon leur
solubilité & pH 4.6, une fraction soluble et une fraction colloidale. La fraction soluble se
compose des protéines lactosériques et la fraction colloidale est formée par les caséines, ces
fractions représentent respectivement 20% et 80% des protéines du lait (GUILLOU et al.,
1986).

1-1. Protéines lactosériques

Les protéines du lactosérum, qui représentent 5-7 g/l (soit 20 % des protéines totales),
c’est la fraction protéique qui reste soluble lors d’une précipitation a pH 4,6 et a 20°C des
protéines du lait. Elles regroupent différentes entités ayant une bonne valeur nutritionnelle et
dotées d’activités biologiques variées dont nous distinguons principalement : la [-
lactoglobuline, I’o-lactalbumine, les immunoglobulines, I’albumine sérique bovine et les
protéose-peptones. D’autres protéines et enzymes sont aussi présentes mais a des proportions
plus réduites (BRULE et al., 1997).

1-2. Lescasénes

Les caséines (CN) sont les protéines majeures du lait. Elles se définissent comme étant
lafraction protéique qui précipite apH 4,6 et a 20°C. Les caséines sont au nombre de quatre :
caséine-Og, Caséine-as, caseine-f et caséne-k. Ce sont des proténes multiphosphorylées, et
la caséine-k pouvant étre également glycosylée (FOX et al., 2000). En raison de leur
importance commerciale, les caséines ont été étudiées intensivement et sont probablement le
meilleur systéme protéique caractérisé des aliments (FOX et BRODK ORB, 2008).

Toutes les caséines sont des phosphoprotéines de 150 a 200 acides aminés, possédant
des groupements phosphates unis a la chaine latérale de la sérine (groupe phosphoséryl)
(CAYOT et LORIENT, 1998).

La CN-B bovine contient 209 résidus d’acides aminés et comporte cing résidus de sérine
phosphorylées (BRULE et al., 1997). Elle ne contient pas de résidu de cystéine. Cette protéine
posséde neuf variantes génétiques (A', A%, A3 B, C, D, E, F, G) (FARRELL et al., 2004). La
présence de certaines variantes génétiques des caséines dans le lait, a un effet significatif sur
les propriétés de |a fabrication des fromages (FOX et al., 2000).
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Le lait bovin contient environ 9,3 gL™ de caséinef (RIBADEAU-DUMAS et
GRAPPIN, 1989). Celle ci peut étre hydrolysée par la plasmine, ce qui génere les fragments
1-28 (PP8f), 1-105/107 (PP5) et 29-105/107 (PP8s) qui sont également appelés protéose-
peptones et retrouvés dans le lactosérum. Les fragments complémentaires sont les caséne-y;
[29-209], caséine-y, [106-209] et caséine-ysz [108-209] qui se retrouvent dans la fraction
casénique car sont insolubles a pH 4,6 (GORDON et al., 1972 ; FOX et al., 2000;
FARRELL et al., 2004).

La CN-0g bovine est la protéine majeure du lait de vache : elle représente plus de 40%
des caséines totales, elle présente huit variantes génétiques (A, B, C, D, E, F, G et H) (NG-
KWAI-HANG, 2003), parmi lesgquelles e variant B est le plus fréguent, et qui est constituée de
199 résidus d’acides aminés et posséde huit résidus toujours phosphorylés, la caséine-ast
aurait un réle de charpente de lamicelle (EIGEL et al., 1984).

La CN-ag bovine est la caséine la moins abondante (10% des caséines totales) et la
plus sensible au calcium. Elle contient 207 résidus d’acides aminés (FITZGERALD, 1998).
La caséine-0y est le composant casénique le plus phosphorylé avec un degré de
phosphorylation variable, allant de 10 a 13 phosphores (SWAISGOOD, 1992).

La CN-k bovine contient 169 résidus d’acides aminés (MOLLE et LEONIL, 1995),
Cette caséine ne se précipite pas en présence de calcium et permet donc de stabiliser la
structure micellaire. La caséine-k a la particularité de posseder des formes glycosylées, car
elle présente six sites de O-glycosylation situés dans la partie C-terminale de la proténe
(LEONIL et al., 2001 ; CREAMER, 2002).

CN-K joue le réle clé dans la coagulation du lait par la présure, par son hydrolyse en
deux parties, la partie N-terminale (1-105), |égerement cationique et tres hydrophobe, et la
partie correspondante au glycomacropeptide (106-169) trés hydrophile, donnant un caractere
tres amphiphile a la protéine. Lors de I’hydrolyse par la présure, la para-caséine kK (1-105)
reste accrochée ala micelle, aors que le glycomacropeptide (106-169) hydrophile est perdu
dans le lactosérum. La micelle en perdant son pdle hydrophile stabilisant, elle se précipite
(CAYOT et LORIENT, 1998).

1-3. Micelledecaséne

Malgré les variations dans la composition en caséine du lait des différentes especes,
les caséines se présentent sous laforme de micelles. Lamicelle de caséine est une particule
de taille variante de 50 a 600 nm avec un diametre moyen de 150-180 nm (AMIOT et al.,
2002 ; FOX et BRODKORB, 2008).

L’un des réles de la micelle est de transporter le phosphate et le calcium dans le

lait, permettant de maintenir une concentration élevée de calcium fortement assimilable,
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elle est formée par |'association des caséines (0s, Os, B et K), de quelques fragments
peptidiques (les caséines-y), et des composants salins. Son poids moléculaire moyen est de
I'ordre de 10° Da (HORNE, 2006).

2- Principes généraux de latechnologie fromagere

Le fromage correspond a un véritable moyen de conservation des principaux
composants de lait, dont il existe plus de 1000 variétés produites a I’échelle mondiale
(IRLINGER et MOUNIER, 2009), obtenues gréace au jeu croisé de I'édimination plus au
moins poussée de I'eau du lait et de la récupération des matiéres seches. Selon BRULE et
al. (1997), la transformation du lait en fromage comporte quatre étapes principales: la
coagulation, I’égouttage, le salage et I’affinage.

a- La coagulation du lait qui correspond a des modifications
physicochimiques des micelles de caséines, entrainent la formation d’un réseau protéique
tridimensionnel appelé coagulum ou gel. La coagulation peut étre réalisée soit par :

- Protéolyse limitée par I’action des protéinases sélectionnées (presque 70% de la
production fromagere);
- Acidification apH d’environ 4,6 (moins de 30% de |a production fromagere);
- Ou par I’acidification en combinaison avec chauffage (pourcentage trés faible) (FOX
et MCSWEENEY, 2004).
Coagulation par acidification

L’acidification du lait peut étre obtenue, par les produits de fermentation des
bactéries acidifiantes ou par des composes chimiques d’action acidifiante directe
(généralement par acide lactique ou acide chlorhydrique) ou action indirecte (généralement
I’hydrolyse de la glucone-d-lactone) (FOX et al., 2000).

La diminution concomitante du pH a pour effet de faire régresser I’ionisation des
fonctions acides des caséines, induisant le déplacement progressif du calcium et du
phosphore inorganique de la micelle vers la phase agueuse. A pH 6,5-52 il y a
solubilisation du phosphate de calcium et a pH 5,2-4,6 le complexe se dissocie, ce qui
induit la désorganisation des micelles et une réorganisation des sous unités micellaires
(BRULE et al., 1997).

Coagulation enzymatique

Un grand nombre des enzymes protéolytiques de différentes origines (animale,
végétale et microbienne) ont la propriété de coaguler le lait, mais la plus utilisée est la
présure. La coagulation du lait par les protéases se fait en deux étapes distinctes, I'une

05

enzymatique et durant laquelle la protéase attaque la liaison Phe'®-Met’® de |a caséine-k.

Cette coupure conduit a la destruction des propriétés stabilisantes de la caséine-k par la
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libération du glycomacropeptide (HORNE, 2002). L’autre non enzymatique, ¢’est la phase
de floculation, qui dépend strictement de Ca®* et du phosphate de calcium colloidal (FOX,
1982). Durant la phase secondaire, les micelles de caséine se regroupent en présence de
Ca®* (BRULE et al., 1997).

b- Egouttage du caillé qui assure une déshydratation partielle du gel, obtenu
par séparation d'une partie du lactoserum. Ce processus est lié a des facteurs directs
correspondant a des traitements de types mécaniques et thermiques, des facteurs indirects
(acidification et/ou coagulation enzymatique) et des facteurs liés a la matiére premiére
(richesse en caséines, en protéines solubles et en matiére grasse) (VEISSEYRE, 1979 ;
RAMET, 1987).

c- Salage, dans la plupart des fabrications, entre I'égouttage et |'affinage, se
situe I'opération de salage qui représente alafois, un complément d'égouttage et un facteur
important de la maitrise de |'affinage par action sur I'activité de I'eau. Cette phase consiste
a enrichir la pate fromagére en chlorure de sodium (VEISSEYRE, 1979; ALAIS «t
LINDER, 1997).

d- Affinage qui se caractérise par des transformations biochimiques des
constituants du caillé, ce processus est trés complexe, il sera détaillé dans cette partie
bibliographique.

3- Fromagetraditionnel algérien ‘Bouhezza’

Bouhezza est un fromage traditionnel algérien, sa fabrication est anciennement
pratiquée chez les populations Chaouia, qui vivent dans la région des Aurées (AISSAOUI
ZITOUN, 2004 ; AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE., 2006). La pratique de fabrication de
Bouhezza s’étale de la région de I’Aurés a Batna jusqu’aux frontiéres tunisiennes a
Tébessa. A cette derniére limite, quelques familles connaissent le fromage bouhezza sous
le nom de Malh Dh’ouab ou Bou mellal (AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE, 2006).

Chaouia est la dénomination donnée aux habitants berberes de I’ Aures. Ces habitants
étaient connus par leur activité pastorale et principalement par I’élevage ovin. Le mot
‘Chaouia’, qui découle du mot arabe “El chett ou El chieh’ et qui signifie ovin(s), se réfere
a leur élevage des ovins, ces berberes sont localisés définitivement dans les zones
montagneuses de I’ Aurés et ont délaissé la vie de déplacement (EL CHAFII, 1987, cité par
AISSAQOUI ZITOUN, 2004).

Bouhezza est un fromage fermier a égouttage spontané et a péte épicée, préparé a
I’origine a partir de lait de chévre et éventuellement de brebis (ZAIDI, 2002). La
fabrication de bouhezza nécessite la préparation du contenant de la pate ‘chekoua’ et la

préparation du fromage.
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3-1. Préparation du chekoua

Le mot ‘chekoua’ est utilisé pour désigner le contenant du fromage bouhezza. La
peau non fendue de différents animaux (de chévre ou de brebis) peut étre utilisée pour sa
préparation (AISSAOUI ZITOUN, 2004).

‘Chekoua’ se présente comme un sac souple et humide, ayant la couleur de la peau et
se caractérise par une certaine perméabilité. En effet, elle joue a la fois un role d’un
contenant de la masse fromagere et d’un séparateur de phase, c’est a travers les
perforations naturelles de la peau que le lactosérum est exsudé (AISSAOUI ZITOUN et
ZIDOUNE, 2006). La peau de chévre ou de chevreau semble égoutter mieux, elle est plus
épaisse, solide et plus résistante aux chocs (BENMESSAI et FETHALLAH, 2009). Avant
utilisation de la peau, cette derniére nécessite un traitement appropri€, elle est laissée se
putréfier a température ambiante, environ 2 a 7 jours pour faciliter I’arrachage des poils ou
delalaine. Aprés un lavage avec de I’eau, la peau est traitée principaement avec le sel et
le geniévre avec possibilité d’incorporer d’autres produits (tanins, romarin, semoule,
orge,..) (AISSAOUI ZITOUN, 2004). Ensuite, |a peau est laissée au repos pendant presgue
une ou deux semaines pour éliminer I’odeur de putréfaction et la rendre plus solide. Apres
cette éape la peau doit étre retournée, coté poils a I’intérieur et coté chair a I’extérieur,

puis elle sera nouée et ficelée pour lui donner laforme de “chekoua’.

3-2. Fabrication de bouhezza

La préparation du bouhezza est habituellement débute de mars a juin (AISSAOQUI
ZITOUN, 2004 ; BENMESSAI et FETHALLAH, 2009 ; AZIZI et KERTICHE, 2009), et
s’étale de plusieurs semaines a quelques mois. Le salage, I’égouttage et I’affinage sont
réalisés simultanément durant la période de fabrication (ZAIDI et al., 2000 ; AISSAOUI
ZITOUN, 2004 ; AISSAOUI ZITOUN et al., 2011a). La consommation du fromage est
possible a partir d’un mois de fabrication.

Les laits des différentes races peuvent étre utilisés, seuls ou en mélange. L’utilisation
du lait de brebis est plus répandue dans les Wilayas de Batna et de Khenchela. A nos jours
c’est le lait de vache qui est le plus utilisé car c’est le plus disponible (AISSAOUI
ZITOUN, 2004 ; BENMESSAI et FETHALLAH, 2009).

La préparation du fromage se fait par une quantité initidle de lait fermenté
spontanément, baratté et écrémé désigné par « Lben». Cette quantité est complétée durant
toute la période de fabrication par des gouts successifs de Lben et/ou de lait cru. Le Lben
de fabrication est de préférence écrémé et peu acide. L’ajustement des différents ajouts se
réalise en fonction de la vitesse d’égouttage et de la disponibilité de la matiere premiére.
Quelques familles n’utilisent jamais un mélange des différentes races dans la méme

7
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fabrication et le Lben utilisé est généralement acide et moyennement gras (AISSAOUI
ZITOUN, 2004 ; LEMOUCHI, 2007 ; BENMESSAI et FETHALLAH, 2009).

Le salage se fait dans la matiére premiére ou directement dans la pate fromagere, la
quantité gjoutée est trés variable d’une famille a une autre [20 a 125 g/l]. Chez toutes les
familles la correction du goQt salé ou acide se fait par I’gjout de lait cru, apres dégustation
(AISSAQUI ZITOUN, 2004 ; AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE, 2006). La chekoua doit
étre suspendue dans un endroit aéré et a I’ombre et bien entretenue au cours de la
fabrication par des lavages réguliers a I’aide de I’eau et de raclage de sa surface externe.

Une fois que le fromage est éaboré, les fabricants I’épicent avec un broyét de
piment rouge piquant nommé ‘Kalb el serdouk’ finement moulu (AISSAOUI ZITOUN,
2004).

Le fromage est conservé dans la chekoua, il peut étre conservé aussi dans des
récipients soit en verre ou en plastique (AISSAOUI ZITOUN, 2004). Et peut étre
consommé sous forme de péte plus ou moins ferme, de tartine sur pain ou déshydraté apres
seéchage pour assaisonnement des plats traditionnels (Aiche, Couscous...) (AISSAQUI
ZITOUN, 2004 ; BEDIARE et BEN HANAY A, 2006).

Du point de vue de sa consistance, la pate du bouhezza est peu molle et caractérisée
par un go(t peu piquant du piment rouge et une acidité assez prononcée. D’apres les
résultats de AISSAOUI ZITOUN (2004), bouhezza retrouve sa place dans la classification
du codex alimentaire, c’est un fromage a pate molle (taux de la Teneure En eau dans le
Fromage Dégraissé ‘TEFD’ de 71,9%), migras (taux de la Matiére Grasse dans I’Extrait
Sec ‘MGES’ de 30%), affiné principalement dans la masse.

La microflore de bouhezza est constituée en particulier des Lactobacilles et des
Lactocoques (10° & 10" UFC.gY). D'autres groupes microbiens sont présents, comme les
moisissures, les entérobactéries, la flore protéolytique et lipolytique. L’évaluation
sensorielle des échantillons épicés permet la distinction de deux grandes familles d'odeur et
arbmes caractéristiques : lactique et animale (AISSAOUI ZITOUN et al., 2011a).

4- Affinage desfromages

Latransformation du lait en fromage fait intervenir deux parametres principaux dont
I'effet stabilisant est complémentaire : un abaissement du pH obtenu par acidification et un
abaissement de |'activité de I'eau (ax), résultant de la concentration de la matiére seche par
égouttage, salage et évaporation.

L affinage correspond a diverses transformations biochimiques des constituants du
lait (protéolyse, lipolyse, glycolyse...) (figure 1), qui résultent de I’activité des enzymes

natives du lait ou de celles qui sont issues des microorganismes endogenes ou exogenes du

8
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lait en vue de sa transformation en fromage (MCSWEENEY, 2004 ; UPADHYAY et al.,
2004).
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Figure 1. Principaux mécanismes biochimiques de I’affinage : (a) protéolyse, (b) lipolyse
(c) métabolisme de lactose, de lactate et de citrate (MCSWEENEY et SOUSA, 2000).

4-1. Biochimie de I’affinage

4-1-1. Protéolyse et dégradation des composés protéques

La protéolyse est I’événement le plus complexe et le plus important des trois
événements primaires, qui se produisent dans la plupart des variétés des fromages (FOX et
al., 2000 ; PRIPP et al., 2000; COKER et al., 2005; MCSWEENEY, 2011). Elle est
principalement responsable des changements de texture et apporte une contribution
significative pour les propriétés organoleptiques (SMIT et al. ,2000 ; UPADHYAY et al.,
2004).

Selon GRAPPIN et al. (1985) et PAVIA et al. (2000), la protéolyse peut étre
considérée comme deux phénomenes, ‘protéolyse primaire’ et “protéolyse secondaire’

La protéolyse primaire représente |'étendue de la dégradation des caséines native en
gros peptides, et essentiellement liée a |'action des protéases contenues dans la présure,
notamment la chymosine et a celle de la plasmine, la protéolyse primaire est évaluée par
électrophoréses. Et |a "protéolyse secondaire” correspond a |'hydrolyse des gros peptides
par |'action des protéinases et des peptidases des bactéries lactiques "levains' et "non

levains' qui donnent des peptides plus courts et des acides aminés. La quantité globale de
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ces composes est mesurée par le fractionnement des matieres azotées et leurs proportions
sont évaluées par chromatographie liquide haute performance (HPLC).
4-1-1-1 Principales enzymes protéolytiques

Le fromage contient une large gamme des protéinases et des peptidases, qui
proviennent de diverses origines (Tableau 1),

- Les protéases indigénes ou natives du lait;
- L es protéases exogenes rajoutées au lait dans le but de le coaguler ;
- L es protéases endogenes apportées par |es microorganismes du lait.

a. Protéasesindigénesou natives du lait

Le lait contient un certain nombre des protéinases indigénes, dont la plasmine et la
Cathepsine D (protéinase acide), sont les plus importantes en plus des autres proténases
(aminopeptidase, thrombine,..) qui présentent moins dimportance (FOX, 2003 ;
MCSWEENEY, 2011). La plasmine est comme la trypsine, protéinase a sérine avec un pH
optimum a environ 7,5 ayant une spécificité éevée pour des liaisons peptidiques contenant
la lysine sur le coté N-terminal (SOUSA et al., 2001). Elle a une activité sur toutes les
caséines, et spécialement sur caséine-ds et caséine-f. Le clivage de caséine-f par la
plasmine se fait au niveau des trois sites, Lys™®-Lys®, Lys'®-His'®, et Lys'”’-Glu'®, avec
laformation de caséine-y; (CN-f29-209), caséine-y, (CN- f106-209), et caséine-y3 (CN-
f108-209), et une certaine protéose peptones (PPs) (PP5 (CN-p 105/107), PP8 lent (CN-
B 29-105/107), et PP8 rapide (CN-p f1-28). Caséine-0 est aussi susceptible a l'action de
plasmine en solution et huit liaisons sont hydrolysables rapidement (Lys?'-GIn®?, Lys*-
Asn®. Argll4_ Asn’®, Lysl49-Ly515°, LySlSO_ThrlSl’ LySlSl_ThrIBZ’ LySlSS- Alal® et Ly5197-
Thr'®®) (FOX, 2003). Alors que la caséine-as; est moins susceptible au plasmine que la
caséine-Os; et caséine-f3, elle est facilement hydrolysee en solution; les grands produits de
base sont les caséines-A. La formation de ce composant mineur de caséine a été attribuée a
I’action de plasmine sur ag-caséine (FOX et al., 2000 ; KELLY et FOX, 2006).

La Cathepsine D, protéinase acide indigene du lait, elle est relativement résistante a
la chaleur (complétement inactivée par un traitement a 70°C pendant 10 min), son pH
optimum d’activité est de 4 (FOX et al., 2000 ; MCSWEENEY, 2011). MCSWEENEY et
al. (1995) montrent que la Cathepsine D du lait partiellement purifié dégrade la caséine-ag
a un peptide ayant la méme masse moléculaire et méme mobilité éectrophorétique de og-
CN (f24-199), ce qui est un des peptides primaires produits a partir de caséine-ag par la
chymosine. La spécificité protéolytique de la Cathepsine D sur caséne- est également
semblable a celle de la chymosine, La Cathepsine D peut cliver caséine-k, mais ses
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propriétés de coagulation de lait sont tres faibles (MCSWEENEYET al., 1995 ; LARSEN

et al., 1996).

Tableau 1. Hydrolyse des protéines du lait avec apparition des composés aromatiques et
modification de latexture (SERHAN, 2008).

o Sourceprincipaledes | Substrat majeur Molécules
Principales enzymes . :
enzymes attaqué produites
Chymosine Présure Caséines: 3, 0, Polypeptides
Pepsine Présure Caséines: 3, O, Peptides
Caséiney
Plasmine Lait Caséines: 3, O, Protéose peptone
Polypeptides
Protéases Pol tides
Extracellulaires et Bactéries lactiques ypep
Peptides

Intracellulaires**

Peptidases
glrgler;c;%zpst;lases Bactéries lactiques Eggtlﬁjeg' des Acides aminés
Carboxypeptidases** *
Microcoques
Décarboxylases Entérocoques Acides aminés Amines
Brevibacterium
Lactobacilles Aldéhydes
Geotrichumcandidum | Acides aminés Ammoniac

Acides organiques

Desaminases Bactéries lactiques
Microcoques Acides aminés Nouveaux acides
Entérocoques aminés
Brevibacterium Phénol

Lyases Pseudomonas Acides aminés Indole
P. camemberti Composes soufres

** actives aprés lyse des bactéries
*** sauf chez les|actocoques.

b- Protéases apportées par les microorganismes du lait

Les microorganismes interviennent dans I’affinage, soit par la libération dans le

caillé des enzymes extracellulaires, soit apres leur lyse, par les enzymes intracellulaires ou
liées a leurs enveloppes cellulaires. Les bactéries lactiques trouvées pendant I'affinage des
fromages sont les espéces bactériennes principalement impliquées dans le dével oppement
de saveur et dans I’hydrolyse des protéines, leur diversité varie avec le traitement appliqué
au lait et avec I'age des fromages (LOPES et al., 1999 ; RANDAZZO et al., 2009).

Les bactéries lactiques "levains' (ajoutées aux fromages pour améliorer la flaveur ou
pour accélérer leur affinage) et "non levains' (microorganismes du lait cru ou qui résistent
a la pasteurisation ou qui peuplent le caillé au cours de la production) ont une activité
protéol ytique considérable et jouent un réle important dans la dégradation des caséines et

des peptides, mené a la production des acides aminés libres (MARTINEZ-CUESTA et al.,
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2001). Les bactéries lactiques possédent des systémes protéolytiques tres divers, ces
derniers sont nécessaires pour supporter la croissance dans les fromages (MCSWEENEY,
2011).

4-1-1-2. Catabolisme des acides aminés

La protéolyse permet d'affecter indirectement la texture par une augmentation du pH
suite a la production de NH3 qui a lieu apres le catabolisme des acides aminés. Le role
majeur de la protéolyse dans |es fromages est |a production des acides aminés, qui sont des
précurseurs pour une multitude de réactions cataboliques, qui aboutissent a une grande
variété de composés volatils (alcools, aldéhydes, acides ramifies, esters, composés soufres,
phénols, ...) responsables de la typicité des fromages (Figure 2) (MCSWEEENY et
SOUSA, 2000 ; ARDO, 2001).

Coagulants .
Caseines P'Ia:mine ‘ Polypeptides ’

cellulaires des Lactoccocus

\L Protéinases des envel oppes
Oligopeptidases

| Petits peptides

\l/ Aminopeptidases

Acides aminés

Désaminases

W
k v Cétoacides 1

sase[Ax0qIeaa(]

Carbonyle

Composésdivers
(Composés sulfures, etc.,.)

[ Cétoacides 2 ]

Figure 2. Protéolyse des caséines et catabolisme des acides aminés pendant I'affinage des
fromages (MCSWEENEY et SOUSA, 2000).

4-1-2. Lipolyse et dégradation des composés lipidiques

La lipolyse est un événement biochimique important se produisant pendant
I'affinage des fromages, c’est une voie qui contribue directement a la flaveur de plusieurs
variétes, elle a éé éudiée intensivement dans quelques variétés comme les fromages

Italiens bleus et durs ou la lipolyse atteins des niveaux avancés (COLLINS et al., 2003).
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La matiere grasse laitiere est essentielle au développement de la flaveur des
fromages. Ceci a pu étre démontré quand la matiere grasse laitiere a été remplacée par
d’autres types de matiéres grasses (FOX et MCSWEENEY, 1998 ; COLLINS et al., 2003).

Les lipides présents dans les fromages peuvent subir une hydrolyse enzymatique ou
une oxydation. Les acides gras polyinsaturés sont sujets a I'oxydation, ce qui favorise la
formation d’aldéhydes. L'oxydation des lipides est limitée dans la matrice fromageére,
probablement en raison du faible potentiel redox (environ -250mV) et par la présence des
antioxydants naturels comme la vitamine E (FOX et al., 2000).

La lipolyse dans les fromages est due a la présence d'enzymes lipolytiques qui
coupent les liaisons esters des triacyl glycérols, produisant des acides gras libres, des mono-
et des diacylglycérols (COLLINS et al., 2003). Les acides gras libres sont des précurseurs
importants des réactions cataboliques qui donnent des composes volatils (Figure 3).
Cependant, ces réactions cataboliques ne sont pas tres bien maitrisées (MCSWEENEY et
SOUSA, 2000).
4-1-2-1. Agentsdelalipolyse

Les enzymes impliquées dans I'hydrolyse des lipides des fromages, sont des lipases
et des estérases (COLLINS et al., 2003 ; BROOME et POWELL, 2011), proviennent d'un
certain nombre des sources, y est compris le lait, les bactéries lactiques "levains' et "non
levains’, et dans certains fromages, les coagulants ou les lipases additionnées
(MCSWEENEY et SOUSA, 2000 ; BROOME et POWELL, 2011).

a- Lipasesdu lait

Lelait contient trois types d'estérases,

- Estérase type-A, ester carboxylique hydrolase, qui hydrolyse les esters aromatiques.

- Estérase type-B (glycéroltricarboxyle estérase, estérase aliphatique), ces enzymes sont les
plus actives sur les esters aliphatiques,

- Estérase type-C, cholinestérase (FOX, 2003).

La lipase isolée par FOX et TARASSUK (1968) est en fait, une lipoproténe lipase
(LPL) qui est la principale et probablement la seule lipase indigene en lait de vache (FOX
et al., 2000). Cette lipoprotéine lipase hydrolyse préférentiellement les triacylglycérols a
chaines de longueur moyenne par rapport aux triacylglycérols a longues chaines.
OLIVECRONA et al. (1992) ont montré gque la lipoproténe lipase est relativement non
spécifique pour un type d'acide gras, mais qu’elle est plutét spécifique pour les positions

sn-1 et sn-3 des mono, di- et triacylglycérols.
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b- Enzymes microbiennes lipolytiques
Pour hydrolyser la matiere grasse laitiere dans le lait et les fromages, les bactéries
lactiques possedent des enzymes lipolytiques capables d'hydrolyser une multitude d'esters
d'acides gras, des substrats de tri-, di- et monoacylglycérols (LIU et al., 2001). En raison
de leur présence, a des taux élevés durant la période d'affinage des fromages, ces bactéries
sont considérées comme responsables de |a libération de niveaux non négligeables d'acides
gras libres malgré leur faible activité lipolytiques (COLLINS et al., 2003).

1 Triacylglycérols \

\L Lipase

V __‘ Acides gras ’ \
v [ Acides gras insaturés ]
-oxydation v
\l/ B-oxydation Lactoperoxydase
I3 * w
B-céluacides . Hydroperoxydases
4- ou 5- hydroxyacides

Hydroperoxydelyase

VY \1/
| Acidesgraslibres | ALdeh_yde
l Alcools secondaires I | youd Lactones Dcid% } [ Alcoola

Figure 3. Principales voies cataboliques des acides gras libres dans les fromages
(MOLIMARD et SPINNLER, 1996).

Des estérases de plusieurs bactéries lactiques ont été purifiées et caractérisées a de
divers degrés. Ces bactéries lactiques incluent Lactococcus Lactis, Lactobacillus case,
Lactobacillus  fermentum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum, et Sreptococcus Thermophilus (HOLLAND et al., 2005).

4-1-3. Glycolyse et métabolisme du lactose

Le lactose peut étre métabolisé par de nombreux microorganismes présents dans le
lait et les pates fromageres. Ce diholoside est clivé par la -galactosidase en glucose et
gaactose. Ces deux sucres sont ensuite dégradés selon la voie principale des hexoses
phosphates (voie d’Embden-Meyerhof) et puis selon la voie des pentoses phosphates
(MARILLEY et CASEY, 2004).

Le lactose fournit de I’acide lactique par fermentation homolactique, mais par

fermentation hétérolactique, il donne du CO,, de I’éthanol et de I’acide acétique. La
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fermentation acoolique par les levures donne du CO,, de I’éthanol et de I’acétaldéhyde. La
fermentation propionique donne de I’acide propionique et du CO,. L’oxydation par le
cycle de Krebs, due aux levures et aux moisissures produit du CO, et de I’'H,O
(MCSWEENEY et SOUSA, 2000).

4-2. Microbiologie de I’affinage

La flore microbienne du lait cru participe d’une fagon importante a I’établissement
des caractéristiques organol eptiques des fromages et ce, indépendamment de la présence
des ferments (MICHEL et al., 2001). La signature microbienne d'un fromage ne provient
pas des espéces spécifiques mais d'un équilibre entre I'ensemble des souches appartenant a
plusieurs espéces et présentes a des niveaux différents, ainsi de la diversité microbienne

deslaits crus et desterroirs nait la diversité des fromages (MICHEL et al., 2005).
4-2-1. Flore bactérienne associée a I’affinage

Le fromage est un écosystéme microbien complexe se compose des bactéries, des
levures et des moisissures, qui contribuent fortement au processus de I’affinage (PELAEZ
et REQUENA, 2005). Cette communauté pourrait étre divisee essentiellement en deux
groupes : les bactéries lactiques "levains’, et la microflore secondaire, qui comporte les
quatre groupes suivants : (i) les bactéries lactiques "non levains' (NSLAB : Non Sarter
Lactic Acid Bacteria) appartenant principalement aux genres Lactobacillus, Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus et Leuconostoc, (ii) les bactéries propioniques, (iii) les
moisissures (iv) et les levures et bactéries qui poussent a la surface (BERESFORD et
WILLIAMS, 2004).

4-2-2. Bactérieslactiques
4-2-2-1. Bactérieslactiqueslevains

Dans la plupart des fromages, des souches des bactéries |actiques sél ectionnées (des
ferments) sont préal ablement gjoutées au lait au début de la fabrication. Elles sont divisées
en deux types : mésophile et thermophile (TEMMERMAN et al., 2004).

La fonction primaire des bactéries lactiques ‘levains’ est de produire suffisamment
d'acide pendant la fabrication permettent ainsi une diminution rapide de pH du lait a un
niveau désiré. Cependant, elles contribuent également a l'affinage du fromage puisque
leurs enzymes sont impliquées dans ce processus (BERESFORD et WILLIAMS, 2004).
Ces enzymes peuvent étre libérees dans le milieu extracellulaire par I’autolyse bactérienne
lige a I’age de la cellule ou aux conditions physiologiques défavorables qui activent les
autolysines capables d’hydrolyser les peptidoglycanes de la paroi (ROUDJ et al., 2009), le
dégagement rapide des enzymes intracellulaires due a l'autolyse des bactéries lactiques

15



Synthése bibliographique
dans |la matrice des fromages accélére le processus de maturation (LORTAL et CHAPOT-
CHARTIER, 2005).
4-2-2-2. Bactérieslactiques non levains

Tous les fromages a n'importe quel age d’affinage contiennent des bactéries lactiques
non levains (FOX et al., 2000 ; BERESFORD et al., 2001). Ils comportent principal ement
les lactobacilles hétérofermentaires facultatifs, en particulier Lactobacillus casel et
Lactobacillus paracasel et Lactobacillus sp. (CROW et al., 1995 ; COURTIN et al., 2002).
Le lait cru et I'environnement des fermes sont les sources principales des bactéries
lactiques non levains en fromage (BERESFORD et al., 2001).

4-2-3. Complexités, biodiversités et interactions de la flore microbienne

La flore microbienne du fromage est trés complexe et diversifiée (PELAEZ et
REQUENA, 2005 ; IRLINGER et MOUNIER, 2009). Elle est plus complexe en fromages
du lait cru qu’en fromages du lait pasteurisé, menant aux différences de la qualité
sensorielle entre ces deux types des fromages (BEUVIER et BUCHIN, 2004 ; SETTANNI
et MOSCHETTI, 2010).

La complexité de la flore microbienne est liée a son importance quantitative et a sa
diversité qualitative et surtout a son évolution permanente. Cette évolution peut étre la
conséquence des variations des conditions du milieu. L'environnement trés sélectif
conditionne le développement et la survie des micro-organismes pendant la fabrication et
I'affinage des fromages (BERESFORD et al., 2001). La diversité de la microflore du
fromage contribue largement a la complexité du processus d'affinage, cette microflore a
une importance cruciale pour développer les caractéristiques sensorielles de chaque variété
de fromage traditionnel (PELAEZ et REQUENA, 2005).

La microflore associée au fromage contribue a la biopréservation et le
développement des propriétés organoleptiques. Par conséquent, se démélant la diversité
microbienne et le fonctionnement de ces écosystemes est un défi extraordinaire pour plus
d'efficacité de contréler la qualité et la securité des fromages (IRLINGERET MOUNIER,
2009 ; SETTANNI et MOSCHETTI, 2010).

Les interactions entre les microorganismes, par exemple les effets de synergie et
d’antagonisme, a un impact sur leur survie, leur croissance et son activité dans les
fromages (PELAEZ et REQUENA, 2005). La croissance des bactéries lactiques elles-
mémes détermine I’inhibition des microorganismes peu désirés. Cependant, leur capacité
de produire des bactériocines est dimportance de base dans les stratégies de la
biopréservation des aliments (SETTANNI e¢ MOSCHETTI, 2010). FRANCIOSI et al.,
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(2009) ont constaté que la production de bactériocine par Enterococcus faecalis persistent
plus longtemps, que dautres souches des bactéries lactiques non levains pendant la
maturation du fromage Puzzonedi Moena.

GIANNOU et al., (2009), ont évalué I'effet d'une souche Enterococcus faecium
produisant I’enterocine sur Listeria monocytogenes dans un fromage Grec affiné
‘Graviera’ stocke dans différentes conditions. Les principales conclusions, ont été que les
bactériocines abai ssent efficacement la charge de I’agent pathogene.

Deux souches des bactéries lactiques non levains (Enterococcus faecium FAIR-E
198 et Lactobacillus plantarum ALC 01), responsables de la production des bactériocines,
ont éé employés en association dans la fabrication du fromage ‘Minas Frescal’ par
NASCIMENTO et al., (2008), dans cette étude, Bacillus cereus est la plus susceptible au
bactériocines.

Les diverses études sur la microbiologie des fromages montrent qu'il sagit de
véritables écosystemes microbiens, a l'intérieur desquels il existe de nombreuses
interactions entre les différents microorganismes et avec le milieu dans lequd ils vivent
(PELAEZ et REQUENA, 2005).

Tableau 2. Inventaire des interactions microbiennes en fromages (IRLINGER et
MOUNIER, 2009).

Type Effet en fromage Microor ganismes Phénomene
d'interaction et/ou molécules impliqués microbiologique
produit. observé
Commensalisme | Désacidification Levures, bactéries Croissance des
extérieure de fromage, | d’affinage bactéries acido-
Utilisation d'acide sensibles
lactique,  production
des métabolites
alcaline (NH3)
Amensalisme Acidification du caillé, | Bactéries lactiques, | Inhibition des
acides organigques | microorganismes de | bactéries acido-
(acide lactique), détérioration, et bactéries | sensibles
Bactériocines pathogenes
Compétition La captation du fer Bactéries contenant des La capacité de
sidérophores, réduction de la
bactéries auxotrophes colonisation des
souches auxotrophes
L’effet Jameson Biofilms présents en Limitation de
surface des planches colonisation des L.
d’affinage des fromages a | monocytogenes
péate molle
Parasitisme Défaillance de Bactériophage, Bactéries | Inactivation des
fermentation souches dominantes.
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Ainsi, selon les conditions physico-chimiques de I’environnement, & un moment

donne de I’affinage, certains microorganismes se multiplient activement alors que d’autres

tendent a disparaitre. Les équilibres entre les différents groupes des microorganismes et

I’importance relative des populations sont donc en évolution constant. Les interactions

observées dans des cultures mixtes peuvent étre positives, neutres ou négatives et sont

classées en 4 catégories (Tableau 2) : I’amensalisme, la compétition, la commensalisme, et

le parasitisme (SIEUWERTS et al., 2008), la plupart des interactions microbiennes

identifiées en fromages sont liées aux bactéries lactiques, en raison d'une connaissance plus
approfondis de leur physiologie et leur génétique (IRLINGER et MOUNIER, 2009).

4-2-4. Facteursde variation de I’affinage

Les facteurs susceptibles d’agir sur le développement des microorganismes, la
production des enzymes et |’activité enzymatique peuvent influer de facon déterminante
sur le processus de maturation de la pate fromagére (ECK, 1990).

Les facteurs influencent sur la croissance des microorganismes en fromage inclurent
I'activité de I'eau, concentration du sel, potentiel d'oxydoréduction, pH, température de
maturation, et la présence ou I’absence des bactériocines et autres métabolites produits
pendant I’affinage. Individuellement, I'effet de ces facteurs ne peut pas étre trés important,
mais leur effet conjoint est le facteur réel (FOX et al., 2000).

a) L’activitédel’eau

L activité de I’eau (aw) est un facteur important dans le développement microbien et
pour I’expression de I’activité enzymatique, la plupart des bactéries exigent un a,
supérieure a 0,98 pour leur croissance. La croissance des microorganismes a faible valeurs
d’a, est caractérisée par augmentation de la phase de latence et diminution sélective de la
vitesse de croissance. Les bactéries lactiques généralement exigent des valeurs d’a,, un peu
élevées que d'autres bactéries. L’a, minimum pour Lb. lactis, Sc. thermophilus, Lb.
helveticus, et P. freudenreichii est environ 0.93, 0.98, 0.96, et 0.96, respectivement
(COGAN, 2011).
b) Lesd
Le facteur inhibiteur principal di au sel est probablement laréduction de l'a, qui se
produit quand le sel est dissous dans I'eau. La nature des ions est également importante
(par exemple, Na" est un inhibiteur beaucoup plus efficace que K*) (FOX et al., 2000).
Le salage diminue aussi |’activité des enzymes (lipases et protéases notamment)
dans le fromage type Camembert. Il a é&é montré, par KIKUSHI et TAKAFUJI (1971),
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qu’un taux de sel de 4% en poids entraine une diminution sensible du degré de protéolyse
de 40% aprés vingt jours d’affinage (Cité par OUALI, 2003).

c) Potentiel d’oxydoréduction

Le potentiel d'oxydoréduction du lait est environ +150mV et celui des fromages est
environ -250mV. Le mécanisme exact de |'abai ssement du potentiel d'oxydoréduction dans
les fromages n'est pas clair, mais il est probablement lié a la fermentation du lactose en
acide lactique, il est probablement lié alaréduction d'un peu d'O, dans le lait a H,O (ou a
H.O; et puis a H,0). En raison de ces réactions, le fromage est essentiellement un systéme
anaérobie, dans lequel seulement les microorganismes anaérobies (facultatif ou obligatoire)
peuvent se développer (COGAN, 2011).

d) pH

L’influence du pH sur le développement microbien et I’activité enzymatique est
particulierement déterminante. La plupart des bactéries ont besoin d'un pH neutre pour la
croissance optimale et poussent mal aux valeurs de pH inférieur a 5,0. L'activité des
enzymes est également trés sensible aux variations de pH. En effet, |'activité de la plupart
des protéases microbiennes est maximale pour des pH compris entre 5,5 et 7,5 et celle des
lipases pour des pH alant de 7,5 & 9,0. Au-dessous de pH 4,5, I'activité et la stabilité de
nombreuses enzymes sont fortement réduites (WEIMER et al., 1997 ; GOBBETTI €t al.,
1999).

e) Température

La température joue un réle déterminant sur le développement microbiens et les
processus enzymatiques. Les températures optimales sont en fonction du groupe microbien
considéré. Elles sont comprises entre 20 et 30 °C pour les levures, les moisissures et les
bactéries de surface. De méme, les températures optimales d'activité des enzymes varient
selon leur type ; elles sont de I’ordre de 30 a 35°C pour les lipases, et de 40 a 45 °C pour
les protéases. En pratique, les températures d'affinage, adaptées aux types des fromages
fabriqué, sont treés inférieures aux valeurs précédentes. Pour la plupart des fromages a pate
molle, la température des caves varie entre 8 et 14 °C. Cette pratique permet de ralentir
I'évolution des processus biochimiques et d'obtenir des transformations lentes et mieux
contrélées de la péte fromagére (FOX et al., 2000).

Pour un type de fromage donné, une température plus basse ou plus élevée que la
normale se traduit par un affinage plus ou moins rapide. Cependant, toute modification de
la température n'a pas pour seul effet de changer globalement la vitesse d'affinage. En
effet, selon le groupe microbien ou le processus enzymatique, son influence sera plus ou

moins grande et la dynamique interne du phénomene sera profondément modifiée. Toute
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variation de température provoque donc des différences dans les caractéristiques des
fromages notamment sur la protéolyse et latexture (LENOIR et al., 1985).

5- Apercu sur les méthodes de caractérisation de la protéolyse et de I’écosystéeme
micr obien des fromages

Dans la complexité des diverses réactions de transformations, et la diversité de la
microflore du fromage, qui ont lieu au cours de I’affinage et qui contribue fortement ala
complexité de ce processus, il n’est pas toujours facile de mettre en ceuvre des approches
expé&rimentales qui puissent rendre compte de la nature et de I’importance de ces

phénomenes.

Néanmoins, et afin d’évaluer cette complexité, particulierement la diversité
microbiologique, et le principale évenement biochimique qu’est la protéolyse, différentes
méthodes anal ytiques sont proposées avec une variabilité dans leur disponibilité, safacilité

de mise en ceuvre, leur performance et leur codt.

5-1. Modesd’évaluation del’activité protéolytique

La protéolyse, qui est e phénomeéne principal et le plus complexe intervenant dans la
maturation de la plupart des fromages, est régulierement évaluée dans les études sur
I'affinage et est un indice utile de la maturité et de qualité des fromages. Toute une gamme
des méthodes analytiques a été développée afin de permettre une meilleure compréhension
de ce phénomeéne. Les méthodes de suivi de la protéolyse peuvent étre classées en deux
grandes classes, les méthodes non spécifiques, et les méthodes spécifiques (FOX et
MCSWEENEY, 1997 ; FOX et al., 2000).

5-1-1. Méthodes non spécifiques

Les méthodes non spécifiques comprennent la détermination de I'azote soluble, ou
extractibles dans ou par I'un des nombreux solvants ou précipitants (Par exemple : I'eau,
tampons a pH 4.6, NaCl, I'éhanal, I'acide trichloracétique, I'acide phosphotungstique, et
I'acide sulfosalicylique) ou perméable a travers des membranes dultrafiltration, et
quantifiés par I'une des différentes méthodes (par exemple :Kjeldahl, Biuret, Lowry,
Hull...). Un certain nombre des techniques pour quantifier la protéolyse sont basées sur le
clivage des liaisons peptidiques, ce qui entraine la formation d'un nouveau groupe a-
aminés qui peuvent réagir avec plusieurs chromogeénes (par exemple: I’acide 2-4-6
trinitrobenzene sulfonique (TNBS), o-phthadialdenyde [OPA], fluorescamineg)
(UPADHYAY et al., 2004).
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Ces méthodes sont précieuses pour I’évaluation globale de la protéolyse, et

relativement non spécifiques, ssimples et valables pour la routine afin de suivre suivi de la
maturité des fromages (FOX et al., 2000).

5-1-2. Méthodes spécifiques

Les techniques spécifiques, principalement la chromatographie et I'électrophorese,
permettent de séparer les peptides ou les acides aminés libres (FOX et MCSWEENEY,
1997 ; UPADHYAY et al., 2004).
5-1-2-1. Techniques électrophor étiques

L'électrophorése sur gel est une technique utilisée pour la séparation des
biomolécules, en particulier les acides nucléiques et les protéines en utilisant un courant
électrique appliqué a une matrice de gel, qui peut étre réalisée par plusieurs supports
(I’amidon, I’agarose, |’acétate de cellulose, le polyacrylamide...etc.).

L’éectrophorése en gd de polyacrylamide, en conditions dissociantes en présence
d’urée (PAGE-urée), est un outil puissant pour la caractérisation de la protéolyse durant les
premiers stades de la maturation des fromages et pour évaluer I'hydrolyse des caséines
(MARCOS et al, 1979 ; SOUSA et MALCATA, 1997). PAGE-SDS, qui est largement
utilisées en biochimie, est moins approprié pour éudier la protéolyse dans le fromage
parce que cette technique sépare les protéines sur la base de leur taille, et les caséines ont
une masse moléculaire un peu similaire (UPADHYAY et al., 2004).

Avec ce type d’évaluation qualitative, TRIEU-CUQOT et GRIPON, (1982) ont utilise
une électrophorese bidimensionnelle en réalisant une isoélectrofocalisation (IEF) dans une
premiéere dimension et une SDS-PAGE dans I’autre dimension perpendiculaire. Ce systéme
combiné assure une analyse plus performante pour que les spots obtenus soient quantifiés
par densitometre.

Par alleurs, afin d’améliorer la précision et la sensibilité électrophorétique, TIRELI
(1998), a utilise une électrophorése capillaire qui se caractérise par une séparation
électrophorétique des composés dans un capillaire fin et leur révélation par I’entremise
d’un systeme approprié analogue a celui de la chromatographie liquide a haute pression
(HPLC).
5-1-2-2. Techniques chromatographiques

Un certain nombre des techniques chromatographiques sont utilisées afin d’analyser
les peptides issus de la protéolyse au cours de I’affinage, telles que perméation sur gel,
échange d’ion, interaction hydrophobe, et la chromatographie d'exclusion (UPADHYAY et
al., 2004),.
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En basse pression, ces méthodes présentent certaines limites notamment en ce qui
concerne la séparation des produits ayant des poids moléculaires faibles. Pour cette raison,
on a recours de plus en plus aux chromatographies se déroulant a des pressions plus

élevées, principalement la chromatographie liquide & haute pression (HPLC).

La chromatographie liquide a haute pression en phase inverse (RP-HPLC), a été
employée intensivement pour caractériser des peptides dans des hydrolysats des caséines.
La technique est également trés précieuse pour la résolution des peptides courts dans des
fractions des fromages. Des extraits hydrosolubles ont été habituellement employés pour
I'analyse par RP-HPLC (FOX et MCSWEENEY, 1997) mais d'autres fractions ont été
également étudiés, y compris les extraits solubles a pH 4,6 (KAMINOGAWA 1980 ;
CHRISTENSEN et al., 1989).

Un protocole standard pour I'élution a été développé pour les protéines et les
peptides. L'eau avec l'acide trifluoroacétique a 0,1% est utiliste comme la partie
hydrophile de la phase mobile, et la partie organique ‘acétonitrile’ (contenant également
0,1% de TFA) comme partie hydrophobe. Les peptides sont détectés généralement par
spectrophotométrie UV a 210-220 nm et/ou 280 nm (ARDO et al., 2011). Cette méthode
se caractérise par une sensibilité, une résolution et une reproductibilité éevées. Elle
présente néanmoins, I’inconvénient d’étre peu accessible par rapport a son colt et a sa

mise en ceuvre.
5-2. Lesméthodes de caractérisation de I’ecosystéme microbien des fromages

La compréhension de I’écosystéeme des fromagers et des fonctions qu’il génere
pendant I’affinage est un enjeu important tant du point de vue scientifique que pour ses
applications potentielles.

Traditionnellement, la plupart des connaissances de |la diversité bactérienne dans les
fromages proviennent a partir des études basées sur la croissance des microorganismes sur
des milieux sélectifs et leur identification ultérieure, en utilisant la caractérisation
phénotypique. Bien que ces méthodes peuvent étre assez sensibles, ils ne permettent pas
toujours la discrimination des espéces ou des souches, ni la détection des relations
phylogénétiques entre certains groupes des bactéries. Ainsi, I'application des méthodes
moléculaires, en particulier les techniques basées sur la PCR (Polymerase Chain
Reaction), sont utiles pour répondre aux questions écologiques (RANDAZZO et al., 2009).
La combinaison d’approche culture dépendante et indépendante, semble étre indispensable

pour la compréhension des phénomeénes microbiens qui régissent I’affinage.

22



Synthése bibliographique

5-2-1. Approche classique

Avant le développement des outils de biologie moléculaire, I’identification de la
flore fromagere était uniquement basée postérieurement sur une approche d’isolement des
souches puis I’identification a partir des caracteres phénotypiques, tels que les
caractéristiques morphologiques, biochimiques et physiologiques. Afin de pouvoir
déterminer cette diversité, le choix des milieux et des parametres de cultures desisolatstels
que la composition, le pH, la température et le temps d’incubation, reste primordial (JANY
et BARBIER, 2008). On a pu estimer que 90 % de la population microbienne fromagere
est cultivable (DELBES et MONTEL, 2005 ; ABRIOUEL et al., 2008).

Dans le but de bien étudier I’ensemble de la diversité et de la complexité d’un
écosysteme microbien, les méthodes de culture dépendante sous estiment la diversité réelle
de I’écosysteme et sont souvent longues et fastidieuses (JANY et BARBIER, 2008).

5-2-2. Approche moléculaire
5-2-2-1 Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)

Le principe du PCR repose sur I’utilisation de I’AND polymérase, il s’agit d’une
réplication in vitro des séquences spécifiques d’ADN. Cette méthode permet de générer a
des dizaines de milliard des exemplaires d’un fragment d’ADN particulier (ADN d’intérét
ou ADN cible) a partir d’un extrait d’ADN (ADN matriciel) (MICHAEL et M@LLER,
2006).

L’ADN matriciel peut tout autant étre de I’ADN génomique que de I’ADN
complémentaire obtenu par transcription inverse a partir d’un extrait d’ARN messager, ou
encore de I’ADN mitochondrial (PRIMOSE et al., 2004).

La technique consiste en une suite répétitive de réaction aux parametres bien
définies, qui sont désormais programmeés et de mieux automatisés depuis 1987. Les
opérations se déroulent en trois étapes : dénaturation thermique, hybridation et élongation
(SCRIBAN, 1999).

a-Dénaturation thermique

La premiéere étape s’effectue a une température d’environ 94°C, dite température de
dénaturation ; a cette température, I’ADN matriciel, qui sert de matrice au cours de la
réplication est dénaturé : les liaisons hydrogenes ne peuvent pas se maintenir a une
température supérieure a 80°C et I’ADN double brin se dénature en ADN simple brin
(PRIMOSE et al., 2004).
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b-Hybridation

Elle s’effectue a une température généralement comprise entre 40 et 60°C, dite
température d’hybridation des amorces (SCHEMID, 2005). La diminution de la
température permet aux liaisons hydrogénes de se reformer et donc aux brins
complémentaires de s’hybrider. Les amorces, courtes séquences monocaténaires
complémentaires des régions qui flanquent I’ADN a amplifier, s’hybrident plus facilement
que les longs brins d’ADN matriciel (SCRIBAN. 1999).

c- Elongation

Cette étape s’effectue a une température de 72°C, dite température d’élongation. A
72°C laTaq polymérase (ADN polymérase thermostable) se lie aux ADN monocaténaires
amorces et catalyse la réplication en utilisant les désoxyribonucléosides triphosphates
présents dans le mélange réactionnel. Les régions de I’ADN matriciel en aval des amorces
sont ainsi sél ectivement synthétisées (PRIM SOE et al., 2004).

5-2-2-2 Méthodes moléculaires culture-indépendante

L’avenement de la biologie moléculaire et le développement des techniques de
manipulation de I’ADN, permettant d’extraire I’ADN (ou I’ARN) a partir de la matrice
fromagere et de produire une empreinte génétiqgue a partir d’un produit de PCR
(RANDAZZO et al., 2009).

Ces techniques donnent une image globale de la structure génétique de la
communauté bactérienne. Les genes cibles les plus utilisés lors de I’analyse des flores
microbiennes sont ceux de I’opéron ribosomal, particulierement I’ARN 16S. Les propriétés
phylogénétiques de I’ARN 16S ainsi que le nombre important des sequences disponibles
représentent des avantages considérables. Les genes bactériens codant pour I’ARNr 16S
contiennent 9 régions tres stables V1-V9, dont la diversité de séquence differe de maniere
importante selon I’espéce (BAKER et al., 2003). Dans les fromages, la région V3 est la
cible qui a été laplusintensivement employée (JANY et BARBIER, 2008),

Plusieurs types des techniques moléculaires ont été développés au cours de la
derniere décennie. Un diagramme récapitulatif des différentes approches moléculaires
pouvant étre utilisées pour I’étude d’un écosystéme microbien est représenté dans la
figured.

La PCR-DGGE et la PCR-TTGE (Polymerase chain reaction-denaturing gradient
gel electrophoresis, et temporal temperature gel electrophoresis) sont les techniques les
plus utilisées avec succes pour I’identification des écosystemes des fromages (OGIER et
al., 2002; RANDAZZO et al., 2006; ABRIOUEL et al., 2008; GALA et al., 2008;
NIKOLIC et al.,2008).
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Les méthodes moléculaires culture-indépendantes surmontent non seulement les
problémes liés aux méthodes classiques, mais sont également souples et rapides, et
fournissent des résultats fiables (RANDAZZO et al., 2009). Ces techniques sont basées sur
le principe de I’extraction directe de I'ADN totale a partir des échantillons des fromages.
Des fragments d’ADN sont amplifiés & I’aide des amorces universelles. La séparation des
amplifidts du PCR, qui sont semblables dans |a taille mais différent dans les sequences
peuvent étre séparés par DGGE/TTGE (JANY et BARBIER, 2008 ; RANDAZZO et al.,
2009).

[ Echantillon du fromage ]

Extraction de I’ADN
bactérien

ADN de différentes
espéeces bactériennes

<

- Mélange des amplicons de
= P différentes espéces
= / microbiennes LDGGE/TTGE ]

‘/ @ Séparation sur gel

Chromatogramme

ITS, intergenic transcribed spacer; T-RFLP, terminal restriction fragment length polymorphism; LH, length
heterogeneity; SSCP, single-strand conformation polymorphism; DHPLC, denaturing high-performance
liquid chromatography.

Figure 4. Plan de différentes possibilités de I'analyse de fromage par les méthodes
moléculaires (ERCOLINI et COPPOLA, 2011).

Pour la PCR-DGGE, les conditions de dénaturation sont basées sur I'utilisation des
dénaturants chimiques (formamide et urée) incorporés a un gel d'acrylamide avec un
gradient de dénaturation linéaire. L'électrophorese de DGGE est effectuée a une
température constante, généralement entre 55°C et 65°C (ERCOLINI, 2004). Pour la PCR-
TTGE, le gradient de dénaturation est obtenu en variant |la température avec le temps sans
utilisation des dénaturants chimiques (JANY et BARBIER, 2008). Pour les espéces
bactériennes de faible pourcentage GC (Tm de la région V3 inféieure a 75°C), la

résolution optimale a été obtenue par TTGE, cependant pour les bactéries de moyenne ou
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haute pourcentage GC (Tm de la région V3 supérieure a 75°C), la meilleure séparation a
été obtenue par DGGE (OGIER et al., 2004)..

La DGGE et la TTGE sont des méthodes de choix quand I'information désirée ne
doit pas étre auss phylogenetiqguement approfondie. Ces techniques permettent la
surveillance des changements temporels de structure de la communauté microbienne et
fournissent une vue simple des especes microbiennes dans un échantillon (OGIER et al.,
2004).

L’un des avantages de ces techniques est que I’on peut également exciser du gel des
bandes individuelles d’ADN, les séquencer et les accéder ains directement a
I’identification des microorganismes par interrogation dans les bases des données. La co-
migration des bandes de différentes especes est toutefois la limite de ces méthodes, en
particulier pour I’étude des écosystémes complexes (HENRI-DUBERNET et al., 2004).
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Matériel et Méhodes
1- Echantillonnage
Nous avons collecté six échantillons de fromage bouhezza de ferme fabriqués selon
la méthode traditionnelle.

1-1. Origine et période defabrication des échantillons

Les échantillons sont collectés a partir de cing familles habitant différentes régions
rurales de la wilaya d’Oum EI Bouaghi (tableau 3), durant la période de I’automne 2010.
Ce nombre d’échantillons est limité a cause de manque de fabrication pendant cette
période de I’année. Selon les résultats de I’enquéte de AISSAOUI ZITOUN (2004),

presque 77% des fabrications débutent au printemps et essentiellement au mois de mars.

Tableau 3. Origine et période de fabrication des échantillons.

Echantillons Origine Période de fabrication Date de réception

Commune : Ain Fakroun | 15 Novembre 2010 a .

Echfl Daira: Ain Fakroun 3 Janvier 2011 03 Janvier 2011
Commune : Ain Fakroun | 16 Novembre 2010 a .

Echf2 Daira: Ain Fakroun 1 Janvier 2011 01 Janvier 2011
Commune : Ain Fakroun | 20 Novembre 2010 a ,

Echf3 Daira: Ain Fakroun 20 Décembre 2010 22 Décembre 2010
Commun : Henchir 11 Octobre 2010 a

Echf4 Toumghani 12 Décembre 2010 15 Décembre 2010
Daira: Ain Kercha
Commun : Henchir 22 Septembre 2010 a

Ech 5 Toumghani 7 Décembre 2010 12 Décembre 2010
Daira : Ain Kercha
Commun : Ain Kercha 15 Aodt 2010 a .

Echf6 Daira: Ain Kercha 13 Décembre 2010 16 Decembre 2010

Les échantillons Ech f1 et Ech f2 sont obtenues a partir de deux fabrications de la
méme famille.

1-2 Diagrammedefabrication

La description de la fabrication des échantillons par leurs fabricants permet de situer
les principal es étapes du diagramme de fabrication comme I’indique le tableau 4.

En générale une chekoua est remplie avec du Lben de vache salé (sel de table). Aprées
égouttage de la chekoua, des gjouts successifs de Lben sont effectués. La fréquence de ces
gjouts dépendant essentiellement de la disponibilité de Lben et de la vitesse de I’égouttage.
A lafin delafabrication, des quantités de lait cru de vache sont goutés, puis le fromage est
retiré. Avant la consommation, bouhezza peut étre assaisonné par I’addition de piment
rouge (connu sous le nom de ‘kalb el serdouk’).
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Tableau 4. Principales étapes du diagramme de fabrication des six échantillons.

. Age Matiere | Quantitéde . Ajout de | Remplissage | — .
Echantillons d’affinage | premiére sel Ajout de Lben lait cru | de Chekoua Epices

Echf1 45 ] Lbende |, 5 cuilleresL | Tousles3-4j.| Non Moitié | Non
vache

Echf2 45 ] Lbende |, 5 cuilleredL | Tousles3-4i.| Non Moitié | Non
vache

Echf3 60 Lbende |, 5 cuilléresL | Tousles1-5j | Non Pleine | Non
vache

Echf4 60 Lbende | N'estpasbien| . 1o | oui Presque | o
vache précisée pleine

Echf5 75] Lbende | cilleresl | Tousles2-5j | Oui Moitié | Oui
vache

Echf6 120] L\t/’aecnh‘ie 23 cuilléres/L | Tousles1-5j | Oui Pleine | Oui

Les principales éapes du diagramme de fabrication sont presque similaires pour les
six échantillons et ressemblent aux étapes du diagramme utiliseé par Aissaoui Zitoun
(2004), qui est déduit des résultats de son enquéte. Cependant il est a noter I’existence de
quelques différences dans le diagramme entre les six échantillons. Ces différences
correspondent a I’age de I’affinage, le volume de remplissage de Chekoua au départ, la
quantité de sel, les fréquences des gouts de Lben, I’ajout du lait cru ou non et

I” assai sonnement ou non avant la consommation.

Les échantillons sont congelés a -18°C dans des boites stériles depuis leur livraison,

jusqu’a leur arrivé aux laboratoires du CoRFiLaC a Ragusa-ltaie.
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2- Caractérisation microbiologique
2-1. Détection des bactéries pathogénes par le systéme BAX®.
2-1-1. Principe
Le systéme BAX® est une méthode automatisée qui utilise la technologie de réaction
de polymérisation en chaine (PCR) pour la détection des pathogénes dans les aliments
(FRANCHIN et al., 2006), et dans les échantillons environnementaux (ANONY ME, 2007).
La PCR consiste en une amplification in vitro d’une courte sequence d’ADN situee
entre deux oligonucléotides de synthése (amorces) (PARFAIT et VIDAUD, 2002). Pour le
systéme BAX® les réactifs nécessaires & la PCR, et & la réaction de fluorescence de
détection de la présence des fragments d’ADN amplifié sont inclus dans le méme tube PCR
sous forme des comprimés.
L es comprimés contiennent notamment :
Les nucléotides et la Tag polymérase.
Des amorces spécifiques.

Un marqueur pour la détection par fluorescence des produits de I’amplification.

Une fois que le processus d'amplification par PCR se produit (dans le cas de présence
de pathogéne), le marqueur dans chague comprimé des réactifs de systéme BAX® est lié
avec les fragments dADN double brin, et émet un signa fluorescent en réponse a
I’excitation par la lumiére. Les mesures de fluorescence sont analysées a I’aide d’un logiciel
intégré (BAX® system Q7).

Nous avons utilisé I’appareil BAX® System (DuPont Qualicon, UK).

Généralement le protocole de détection des pathogénes par le systéme BAX®
comprend trois étapes :

a- Pré-enrichissement et/ou enrichissement ;
b- Lyse des cellules et libération de I’ADN ;
c- Amplification et détection.

2-1-2. Détection de Salmonella.

a- Pré-enrichissement et enrichissement

Une masse de 25g d’échantillon de fromage est pesée dans un sachet stérile, et 225
mL d’eau peptonée tamponnée (Oxoid, CM0509), supplémentée en novobiocine a 20 mg/L
(Oxoid, SRO181E) sont ajoutés. Le mélange est homogénéisé a I’aide d’un Stomacher
(Stomacher 400 lab blender, UK) pendant 3min. Le bouillon obtenu est incubé pendant 20-
24 heures a42°C.
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Aprés le pré-enrichissement, un volume de 10 pL de bouillon obtenu est alors
transféré dans un tube Eppendorf contenant 500 uL de bouillon cceur-cervelle (Oxoid,
CM0225) pour une deuxieme incubation pendant 3 h a 37°C, pour assurer un
enrichissement en Salmonella.

b- Lyse des cellules et libération de I’ADN

Pour la préparation du réactif de lyse, 150 pL de protéase ont été additionnés a 12 mL
de tampon de lyse (kit d’analyse de systtme BAX® automatisé pour Salmonella, Oxoid
QB0608C).

Un volume de 5 uL de bouillon enrichi est gjouté a 200 uL de réactif de lyse dans un
tube Eppendorf, puis deux incubations sont effectuées :

- Une premiére incubation pendant 20 min a 37°C pour la dégradation des protéines
cellulaires;
- Une deuxieme incubation pendant 10 min & 95°C pour I’inactivation de la protéase.

Aprés lalyse, les tubes Eppendorf avec leur lysat sont placés dans un bloc réfrigérant
pendant 5 min (2-8°C), avant de passer a I’étape de I’amplification.

c- Amplification et détection

Un volume de 50 pL de lysat est transféré dans un tube PCR contenant un comprimé
des réactifs nécessaires ala PCR et a la réaction de fluorescence (kit d’analyse de systéeme
BAX® automatisé pour Salmonella, Oxoid QB0G0SC). Aprés amplification le marqueur lié
aux fragments d’ADN amplifié génére un signal fluorescent, qui est automatiquement
détecté et analysé par le logiciel BAX® System Q7 (la détection se fait de la méme maniére
pour lestrois pathogenes).

2-1-3. Détection de Listeria monocytogenes (AOCA 2003, 12).

a- Pré-enrichissement et enrichissement

Une masse de 25g d’échantillon de fromage est pesée dans un sachet stérile et 225 mL
de bouillon tryptone soja et extrait de levure (LEBB, Oxoid CM0862), sont gjoutés et
homogeénéisés a I’aide de Stomacher pendant 3min. Puis incubé pendant 22-24 heures a
30°C, afin de permettre un pré-enrichissement.

Aprés incubation, un volume de 0,1 mL du bouillon est transféré dans 9,9 mL de
MOPS-BLED (Oxoid, CM1071B), et incubé pendant 18-24 heures & 35°C, afin de réaliser
I’enrichissement.

b- Lysedescelluleset libération de I’ADN

Un volume de 5 pL de bouillon enrichi est gjouté a 200 pL de réactif de lyse (kit
d’analyse de systtme BAX® automatisé pour Listeria monocytogenes, Oxoid QB0609C)

dans un tube Eppendorf, pour effectuer deux incubations:
30



Matériel et Méthodes

- Une premiére incubation pendant 60 min a 55°C pour la dégradation des protéines
cellulaires;
- Une deuxieme incubation pendant 10 min a 95°C pour I’inactivation de la protéase.

Apreslalyse, lestubes Eppendorf sont placés dans un bloc réfrigérant pendant 5 min
(2-8°C).

c- Amplification et détection

Un volume de 50 pL de lysat est transféré dans un tube PCR contenant (sous forme de
comprimé) tous les réactifs nécessaires a la PCR et a la réaction de fluorescence (kit pour
analyse de systéme BA X ®automatisé, Oxoid QB0609C).

2-1-4. Détection del’Escherichia coli O157:H7
a- Enrichissement
Une masse de 25g de fromage est pesée dans un sachet stérile, et 225 mL de bouillon
tryptone soja modifié (Oxoid CM0989), supplémentée en novobiocine & 10 mg/L (Oxoid
SRO181E), sont gjoutés et homogénéisés a I’aide de Stomacher pendant 3min, puis incubés
pendant 18-24 heures a 42°C.
b-  Lyse des cellules et libération de I’ADN
Un volume de 5 pL de bouillon de I’enrichissement est gjouté a 200 pL de réactif de
lyse (kit d’analyse de systtme BAX®automatisé pour Escherichia coli 0157 :H7, Oxoid
QB0611C) dans un tube Eppendorf, pour effectuer deux incubations :
- Une premiére incubation pendant 20 min a37°C ;
- Deuxiéme incubation pendant 10 min a95°C ;
Apreslalyse, les tubes Eppendorf sont placés dans un bloc réfrigérant pendant 5 min
(2-8°C).

c- Amplification et détection

Un volume de 50 L de lysat est transféré dans un tube PCR contenant (sous forme de
comprimé) tous les réactifs nécessaires a la PCR, et a la réaction de fluorescence (kit pour
analyse de systéme BA X ®automatisé, Oxoid QB0611C).

Les tubes préparés pour les trois pathogenes sont placés dans le thermocycleur du

systéme BAX® et le programme d’amplification est lancé.

2-1-5. Expression desrésultats
Les résultats sont présentés selon la présence ou I’absence des pathogenes (négative

Ou positive).
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2-2 Dénombrement des principalesflores

Pour la numération bactérienne classique des principales flores, une masse de 10 g de
bouhezza est mise en suspension dans 90 mL de solution stérile de citrate trisodique a 2%
(p/v) a 45°C, aprés une homogénéisation au Stomacher (Stomacher 400 lab blender, UK)
pendant 3min, afin de réaliser une suspension mere (dilution +1) de fromage. Une série de
dilutions décimales dans de I’eau peptonée est effectuée. Il est souvent néecessaire d’aller
jusqu’a 107 pour les dilutions de fromage. L’ensemencement a été fait dans deux boites de

Pétri pour chaque dilution et chaque milieu de culture.

2-2-1. Dénombrement dela flore mésophiletotale (I SO 13559-1 DF 153, 2002).

La flore totale correspond au dénombrement des germes totaux meésophiles. Le
dénombrement est réalisé sur gélose nutritive PCA (Plate Count Agar) (PCA, Oxoid
CMO032S). Le milieu est ensemenceé dans la masse, et les cultures sont incubées a 30°C
pendant 72 heures. Les colonies apparai ssent sous différentes tailles et formes.

2-2-2. Dénombrement dela florefongique (1SO 6611-1DF 94, 2004)

La flore fongique comprend les levures et les moisissures, cette flore est dénombrée
sur milieu gélose Oxytétracycline-Glucose (OGYE, Oxoid CM0545), avec gjout de 20
mL/L d’oxytétracycline & 5 mg/mL (Oxoid, SR0073). Le milieu est ensemencé dans la
masse et incubé a 25°C pendant 5 jours. Toutes les colonies d’aspect lisse et filamenteux

sont comptees.

2-2-3. Dénombrement des colifor mes totaux (I SO 4832, 2006)

La recherche des coliformes totaux comme microorganismes marqueurs d’une
contamination fécale pour les fromages est la plus approprié (GUIRAUD, 2003).

Pour le dénombrement de ce groupe nous avons utilise le milieu gélosé VRBL (Oxoid
CM0107). Le milieu est ensemence et incubé a 37°C pendant 24 heures.

2-2-4. Dénombrement des colifor mes fécaux
Le dénombrement de ce groupe est réalise sur le milieu gélose VRBL (Oxoid

CMO0107), Le milieu est ensemencé et incubé & 42°C pendant 24 heures.

2-2-5. Florelactique

Elle est congtituée essentiellement des genres Streptococcus, Lactobacillus,
Lactococcus et Leuconostoc. Leur recherche est importante car ce sont des germes utiles
dans I’affinage. Leur quantification permet le suivi de la maturation des fromages,

particulierement de la protéolyse (OUALI, 2003).
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2-2-5-1 Dénombrement des L actobacilles

Selon GUIRAUD (2003), le milieu de culture et d’isolement de base des L actobacilles
est le MRS (de Man, Rogosa, et Sharpe). Un volume de 0,1 mL d’inoculum est étalé a la
surface du milieu. L’incubation se prépare en anagrobiose dans des jarres et par I’utilisation
de I’Anaerocult (Anaerocult® MERK), & 30°C pendant 48 heures pour les mésophiles, et &

42°C pour les thermophiles pendant 48 heures.

2-2-5-2 Dénombrement des Streptocoques lactiques

Le milieu de dénombrement convenant le plus particulierement a la culture des
streptocoque lactique est e milieu M17 (LEVEAU et al., 1991). Un volume de 0,1 mL
d’inoculum est étalé a la surface du milieu M17 (Oxoid, CM0785) et incubé a 30°C pendant

48 heures pour les mésophiles, et a42°C pendant 48 heures pour les thermophiles.

2-3 PCR-TTGE (PCR-Temporal Temperature Gel Electrophoresis)
2-3-1. Principe

Latechnique d’éectrophoréese sur gel de polyacrylamide sous gradient de température
dénaturant, est basée sur I'extraction directe de I'ADN microbien de la matrice du fromage
(ou d’autres échantillons), et 'amplification du I’ADNr (codant I'ARN ribosomique 16S) a
I’aide des amorces universelles. La TTGE est une méthode é ectrophorétique capable de
détecter des différences entre les fragments d/ADN de mémes tailles mais avec différentes
séquences (PARAYRE et al., 2007). Les fragments peuvent étre séparés sur un gel de
polyacrylamide par un gradient de dénaturation basé sur le profil différentiel de
dénaturation des fragments d’ADN amplifié (ERCOLINI, 2008). Le gradient de
dénaturation est obtenu en variant la température en fonction du temps (JANY et
BARBIER, 2008).

2-3-2. Extraction de I’ADN génomique a partir de la masse fromagere

L’extraction de I’ADN chromosomique a partir de la matrice du fromage bouhezza, a
été effectuée selon le protocole propose par LICITRA et al. (2007). Une masse de 10 g de
fromage est mise en suspension dans 90 mL de solution stérile de citrate trisodique a 2%
(p/v) & 45°C et homogénéisée au Stomacher (Stomacher® 400 lab blender, UK) pendant 5
min a haute vitesse. Un mL de I’homogénéisat du fromage est centrifugé a 4000 rmp
pendant 10 min. A chague échantillon, 400 pL de tampon de lyse (20 mM de Tris HCI [pH
8], 2 mM de I'EDTA, 1,2% Triton X-100, 20 mg/mL de lysozyme, 10 pyL/mL de
mutanolysine a une concentration de 5U/mL) sont gjoutés apres dlimination du surnagent,
puis incubés a 37°C pendant 1 heure. Aprés incubation, 25uL de protéinase K a une
concentration de 20mg/mL et 200uL de tampon AL (DNeasy tissus kit; QUAGEN, France)
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sont gjoutés et mélangés doucement, pour une deuxiéme incubation a 70°C pendant 30 min.
(le Kit DNeasy® tissus contient les tampons: de lyse, AW2, AW1, AE, AL, et la colonne
d'extraction).

Apres cette incubation, 200uL d’éthanol absolu sont ajoutés a une température de 4°C
et mélangés pour la précipitation de I’ADN. Le contenu de I’Eppendorf est versé dans la
colonne d'extraction et centrifuger a 8000 rpm pendant 2 min.

La purification de I’ADN est effectuée selon les instructions de Kit (DNeasy tissus
kit). Aprées la centrifugation, 500 pL de tampon AW1 sont ajoutés et centrifugés a 8000 rpm
pendant 2 min. Le tube de collecte est transféré dans une nouvelle colonne, et 500uL de

tampon AW2 sont gjoutés et centrifugés a 7000 rpm pendant 3 min.

La colonne est déposée dans un tube Eppendorf de 2 mL, et 200 pyL de tampon AE
sont gjoutés et apres 2 min a température ambiante le tube est centrifugé a 8000 rpm
pendant 2 min (c’est la premiere élution). Aprés une deuxieme éution (méme étapes que la
1%¢ &l ution), les échantillons sont conservés a-20°C jusqu’a utilisation.

2-3-3. Amplification de I’ADN génomique

L’amplification a eté effectuée selon le protocole proposé par PARAYRE et al.
(2007), la region V3 de I’ADN codant I’ARN ribosomique 16S (ADNr 16S), est amplifiée
par PCR en utilisant les amorces universelles V3P3-GC-Clamp (5'-GCCCGCCGCGC
GCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTCGGGAGGCAGCAG-3) et V3P2
(5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3) (Sigma, Italie). Ces amorces donnent des produits de
PCR d’environ 233 paires de base. Le milieu réactionnd (50 pL) dans chaque tube de PCR
est congtitué de 40 pL de Mix PCR (tableau 5), et 10 yL de I’échantillon de I’ADN

bactérien extrait & partir de la masse fromagere.

Tableau 5. Composition du milieu réactionnel pour PCR (Mix PCR).

Mix PCR Quantité de chaque constituant par tube de PCR (uL)
H.O 31,5
Tampon MgCl.. 5
dNTPs (5mM) 2
Amorce V3P3-GC-C (100uM) 0,5
Amorce V3P2 (100uM) 0,5
Tag polymérase (5U/ML) 0,5 L (2,5V)

L amplification est réalisée a I’aide d’un thermocycleur (PTC-100™

, programmable
thermal Controller). La réaction d’amplification consiste en une incubation a 94°C pendant

2 min, suivie de 35 cycles. Chague cycle c’est la succession de trois étapes: 30s de
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dénaturation a 95°C, 30s d’hybridation a 63°C et 1 min d’élongation a 72°C, suivie d’une

extension finalede 5 min a72°C, et alafin de réaction latempérature se stabilise a4°C.

2-3-4. Electrophorése sur gel d’agarose

La purete et la taille des produits de I’amplification ont été verifiées par une
séparation sur gel d’agarose, le gel est préparé par I’addition de 1,5 g d’agarose a 100 mL de
tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X) (10,8 g/L de Tris-HCI, 0,93 g/L de I’'EDTA, 5,5 g/L
de I’acide borique, et le pH est ajusté a 8,3).

Le mélange est porté a ébullition pour faire fondre I’agarose, avant refroidissement, le
gel doit étre coulé. Cing pL de I’amplifiét sont déposé dans les puits de gel recouvert par le
tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X). La migration est réalisée sous une tension de 100V
pendant 35 min dans une cuve de type Vary Gel (BIO-RAD). Et le 100-bp ADN Ladder
(Fementas Life Science, Italie) est utilisé comme marqueur de taille.

Pour la coloration, le gel est incubée dans une solution de Bromure d’Ethidium a2,5
ug/L pendant 15 min et les rincer pendant 5 min dans I’eau, puis observé sur la table

Ultraviolet avec prise de photo.

2-3-5 Préparation du ge de polyacrylamide et analyses en TTGE (Temporal
emperature Gel Electrophoresis)

Le gd utilisé est constitué d’un gel de séparation (Resolving) a 10% d’acrylamide et 7
M d’urée, et d’un gel de concentration a 8% d’acrylamide (Stacking) dans lequel sont
déposés les échantillons a analyser (tableau 6).

Tableau 6. Composition des gels de séparation et de concentration.

Resolving Stacking
Acrylamide/bis 40% (37.5:1). 6,25 mL 2,1 mL
TAE 50X (TrissHCI 2M, Acide Acétique 0,625 mL 175puL

1M, EDTA 50 mM).

Urée 1059 /
Temed 25 uL 7 uL
Persulfate d’ammonium a 10% 250 yL 70 uL
H.,O distillée 10,25 mL 7,35 mL

Les gels sont coulés entre deux plaques de verre ou s’effectue la réaction de
polymeérisation (figure 5). Les monomeres d’acrylamide vont polymériser sous forme de
chaine de polyacrylamide. Le N,N'-méthylenebisacrylamide permettra la formation des
pores dans le gel. Des radicaux libres provenant du persulfate d’ammonium stabilisés par le
TEMED sont les catal yseurs de la réaction de polymérisation (CHAUMANDE, 2011).
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Acrylamide o N, N'-Méthylénebisacrylamide
C NH, 0 [}
CH,=CH + CH,~CH-—C NH-CH, NH-C—CH-CH,
S‘On
o Yo o o
CNH, & NH, C NH C NH,
CH;—CH— CH;—(CH—CH;—CH—CH,— CH—CH,—CH—CH,—CH
0=C-NH 0+=C-NH
CH, o} o 0 CH,
0-C NH c NH, C—NH, C NH, 0O C NH
CH,—~CH—CH,—~CH—-CH,—~CH—CH;— CH—CH,—CH—CH,—CH
C—NH
& Polyacrylamide

Figure 5. Formation du réseau de polyacrylamide dans un gel P.A.G.E. (CHAUMANDE,

2011)

Dix pL de I’'amplifiat de chaque échantillon sont mélangés avec 5 pL de tampon de

charge (0,05% bleu de bromophenol, 0,05% xyléne cyanol, et 70% glycérol). Le mélange

de chague échantillon est alors déposé dans un puits du gel de concentration. Le marqueur

qui a été utilisé contient des amplifiats de 12 souches (tableau 7), 30 uL de marqueur sont

déposé par puits. Le marqueur est obtenu a partir des laboratoires INRA-Agrocompus

Rennes (France).

Tableau 7. Les souches utilisées comme marqueur pour la PCR-TTGE.

Souches

Volume de I’'amplifiét.

1- Lactobacillus plantarum CNRZ211"
2- Lactobacillus fermentum CNRZ209"
3- Enterecoccus faecium LM G 8149

4- Lactobacillus helveticus CNRZ 137
5- Enterecoccus faecalis CNRZ137 13

13 L

6- Lactococcus lactis CNRZ105"

7- Streptococcus thermophilus CIP102303"

8- Corynebacterium moor parkenese CI1P107183"
9- Lactobacillus paracasei LMG9192

15 L

10- Arthrobacterium nicotianae CIP82.107"
11- Brevibacterium casei CIP1021117
12- Propionibacterium cyclohexanicum TL1365"

19uL

Tampon de charge

25 uL

Les analyses en Temporal Temperature Gel Electrophoresis (TTGE) ont éte réalisées

avec le systeme universel de détection de mutation (BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA,

USA), et lamigration est réalisée sous une tension de 41V pendant 16h, avec un gradient de

température de 63°C &70°C, araison de 0,4°C.h™.

Une fois I’électrophorése achevée et le gel supérieur de concentration écarté apres

démoulage, I’ADN est coloré par immersion du gel dans une solution de bromure
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d’éthydium (0,6ug de bromure d’éthydium par mL de tampon TAE 1,25X), pendant 15
min. Le gel est ensuite immergé dans I’eau distillée pendent 30 min. Les bandes sont ensuite
visualisées et photographiées par transillumination ultraviolette (E-Box 1000/26M,
Euroclone, Siziano, Italie). Les bandes ensuite sont analysées pour identifier les espéces
correspondantes, par comparaison aux bases des données dével oppées par PARAYRE et al.,
(2007), a l’aide du programme BioNumerics, version 4.6 (Applied Maths, Kortrijk,
Belgique). La base des données permet de comparer les bandes aux 54 especes les plus
fréquentes dans les fromages et les produits laitiers, qui appartenant aux 18 genres
(Arthrobacter, Bifidobacterium, Brevibacterium,

Bacillus, Brachybacterium,

Corynebacterium, Enterobacterium, Kocuria, Microbacterium, Propionibacterium,

Saphylococcus, Hafnia, Escherichia, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc et Streptococcus).
Tableau 8. Les especes de la base des données, selon PARAY RE et al. (2007).
1. Lactobacillus plantarum 26. Escherichia coli
2. Lactobacillus johnsonni 27. Bifidobacterium breve
3. Lactobacillus gasseri 28. Hafnia alvei
4. Lactobacillus fermentum 29. Corynebacterium variabile
5. Leuconostoc cremoris 30. Corynebacterium flavescens
6. Leuconostoc mesenteroides 31. Bacillus pumilus
7. Saphylococcus equorum subsp. linens 32. Microbacterium gubbeenense
8. Enterococcus faecium 33. Kocuria varians
9. Lactobacillus brevis 34. Lactobacillus reuteri
10. Staphylococcus xylosus 35. Bifidobacterium longum
11. Lactobacillus helveticus 36. Lactobacillus paracasei
12. Lactobacillus acidophilus 37. Lactobacillus casel
13. Lactobacillus crispatus 38. Lactobacillus rhamnosus
14. Lactobacillus delbrueckii subsp. 39. Lactobacillus zeae
bulgaricus 40. Brevibacterium infantis
15. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 41. Corynebacterium casei
16. Enterococcus faecalis 42. Arthrobacter nicotianae
17. Staphylococcus succinus 43. Arthrobacter globiformis

25.

. S gallolyticus subsp. macedonicus
. Saphylococcus carnosus subsp

carnosus

. Lactococcus lactis subsp. cremoris
. S. carnosus subsp. carnosus

. Lactobacillus buchneri

. Bacillus cereus

24,

Bacillus licheniformis
Sreptococcus thermophilus

44. Brachybacterium tyrofermentans

45. Propionibacterium microaerophilum
46. Brachybacterium alimentarium

47. Brevibacterium linens

48. Propionibacterium acidipropionici
49. Brevibacterium casel

50. Propionibacterium jensenii

51. Propionibacterium thoenii

52. Propionibacterium freudenreichii

53. Propionibacterium cyclohexanicum
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3  Caractérisations physicochimiques
3-1 Détermination du pH et de I’acidité

- Lesmesures de pH et de I’acidité titrable renseignent sur le niveau de production
de I’acide lactique par les microorganismes lors de la préparation des laits fermentés et des
fromages (NEVILLE et JENSEN, 1995).

Le pH est mesuré a I’aide d’un pH-metre (pH-meétre GLP22, CRISON) a 0,01 unité
de précision. Des quantités des échantillons de fromage bouhezza sont malaxées pour
obtenir une pate homogene. Aprés I’étalonnage du pH-métre, I’électrode est placée
directement dans |la masse fromagere.

- Pour le dosage de I’acidité de fromage, une masse de 10 g de bouhezza est placée
dans un récipient d’homogénéisation. Un volume de 40 mL de I’eau distillée a 60°C est
goutée e mélangé a faible vitesse, et placé dans un Erlenmeyer; le récipient
d’homogeénéisation est rincé deux fois par 30mL d’eau distillée et gouté au méange.

Le mélange est centrifugé & 6000 rpm pendant 10 min. Aprés centrifugation le
surnagent est placé dans une fiole jaugée et le volume est complété a 100mL par I’eau
distillé (BARBANO, 1986).

Un volume de 50 mL est prélevé pour étre titré par une solution de NaOH (0,1N)
jusgu’au virage au rose, en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré.

- Expression des résultats

Vnaon [MI] x N [mol/I] x 90,05 [g/mol]
Acidité titrable (% en acide lactique) =

5
V naoH . Volume en millilitres de solution de NaOH.

N [mol/l]: normalité de solution de NaOH.
90,05 [g/mol]:la masse molaire de I’acide lactique.

3-2 Détermination dela matiére séche

La matiére seche correspond au poids du résidu restant apres dessiccation du produit
par étuvage a 100 £ 2°C. La matiére séche est I’un des principaux parameétres de
composition utilisé pour la caractérisation et |a classification des fromages.

Deux grammes de fromage bouhezza sont pesés aprés homogénéisation de la péte
fromageére, |es prises des essais sont mesurées & 10 g prés et la matiére séche est exprimée
en pourcentage pondéral par le restant apres dessiccation. Nous avons effectué quatre
déterminations par échantillon.

La dessiccation est réalisée dans une étuve a circulation d’air forcée (MEMMERT) a
une température de 100 £ 2°C pendant 24 heures (MARSHALL, 1993).
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3-3. Dosage du taux de matiére grasse

Le dosage de la matiere grasse est réalisé selon la méthode de Van Gulick. Cette
méthode est basée sur I’attaque acide des éléments du fromage (par H,SO,), excepté la
matiere grasse, puis centrifugation.

Trois grammes de fromage sont exactement pesés (3,000 g + 0,001 g) dans un godet
adapté au butyrometre, le godet est recouvert a ras avec de l'acide sulfurique (densité de
1,522) pour I’analyse du fromage. Les butyrometres sont placés dans un bain d'eau a 65 +
2°C, sous agitation pour aider ala dissolution du fromage. Quand |'attague est terminée, on
goute 1 mL dacool iso-amylique (3-méthyle, 1-butanol) (densité de 0,818 g/ml) et I’on
compléte avec H,SO, jusqu'aux 4/5°™ de la tige. Aprés agitation, une centrifugation de
1350 rpm pendant 10 min est appliquée. La lecture est faite aprés passage de 5 min au bain
d'eau a 65°C. Les butyrométres sont étalonnés en pourcentage pour un poids exact de 3 g.
La manipulation est répétée deux fois pour le méme échantillon.

Le résultat est exprimé par la valeur moyenne des deux mesures.

3-4. Dosage du taux de chlorures

Pour la détermination de la teneur en chlorures nous avons utilisé la méhode de
Volhard (norme: AOAC, 1997).Cette méthode permet le dosage des chlorures totaux et le
résultat est exprime en chlorure de sodium. On procéde a une minéralisation de I’échantillon
par I’acide nitrique concentré, et a une defécation de la matiere organique qui reste par le
permanganate de potassium. En présence d’un exces de nitrate d’argent, les chlorures de
I’échantillon précipitent en chlorure d’argent selon la réaction suivant:

Ag'+ Cl'— AgCl
4

L’exces d’ion d’argent est dosé par une solution de thiocyonate de potassium (KSCN)

en présence d’indicateur de fin de réaction (alun de fer).

Ag'+SCN —» AgSCN
x

L’alun de fer et I’lammonium forme avec le thiocyonate un complexe rouge (complexe
ferrithiocyanique). SCN + Fe 3 [Fe(SCN)] 2

Pour la détermination du taux de chlorures dans le fromage, une masse de 3 g de
bouhezza est pesé dans un Erlenmeyer, et 25mL de AgNO3 (0,1M) y sont gjoutés ; ce qui est
suffisant pour complexer la totalité des ions ClI°, apres addition de 10mL d’acide nitrique
(HNOs, 69%), la solution est chauffée et pendant I’ébullition, 15mL de KMnOy (5% p/v)
sont gjouté en 3 fois (5mL a chague fois). Lorsgue la solution devient jaune claire on la

refroidit et apres filtration le reste de AgNO; est titré par un solution de thiocyanate en
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présence de 2mL de solution concentré de I’alun de fer. La manipulation est répétée deux

fois pour le méme échantillon.

Lateneur en chlorure est donnée par :
Chlorure de Sodium(%) = [B - T] x 5,85/M
D’ou : B = volume de thiocyanate utilisé pour I’essai a blanc ;
T= volume de thiocyanate utilisé pour latitration ;
M= prise d’essai en gramme.
Elle est exprimée par la moyenne des deux mesures faites successivement sur un

échantillon donné.

3-5. Dosage de I’azote total

La détermination de la matiére azotée est effectuée selon la méthode de Kjeldahl.
Cette méthode est fondée sur la transformation de I'azote organique en azote minéral sous
forme ammoniacale (NH,4),SO, par I'action oxydative de I'acide sulfurique bouillant sur la
matiere organique en présence d'un catalyseur de minéralisation. L’ammoniac est distillé
puis fixé dans une solution acide, aprés alcalisation a I’aide d’une base forte (NaOH), la
solution est ensuite titrée par de I’acide sulfurique.

Les échantillons de fromage bouhezza (1g) sont introduits dans des tubes de
minéralisation avec 20 mL de I’acide sulfurique (densité de 1,84 g/ml), 12 g de sulfate de
potassium et ImL de solution du sulfate de cuivre & 5% (CuSOas). lls sont minéralisés sur
une rampe avec une augmentation de température jusqu’a 420°C pendant 3h. Le sulfate
d’ammonium (NH,),SO, est le produit essentiel de laminéralisation.

Au cours de la distillation (appareil DUCHI Distillation Unit K-350), une base forte
(NaOH, 40%) est ajoutée en volume égal au volume d’H,SO, pour la faire réagir selon la

réaction suivante :
(NH4)2SO4+ 2 NaOH —» Na,SO,4 + 2 H,O + 2 NH3

L’hydroxyde d'ammonium formé (NH4OH) est entrainé par la vapeur deau et
récupéré dans un vase de titrage contenant 50mL d’une solution d'acide borique (acide
borique a 4%). Le borate d'ammonium formé ((NH4)3BOs) fait augmenter le pH de la
solution qui est ensuite titrée par de I'acide chlorhydrique (0,1M).

La manipulation est répétée deux fois pour le méme échantillon et la moyenne des
deux valeurs obtenue donne la teneur en azote du fromage.

Les résultats sont exprimés en g d’azote total (NT) pour 100 g de fromage selon la
formule suivante :

NT =(V1-Vo) x014x10/P

Taux de matiére azotée total (g/100 g fromage) = 6,38 x NT
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Avec
V1: volume d' H,SO,4 nécessaire au titrage de I'échantillon en mL ;
Vo: volume d' H,SO,4 nécessaire au titrage du blanc en mL ;
P : masse de I'échantillon du fromageen g ;
6,38 : facteur protéique (ADLER-NISSEN, 1986).

3-6. Dosagedelafraction azotée soluble a pH 4,6

La proteolyse des fromages est souvent déterminée par le dosage de I’azote soluble a
pH 4,6. Le dosage de la fraction azotée non caséique (ANC) consiste en une séparation par
précipitation de la caséine au point isoélectrique et filtration puis dosage de I’azote du filtrat
par laméthode de Kjeldahl.

L’échantillon de fromage (0,75g) est solubilisé dans 50mL de solution d’acide
acétique (0,25M acétate de sodium, 0,2M NaCl, et 0,025M CaCl,) et homogénéise pendant
30 secondes a faible vitesse. Aprés homogénéisation, la solution est filtrée a travers du
papier Whatman (2V) dans un tube de minéralisation. Le dosage de I’azote du filtrat est
effectué par la méthode de Kjeldahl (BYNUM et BARBANO, 1985). La manipulation est
répétée deux fois pour chaque échantillon.

Les résultats sont exprimés en pourcentage en fonction de I’azote total.
3-7. Dosagedelafraction azoté solublea 12 % de TCA

Le taux d’azote non protéique (ANP) est déterminé aprés précipitation des protéines
du fromage avec une solution d’acide trichloroacétique (T.C.A) suivi d’une filtration.

L’echantillon de fromage (1,5g) est solubilisé dans 45mL de solution d’acide
trichloroacétique (12% p/v) et homogénéisé pendant 30 secondes a faible vitesse. Apres
homogénéisation, |a solution est filtrée a travers du papier Whatman (n°42) dans un tube de
mineéralisation. Le dosage de I’azote du filtrat est effectué par la méthode de Kjeldahl
(BYNUM et BARBANO, 1985).

La manipulation est répétée deux fois pour chaque échantillon et I’azote non

protéigue est exprimé par la moyenne des val eurs issues des deux mesures.

4. Caractérisation dela protéolyse

4-1. Extraction desfractions azotées

Pour la caractérisation de |a protéolyse dans le fromage bouhezza nous avons procédé
a I’extraction de quatre fractions azotées (les fractions soluble et insoluble a pH 4,6 et les

fractions soluble et insoluble dans 70% d’éthanol), pour les analyser par séparation
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électrophorétique (fraction insoluble a pH 4,6) et par séparation chromatographique (soluble

apH 4,6 ; soluble et insoluble dans 70% d’éthanol) comme le montre la figure 6.

HCI (1IN) H.O

Fractionnement en milieu aqueux a pH 4,6

& N

[ Fraction insoluble a pH 4,6 ] —— [ Fraction soluble a pH 4,6 ]

ﬁ <«— Ethanol

[ Fractionnement a 70% d’éthanol ]

7 Sy

[ Fraction insoluble ] [ Fraction soluble ]

! /

PAGE-Urée RP-HPLC

-
<

\4

Figure 6. Fractionnement des matieres azotées en vue des analyses par PAGE-Urée et par
RP-HPLC.

4-1-1. Extraction desfractions azotées solubles et insolubles a pH 4,6

Pour I’extraction des deux fractions soluble et insoluble a pH 4,6, |le protocole proposé
par FALLICO et al. (2004) est utilisé. Une masse de 25 g de fromage est homogénéisée
avec 50mL d’eau distillé au Stomacher, pendant 10 min. Aprés homogénéisation, le pH est
gjusté par addition de I’HCI (1N) jusqu’a stabilisation a 4,6 aprés 30min. Les échantillons
sont chauffés au bain-marie pendant 1h a 40°C et une centrifugation pendant 30min a 4290
rpm a4°C est nécessaire pour la séparation des protéines insolubles. Le surnagent est filtré a
travers un papier Whatman N°113, et lafraction insoluble (culot) est resuspendue dans I’eau
distillée pour étre lyophilisee.

La fraction insoluble & pH 4,6 est lyophilisée dans un appareil de marque Christ®
Alpha 1-4 LD, pendant 36h a une pression de 0,1 mbar, a -62°C. Les lyophilisats obtenus
sont conservés dans des flacons bien séchés jusqu’a leur utilisation.

Seulement la fraction insoluble a été utilisée pour la séparation en PAGE-Urée. La
fraction soluble est congelée a -20°C et conservée jusqu’a son utilisation, pour le

fractionnement al’éthanol en vue d’une analyse par HPLC.
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4-1-2. Extraction desfractions azotées solubles et insolubles dans 70% d’éthanol

Lafraction soluble a pH 4,6 qui était conservée a I’état congelée est récupérée en vue
d’étre analysée par HPLC et pour étre fractionnée dans I’éthanol avant son analyse.

La partie destinée a la séparation en deux fractions (selon le protocole proposé par
LYNCH et al.(1996)), soluble et insoluble dans I’éthanol a70% est traitée comme suit :

25 mL de chague échantillon sont additionnée a 58,3 mL d’éthanol pur, pour
I’obtention d’une solution a 70% d’éthanol (v/v). Aprés 30min a température ambiante la
solution est centrifugée pendant 30min a 4290 rpm a une température de 20°C. La fraction
insoluble est mise en suspension dans I’eau distillée et le surnagent (fraction soluble en
éthanol) est filtré a travers du papier Wathman N°1. L’éthanol est éliminé au Rotavapor
(ROTAVAPOR® R-3000, BUCHI, Switzerland) & une température de 30°C pendant
presque 30min.

Les trois fractions (soluble a pH 4,6, soluble et insoluble dans I’éthanol a 70%) sont
congel ées dans des flacons avant d’étre lyophilisées a I’aide de I’appareil Christ® Alpha 1-4
LD, pendant 36h a une pression de 0,1 mbar, a -62°C. Les lyophilisats obtenus sont

conserveés dans des flacons bien seéchés jusqu’a leur utilisation.
4-2. Electrophorese sur gel de polyacrylamide en présence d’urée (PAGE-Urée)

Nous avons réalisé la séparation éectrophorétique sur gel de polyacrylamide
(P.A.G.E).

L’électrophorése PAGE-Urée est une méthode particulierement adaptée pour la
séparation des caséines qui sont difficilement séparables en conditions natives. L'urée a
forte molarité élimine les liaisons faibles, plus particulierement les liaisons hydrogenes et
hydrophobes (DAMERVAL et al., 1993).
4-2-1. Préparation du gel demigration

Nous avons utilisé un gel de polyacrylamide selon la méhode d’ANDREWS (1983),
composé d’une partie supérieure dite gel supérieur ou de concentration (4% (p/v)
d’acrylamide), qui permet de concentrer les protéines, et d’une partie inférieure dite gel de
seéparation (12% (p/v) d’acrylamide), qui permet la séparation des proténes. La composition
des gels utilisés est indiquée dans le tableau 9.

Aprés avoir assemblé les plaques de verre sur I’appareil a gels, on prépare la solution
de gel de séparation en utilisant les ingrédients décrits dans le tableau 9, puis on
homogénéise la solution, et on coule immédiatement entre les deux plaques. On laisse
suffisamment d’espace pour le gel de concentration (la longueur des dents du peigne plus
presque 1cm), et on recouvre avec quelques mL d’eau distillée.
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Tableau 9.Composition des gels de polyacrylamide en milieu urée.

Gel de séparation| Gel de concentration.
Solution tampon de gel de séparation 52,5mL /
Solution tampon de gel de concentration / 45mL
Solution d’acrylamide 40% (p/v) 22,5mL 5mL
Bis-acrylamide 0,3759 0,19
Temed 37,5uL 25 uL
APS (Ammonium Persulfate) 282 uL 300 puL

- La composition des solutions tampons pour la préparation des gels (de séparation et de
concentration) est mentionnée dans le tableau suivant.

Tableau 10. Composition des solutions tampons des gel's de concentration et de séparation.

Solution tampon de Solution tampon de gel de
gel de séparation. concentration.

Tris 64,309 8,309

Urée 385,79 300g

H.O Complétéall Complétéall

pH final (ajusté par solution d’HCI). 8,9 7,6

Lorsque la polymérisation est terminée, et aprés avoir éliminé I’eau distillée et placé
le peigne pour créer des puits, on prépare le gel supérieur qu’on coule au-dessus du gel
inférieur en évitant laformation des bulles d’air.

Aprés polymeérisation du gel supérieur, en enléve le peigne et on recouvre le gel avec
le tampon de migration (3g/L de Tris, 14,6g/L de Glycine et le pH est gusté a8,4) ; lacuve
de migration est aussi remplie de tampon de migration.

4-2-2. Préparation et dép6t des échantillons

Pour la préparation des échantillons selon la méthode d’ANDREWS (1983), 10mg du
lyophilisat (fraction insoluble a pH 4,6), sont mélangés avec 1mL de tampon de charge
(7,50/L Tris, 490g/L urée, 7TmL/L de 2-mércaptoéthanol), le mélange est homogénéisé
jusgu’a solubilisation compléete du lyophilisat avec gjout de 10 pL de bleu de bromophénal.
Ensuitel5 uL de chaque échantillon sont déposés dans les puits du gel de concentration. De
la méme maniére on dépose 10uL de caséine bovine du lait cru (CN) comme margueur dans
un puits.

4-2-3. Migration et révéation

La migration est réalisée en appliquant un courant de 280V pendant 20min jusqu’a ce

gue le bleu de bromophénol atteigne le début de gel de concentration, puis de 300V pendant
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16h, la migration est réalisée a une température de 12°C assuré par un systéme
d’écoulement réfrigérant en continu (Julabo F25-HL).

Apres déemoulage, le gel de concentration est écarté et le gel de séparation est coloré
selon laméthode de BLAKESLEY et BOEZI (1977), pendant 1h dans une solution de bleu
de Coomassie G-250 (Coomassie G-250 a 0,2% (p/v), H,SO4 1M, KOH 1M, et TCA 12%
(p/v)). La décoloration du gel seffectue sous agitation douce pendant 1 jour dans des
solutions (30% (v/v) de méthanol et 7,5 % (v/v) acide acétique), renouvel ées plusieursfois.

L’identification des bandes se fait par comparaison au marqueur des casénes natives
et a I’aide de labibliographie.

4-3. Chromatographie Liquide Haute Perfor mance en Phase I nverse (RP-HPL C)
4-3-1. Principe

La chromatographie liquide haute performance est une méthode de séparation des
constituants d’un mélange (méme tres complexe). Un fluide appelé phase mobile, parcourt
une colonne appelée phase stationnaire. Cette colonne peut contenir des granules poreux
(colonne remplie) ou étre recouverte a I’intérieur d’un film mince (colonne capillaire).A
I’instant initial, le mélange a séparer est injecté a I’entrée de la colonne ou il se dilue dans la
phase mobile qui I’entraine a travers la colonne (Figure 7) (SUTTON et al., 1997).

Les congtituants du mélange, sont inégalement retenus lors de la traversée de la
colonne. Il résulte que les constituants du mélange injecté se déplacent tous moins vite que
la phase mobile et que leurs vitesses de déplacement sont différentes. Ils sont ainsi séparés
(SNYDER et al., 2010).

Un détecteur placé a la sortie de la colonne couplé a un enregistreur permet d’obtenir
un chromatogramme. En effet, au passage de chaque soluté séparé€ il conduit dans le temps a
I’enregistrement d’un pic.

La chromatographie utilisée est appelée « a phase inverse » car la phase stationnaire
est majoritairement composée des hilles de silice greffée par des chaines linéaires (de 8 ou

18 atomes de carbone). Cette phase est apolaire et nécessite donc un éuant polare

(acétonitrile, méthanol, eau...). Dans ce cas ce sont les composes polaires qui seront élués

en premier (DRIAD, 2009).
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. Chromatogramme
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Figure 7. Schéma d’une chaine HPLC (TOZLOVANU, 2008).

4-3-2. Description du systeme HPLC

Pour I’analyse des échantillons nous avons utilisé I’appareil Waters 2695 Separations
Module (USA),

La phase mobile alimente le chromatographe en permanence : elle est délivrée dans le
systéme par une pompe. Les composés a séparer, en suspension dans le solvant sont
prélevés grace a une seringue du systéme auto-échantillonnage. Les molécules sont
entrainées par la phase mobile vers la colonne chromatographique contenant la phase
stationnaire.

Nous avons utilisé une colonne C18, avec des dimensions 250mm de longueur et
4,6mm de diamétre (Analytica, Chine).

Un détecteur a I’ultraviolet, de type Waters 2487 Dual Absorbance Detector (USA),
suit en permanence I’élution des composeés et le signal obtenu est enregistré au niveau de

I’ordinateur sous forme de chromatogramme.
4-3-3. Préparation des échantillons et des phases mobiles pour I’'RP-HPLC
La phase mobile utilisée est un mélange de deux solvants (A et B) ;

- Solvant A : 0,1% (v/v) de I’acide trifluoroacétique (TFA, sequencing grade; Sigma
St. Louis, USA), dans de I'eau filtrée sur systéme Millipore (Milipore Direct-Q® UV3,
France).
- Solvant B : 0,1% (v/v) de I'acide trifluoroacétique (TFA), dans I’ Acétonitrile HPLC-
grade (CARLO ERBA Reagenti-Spa, Italie).
Pour |a préparation des échantillons, 10 mg de lyophilisat de chaque type de fraction
sont solubilisés dans 1 mL de solution A (0,1% TFA). Aprés homogéenéisation, les
échantillons sont filtrés manuellement a travers un filtre MILLIPORE 0,45 um, et placés

dans des flacons de 1,5mL pour I’auto-échantillonnage.
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4-3-4. Parametresd'analyseen HPLC

La composition de la phase mobile varie au cours de I’analyse d’un solvant A a un
solvant B dans des proportions déterminées au préalable comme il est indiqué par
HAYALOGLU et al. (2004).

Le gradient est le suivant : Les échantillons ont été élués au début avec 100% de
solution A pendant 5 min, et avec un gradient de 0% a 50% (v/v) de solvant B pour les 55
min suivantes. Ce gradient est maintenu pendant 6 min, suivi d'un gradient linéaire de 50%
a95% de solvant B (v/v) pendant 4 min. Finalement la colonne est rincée avec 95% (v/v) de
solvant B pendant 10 min et équilibrée avec 100% de solvant A pendant 25 min. Le temps
de séparation pour chague échantillon est de 70min (105min par échantillon avec rincage et
calibrage de la colonne).

La détection est réalisee a une longueur d’onde de 214 nm. La phase mobile est
délivrée par la pompe a un débit de 0,75uL/mn. Le volume d’échantillon prélevé et injecté
automatiquement dans le systéme est de 40pL.
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1- Caractéristiques microbiologiques

1-1Détection des bactéries pathogénes

Résultats et discussion

Les agents pathogenes, Salmonella, Listeria monocytogenes, et Escherichia coli,

constituent le risque le plus significatif vis-a-vis de la sécurité sanitaire des fromages (DE
BUYSER et al., 2001; LEUSCHNER et BOUGHTFLOWER, 2002).

L e tableau suivant présente les résultats de détection des trois bactéries pathogénes dans

les échantillons de bouhezza des fermes par |e systéme BAX®.

Tableau 11. Présence ou absence des trois bactéries pathogenes dans bouhezza des fermes.

Germes Echfl Ech f2 Ech {3 Ech f4 Ech {5 Ech f6
Listeria monocytogenes | Absence (-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence (-)
E-Cali O157: H7 Absence (-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence (-)
Salmonella Absence (-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence(-) | Absence (-)

Les trois bactéries pathogénes (tableau 11) sont absentes dans les six échantillons de
bouhezza issue de différentes fermes.

Listeria monocytogenes est une bactérie a gram positif, non sporulée, anaérobie
facultative et psychrotrophe (GUIRAUD, 2003), elle est capable de tolérer les conditions
environnemental es variables dans | es établissements de transformation des produits laitiers, de
croitre a un pH de 4,4 a 9,4 et de proliférer en présence de concentration de NaCl allant
jusqu'a 10% (AUGUSTIN et CARLIER, 2000). En général, les souches d’E. coli ne tolerent
pas des valeurs basses de pH, mais dans le cas d’E. coli O157: H7, elle peut croitre a un pH
de 4,5 dans les milieux gjustés avec I’HCI, mais ne résiste pas s le pH est gusté avec de
I'acide lactique. Elle ne se développe pas dans les fromages a des valeurs de pH égales ou
inférieuresa 5,4 (FOX et al., 2000).

Selon les résultats de MEDJOUDJ * (en cours), I’analyse par systéme BAX® de trois
fabrications de bouhezza au lait cru de chévre, avec une durée de maturation de 50 jours pour
deux d’entre elles et de 72 jours pour la troisiéme fabrication, et de deux échantillons de
ferme (Tébessa et Ain Fakroun) a démontrée I’absence des trois bactéries pathogenes
(Salmonella, Listeria monocytogenes et E-Coli O157: H7). D’aprés AISSAOUI ZITOUN 2
(en cours), les trois bactéries pathogénes sont absentes dans deux fabrications de bouhezza au
lait cru de vache pendant 70 jours de maturation et aussi dans quatre échantillons de ferme

! These de doctorat en cours.
2 Thése de doctorat en cours.
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(Ain Fakroun). Les travaux de AISSAOUI ZITOUN et al. (2011b) indiquent I’absence des
trois pathogenes (Listeria monocytogenes, E-Coli O157: H7 et Salmonella) dans le biofilm de
surface des deux Chekouates préparées par deux peaux des chéevres, avant et aprés contact
avec Lben, et ceci aprés analyse par systéme BAX®.

AZIZI et KERTICHE (2009), ont constaté I’absence des Salmonella dans deux
fabrications du bouhezza apres 64 jours de maturation, et selon les résultats de RACHEF
(2006), les Salmonella sont absentes dans six échantillons de bouhezza des fermes apres
dénombrement sur milieu séectif.

GENIGEORGIS et al. (1991) ont évalué la capacité de croissance de L. monocytogenes
dans 24 types des fromages commercialises, et ont trouvé que les fromages qui favorisent la
croissance de cette espéce inclueraient les fromages Hispano, Ricotta, Teleme, Brie,
Camembert et le Cottage (gamme de pH 4,9 a 7,7), et les fromages qui ne favorisent pas la
croissance et qui entrainant la mort progressive de L. monocytogenes inclueraient les
fromages Cotija, Creme, Bleu, Monterey Jack, Suisse, Cheddar, Colby, Sring, Provolone,
Monstre, Feta et Kasseri (gamme de pH, 4,3 a5,6).

L'effet du pH sur la survie des pathogenes en fromage est critique, par exemple les
Salmonella meurent dans le fromage Cheddar, et leur charge diminue de 10° UFC/g jusqu’a O
UFC/g pendant 80 jours dans I’intervalle de pH de 5 et 5,23 mais a pH 5,7 elles restent
viables (FOX et al., 2000).

L’absence des trois bactéries pathogénes dans bouhezza, fabriqué a partir de lait cru
n’ayant subi aucun traitement thermique peut étre expliquée par I’effet des conditions
physicochimiques de la masse fromagere défavorable a leurs croissance, principalement le pH
tres faible, et probablement aussi a I’effet des interactions des microorganismes de
I’écosystéeme crée pendant I’affinage dans la ‘chekoua’, surtout la présence des bactéries
lactiques indigenes comme flores magjoritaires, qui sont caractérisées par leur énorme potentiel
antimicrobien (HOLZAPFEL et al., 1995 ; SCHNURER et MAGNUSSON, 2005 ; LEROY
et DE VUY ST, 2010).

Donc d’un point de vue hygiénigue microbien, bouhezza des fermes pourrait étre

considéré comme un fromage sain.
1-2 Dénombrement des principales flores

La numération des différents groupes microbiens du bouhezza des fermes est présentée
dans le tableau 12.
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Tableau 12. Dénombrement des principales flores des six échantillons de bouhezza (en
UFClg).

Echantillons

Floresrecherchées ™o 61 | Echf2 | Echf3 | Echf4 | Echf5 | Echf6
Floretotalemésophile | ¢ 10" | 79.10" | 65.10/ | 1,4.10° | 1,4.10° | 53.10*
Colifor mes totaux <1.10" | <1.10' <1.10 <1.10" | <1.10' <1.10
Colifor mes fécaux <1.10' | <1.10 <1.10 <1.10' | <1.10 <1.10
M oisissures 56.10° | 38.10° 53.10* 57.10° | <10.10° | <10.10°
Levures <10.10° | <10.10° | <10.10* | <10.10* | <10.10° | <10.10°
L actobacilles

A 30°C 51.10° | 42.10° | 25.10° | 25.10° | 16.10' | 3.10°
A 42°C 1,3.10° | 34.10° | 17.100 | 24.10° | 14.10° 2.10°

Streptocoque lactique

A 30°C 1,3.10° | 9,6.10° 1,7 .10° 22.10° | 4,1.10° 8.10*

A 42°C 2 .10° 2310° 42 .10° | 88.10° | 1,8.10° 4710

1-2-1. Flore aérobie mésophiletotale

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale du bouhezza des fermes cultivée
sur le milieu PCA est élevé, avec des valeurs entre 10" et 108 UFC/g pour les échantillons de
45 et 60 jours d’affinage, en notant toutefois que les échantillons Ech f5 et Ech f6 présentent
les charges les plus faibles 1,4.10° UFC/g et 5,3.10* UFC/g, respectivement. Ces résultats sont
assez faibles par rapport a ceux trouvées par AISSAOUI ZITOUN (2004), dans un échantillon
de ferme & Ain Fakroun a 45 jours d’affinage (10° UFC/g), et aussi & ceux trouvées par
RACHEF (2006), dans trois échantillons des fermes (d’Ain Fakroun, Ain Baida et de Batna) a
15 jours de fabrication (6.108 UFC/g, 4.10° .UFC/g et 2.10° .UFC/g, respectivement).

Selon les résultats de AISSAOUI ZITOUN et al. (2011a), bouhezza de fabrication est
caractérisé par une flore totale trés devée de 10" UFC/g, pendant les deux premiéres
semaines suivie par une chute jusqu’a 10® UFC/g, avec une corrélation trés significative entre
le nombre de laflore totale et les valeurs du pH. Avec I’ajout de lait cru a partir de la huitiéme
semaine, |a flore totale augmente et atteint 10°° UFC/g, et aprés deux semaines se stabilise
autour de 108 UFC/g. AZ1ZI et KARTICHE (2009), ont mentionné que la charge microbienne
totale de bouhezza de fabrication au lait de vache variait entre 8,4.10° UFC/g et 7,5.10° UFC/g
durant les neuf semaines de fabrication. Les différences de charge en flore totale de bouhezza
de fabrication rapportées par AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE (2006), AISSAQUI
ZITOUN et al. (2011a) (entre 10° UFC/g et 10™ UFC/g), ont été expliquées par la charge
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microbienne des matieres premieres, principalement Lben, AISSAOUI ZITOUN (2004) a
estimée que |e Lben est caractérisé par une charge en flore totale de 3,3.10" UFC/g.

Selon SERHAN (2009), le Darfiyeh (fabriqué a partir du lait cru de chevre et affiné
dans peau de chévre) est caractérisé par une charge en flore total entre 10° et 10° UFC/g
pendant les deux mois de fabrication.

Nos résultats montrent que bouhezza des fermes est caractérisé par une flore totale
importante et non négligeable, mais qui est cependant plus faible dans les deux échantillons
les plus égés, probablement en raison de I’effet de piment rouge ‘kalb el serdouk’.

1-2-2. Coliformestotaux

Dans les six échantillons de bouhezza, 1a charge en coliformes totaux est moins de 10
UFC/g, cesrésultats sont largement mineurs par comparaison avec les résultats de AISSAOUI
ZITOUN (2004), mentionnés dans un échantillon de ferme d’Ain Fakroun (charge inférieure a
10° UFC/g).

AISSAOQUI ZITOUN et ZIDOUNE (2006), ont trouvé dans bouhezza de fabrication
pendant 70 jours une variation de cette flore entre 10° UFC/g et 10° UFC/g, alors que les
résultats de AZIZ| et KERTICHE (2009) se situent entre 10> UFC/g et 10* UFC/g, dans une
fabrication de 64 jours.

La charge élevée en coliformes totaux dans la fabrication de AISSAOUI ZITOUN
(2004) a été expliquée par la qualité microbiologique du Lben de fabrication utilisé, qui
contient environ 8.10° UFC/g des coliformes totaux, mais aprés quatre jours de fabrication
cette flore a été réduite jusqu’a 10°UFC/g. Cette diminution est expliquée par la réduction de
pH et le salage de |la masse fromagere.

Dans le Cabrales, un fromage bleu Espagnol fabriqué a partir de lait cru, la charge en
coliformes totaux est réduite rapidement de 10° UFC/g & presque 10 UFC/g en moins de deux
semaines, ce qui est expliqué par ladiminution rapide du pH (FOX et al., 2000).

1-2-3. Coliformes fécaux

La méme chose pour les coliformes fécaux, leur nombre dans les six échantillons est
inférieur a 10 UFC/g, ces résultats sont tres inférieurs a ceux mentionnés par RACHEF
(2006), sur trois échantillons des fermes (moyenne de 6,2.10° UFC/g).

Selon les résultats de TOUATI (2008), dans bouhezza de fabrication, la charge en
coliformes fécaux est d’environ 10> UFC/g, et aprés 50 jours de fabrication leur nombre est
réduit a moins de 10 UFC/g. Dans Montasio, fromage Espagnol a base de lait cru de chevre,
les coliformes fécaux sont d’environ 10 UFC/g & une semaine et moins de 10 UFC/g aprés
deux mois d’affinage (MARINO et al., 2003).
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La charge trés faible en coliformes totaux et fécaux dans les six échantillons, est due
probablement a la faible charge microbiologique de Lben de fabrication, ou a I’effet des
conditions physicochimiques de la masse fromagere (principalement le pH et le taux de sdl).
1-2-4. Lactobacilles

Les numérations des lactobacilles dans les six échantillons de bouhezza sont
rel ativement importantes, le nombre des mésophiles est entre 10° UFC/g et 108 UFC/g, et des
thermophiles est entre 10° UFC/g et 10" UFC/g, & I’exception du sixiéme échantillon qui
présente une charge de 3.10° UFC/g et 2.10* UFC/g, respectivement. Nous remarquons que le
nombre des Lactobacilles mésophiles est un peu plus important par rapport a celui des
thermophiles, et les charges des échantillons Ech 5 et Ech f6 sont relativement plus faibles.

Les lactobacilles constituent la majorité des bactéries lactiques indigenes présentes dans
les fromages (MANNU et al., 2000). Dans le fromage Darfiyeh, le nombre de lactobacilles
mésophiles est d’environ10’ UFC/g, et leur nombre est plus éevé que celui des lactobacilles
thermophiles (SERHAN et al., 2009).

1-2-5. Streptocoques lactiques

Des niveaux éevés de population en streptocoques | actiques mésophiles et thermophiles
sont observés dans les six échantillons de bouhezza, leur charge est un peu similaire a celles
des lactobacilles, et les mésophiles sont relativement plus éévés que les thermophiles, mais
les deux échantillons les plus agés présentent les charges les plus faibles, 10° UFC/g pour
I"échantillon Ech f5, et 10* UFC/g pour I’échantillon Ech f6.

D’aprés AISSAOUI ZITOUN (2004), le nombre des streptocoques | actiques mésophiles
dans un échantillon de ferme d’Ain Fakroun est de 3,1.10° UFC/g et les résultats donnés par
RACHEF (2006), montrent que le nombre des streptocoques lactiques meésophiles est
d’environ 10° UFC/g pour trois échantillons des fermes. Bouhezza de fabrication est
caractérisé par des charges en streptocoques lactiques mésophiles entre 10° UFC/g et 10’
UFC/g, selon AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE (2006) et AISSAOUI ZITOUN et al.
(2011a). Dans le Darfiyeh les charges en streptocoques lactiques thermophiles varient entre
3.10° UFC/g et 2.10° UFC/g (SERHAN et al., 2009).

Les bactéries lactiques, dont les lactobacilles et les streptocoques lactiques, sont les
constituants majeurs de la microflore du fromage bouhezza.

La présence des lactobacilles et des streptocoques lactiques dans le fromage bouhezza
est bénéfique, ces bactéries sont dotées de systemes protéol ytiques complexes, qui dégradent
les protéines extra cellulaires afin d’assurer leurs besoin pour la croissance (KAWAI et al.,
1999 ; VASILJIEVIC et al., 2005). Selon I’a4ge des cellules bactériennes et les conditions
physiologiques défavorables, les bactéries lactiques peuvent étre autolysees (LORTAL et

52



Résultats et discussion

CHAPOT-CHARTIER, 2005), ce phénomene est probablement responsable de la diminution
de la charge bactérienne dans les deux échantillons de 75 jours et de 120 jours de maturation
(Ech 5 et Ech 6). Apres la lyse des bactéries lactiques, des enzymes intracellulaires sont
libérées dans le caillé et peuvent ainsi intervenir par leur activité protéolytique et lipolytique
dans la maturation de la péate fromagere (CROW et al., 1995; LORTAL e CHAPOT-
CHARTIER, 2005).

1-2-6. Levureset moisissures

Le dénombrement de la flore fongique dans les six échantillons des fermes, permet de
constater que la charge des moisissures est plus importante que celles des levures (moins de
100 UFC/g dans les six échantillons), et les deux échantillons les plus &gés (Ech f5 et Ech f6)
présentent la charge la plus faible en moisissures.

Cesrésultats sont inférieurs par rapport aux résultats de Aissaoui Zitoun (2004), dans un
échantillon & 45 jours d’affinage issu d’une ferme de Ain Fakroun (10’ UFC/g). Dans
bouhezza fabriqué par AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE (2006) a 70 jours de fabrication le
nombre de cette flore (levure et moisissures) est d’environ 2.10* UFC/g.

La flore fongique peut avoir un réle important dans la protéolyse, la lipolyse et |la
désacidification de la masse fromagere, cependant |a charge fongique dans bouhezza est tres
largement inférieure que celle des bactéries lactiques. La charge élevée en flore lactique et
I’effet des gjouts de Lben et/ou lait cru en continue permettent d’expliquer les valeurs du pH

acide (environ 4 unités), et larestriction de I’activité de désacidification de laflore fongique.

1-3 ldentification par PCR-TTGE

La TTGE est une excellente méthode pour décrire les espéces bactériennes dominantes
dans un écosystéme laitier (LAFARGE et al., 2004 ; JANY et BARBIER, 2008). Cette
technique donne des indications sur les populations bactériennes présentes au niveau de 1%
de laflore totale, cette méthode pourrait étre utilisée pour différencier les fromages selon leur
technologie, leur origine ou leurs caractéristiques régionales (OGIER et al., 2002). Les profils
de TTGE pour les écosystémes laitiers sont relativement simples (moins de dix bandes) par
comparaison avec dautres écosystemes (sol, appareil digestif ...) (OGIER et al., 2002 ;
2004).
1-3-1. Qualitédesamplifiatsdu PCR

Afin de vérifier la qualité de I’ADN amplifié, nous avons fait migrer les amplifiéts sur
gel d’agarose a 1,5%, lafigure 8 représente | es résultats de cette migration.

Nous observons que dans les amplifidts des six échantillons, la migration permet de

distinguer une seule bande, ce qui signifie que I’extraction et I’amplification a été bien faite.
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Figure 8. Profil électrophorétiques des | Figure 9. courbe du logarithme de la taille
fragments de I’ADN bactériens amplifiés et du | des fragments du marqueur en fonction de la
marqueur de taille sur gel d’agarose a 1,5%. distance migrée.

1. Ech f1, 2. Ech 2, 3.Ech 3, 4.Ech {3, 5.Ech 5, 6.Ech f6. M : marqueur de taille 100-bp
ADN Ladder (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, et 1000 pb).

Le graphe (Figure 9), représente la courbe du logarithme de la taille des fragments du
marqueur en fonction de la distance migrée, a permis d’estimer la taille de I’ADN amplifié.
Lataille de I’ADN amplifié est d’environ 221 pb, selon LICITRA et al. (2007) et PARAY RE
et al. (2007), les amorces universelles V3P3-GC-C et V3P2 donnent des produits d’environ
233 pb. Donc I’'amplification s’est bien déroulée.

1-3-2. Résultatsdela PCR-TTGE

Nos résultats montrent que I’écosystéme bactérien du bouhezza des fermes n’est pas trés
riche, entre trois et cing bandes sont observées dans les différents échantillons, a I’exception
de I’échantillon de 120 jours d’affinage (Ech f6), qui présente 10 bandes.

Le profil TTGE (Figure 10) a montré la présence dans bouhezza, des bandes associées
aux especes. a, Lactobacillus plantarum; b, Lactobacillus fermentum; d, Saphylococcus
equorum subsp linens ; e, Enterecoccus. faecium; g, Lactobacillus brevis ; |, Lactobacillus
helveticus/ Lactobacillus acidophilug/ Lactobacillus crispatus ; k, Lactobacillus delbruekii
subsp. bulgaricus; p, Lactococcus lactis subsp. cremoris ; v Bifidobacterium breve/ Hafnia
halvei; x, Corynebacterium flavescens ; @, Lactobacillus paracasel/ Lactobacillus casel/
Lactobacillus rhamnosus/ Lactobacillus Zeae/ Bifidobacterium infantis; n, Propionibacterium

cycloexanicum.
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Figure 10. Résultats de la PCR-TTGE des fragments de la région V3 de I’ADN codant I’ARN
ribosomique 16S des bactéries extraites du bouhezza des fermes.

M : ADN génomique marqueur (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Enterococcus
faecium, Lactobacillus helveticus, Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus,
Corynebacterium moor parkense, Lactobacillus paracasei, Arthrobacterium nicotianae, et Brevibacterium casel).

- 1. Echfl, 2. Echf2, 3. Ech {3, 4. Ech f4, 5. Ech f5, 6. Ech f6.

Selon le profil TTGE, les échantillons de bouhezza sont caractérisés par la présence de
Lactobacillus plantarum et de Lactococcus lactis subsp. cremoris, dans les six échantillons de
differentes fermes, la bande qui correspond a Lb. helveticug/Lb. acidophilus et/ou Lb.
crispatus, est présente dans quatre échantillons (Ech f1, Ech 2, Ech f3 et Ech f5), et la bande
qui correspond a Staphylococcus equorum subsp. linens est présente dans trois échantillons
(Ech f1, Ech f2, et Ech f4), une bande inconnue a faible pourcentage G+C dans I’échantillon
Ech f4 a égadement été détectée. L’échantillon le plus agé, caractérisé par les charges
bactériennes les plus faibles en différentes flores dénombrées (tableau 12), présentait la
diversité bactériologique la plus riche parmi les six échantillons, avec détection de dix bandes
qui correspondent & six ou sept genres (trois appartenants aux bactéries lactiques), et aux
moins a dix espéces, ou probablement a plus de quinze espéces, en plus d’une bande
inconnue.

Selon les résultats de AISSAOU ZITOUN (en cours), le profil de TTGE a confirmé que

Lactobacillus plantarum et Lactococcus lactis subsp. cremoris, sont les deux especes
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dominantes dans deux fabrications de bouhezza au lait cru de vache, durant les dix semaines
de fabrication, ce qui confirme nos résultats, et les résultats de MEDJOUDJ (en cours) (Figure
11), montrent que le profil de TTGE de bouhezza fabriqué par lait de chévre pendant 50 jours
d’affinage (Fabrication 1; Figure 11) est caractérisé par la dominance des deux bandes
associées a Saphylococcus xylosus et Lactococcus lactis subsp. cremoris, mais a partir du
2g%me jour, cing bandes sont dominantes associées aux especes: Lb. plantarum; Lb.
fermentum; Lb. helveticus/Lb. acidophilus/Lb. crispatus, S. xylosus et Lc. lactis subsp.
cremoris. On peut également noter la détection des trois bandes inconnues a faibles
pourcentage G+C dans les six échantillons de Fabrication 1.

M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 ™M
- A -] -
e S ) At A A
3 - B o >
— . 3 3 — M- - *
1] J " y— -
s 1] " M " < ~" = St
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Figure 11. Résultats de la PCR-TTGE des fragments de la région V3 de I’ADN codant I’ARN
ribosomique 16S des bactéries extraites du bouhezza au lait de chevre (d’aprées MEDJOUDJ
(en cours)).

M : ADN génomique marqueur

Fabrication 1: 1. bouhezza apres 1 jour, 2. Aprés 14 jours, 3. Aprés 28 jours, 4. Aprés
42 jours, 5. Apres 50 jours et sans piment rouge 6. Apres 50 jours avec I’addition de piment
rouge. Fabrication 2: 7. Apres 1 jour 8. Apres 14 jours et 9. apres 50 jours et sans piment
rouge. Fabrication 3: 10. Apres 60 jours et sans piment rouge. Et 11. Aprés 72 jours avec
I’addition du piment rouge.

D’apres les résultats de AISSAOUI ZITOUN et al. (2011b), les profils de TTGE
montrent que les biofilms des deux échantillons des “‘chekoua’ fabriquées a Ain Fakroun par
deux peaux de chévre sont tres riches, avec la détection des 13 bandes dans la premiére (a. Lb.
plantarum;b. Lb. fermentum; d. Staphylococcus equorum subsp. linens; g. Lb. brevis ; m. E.
faecalig/S. succinus; t. S. thermophilus; w. C. variabile; z Bifidobacterium longum; @. Lb.
paracasei/Lb. casei/Lb. rhamnosus/Lb. zeae/B. infantis, a. Arthrobacterium nicotianae/A.
globiformis/B. tyrophermentas; . Propionibacterium microaerophilum; en plus des deux
bandes inconnues), et 10 bandes dans la deuxiéme (b. Lb. fermentum;_d. Saphylococcus

equorum subsp. linens; j. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus; m. E. faecalis/S. succinus; t. S
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thermophilus; v. B. breve/Hafnia alvel; x. C. flavescens B. pumillus; ; z Bifidobacterium
longum; ®. Lb. paracasei/Lb. casei/Lb. rhamnosus/Lb. zeae/B. infantis;en plus d’une bande
inconnue), avec la présences des six bandes communes entre les biofilms des deux
échantillons des ‘chekoua’ (b. d. m. t. z. et ®). Apres contact avec Lben et les deux ‘chekoua’
(chague ‘chekoua’ a part) pendant 10 min et 24 heures, le profil TTGE a montré la présence
des Staphylococcus equorum subsp. linens et de Lb. brevis dans Lben qui étaient absentes
avant contact, et auss le profil de TTGE a montré I’absence de la bande associée a Lb.
helveticus/Lb. acidophilug/Lb. crispatus, dans Lben apres contact pendant 10 min et 24
heures, ces derniéres sont pourtant presentes au départ dans Lben et dans le biofilm de la
deuxiéme chekoua, ce qui montre probablement un effet d’interaction entre les
microorganismes de Lben et de ‘chekoua’ et leurs résultats sur I’écosystéeme de bouhezza.

Plusieurs especes des lactobacilles mésophiles ont été isolées des fromages pendant
I'affinage ; les plus fréguentes sont Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. rhamnosus et
Lb. curvatus (BERESFORD et al., 2001). De nombreuses études ont montreé labiodiversité du
genre Lactobacillus dans les fromages (UGARTE et al., 2006 ; TERZIC-VIDOJEVIC €t al.,
2007). A titre d'exemple, Lb. plantarum, Lb. casei subsp. casei et Lb. brevis ont été isolées du
fromage Armada, un fromage Espagnol & base de lait cru (HERREROS et al., 2003), Lb.
plantarum, Lb. paraplantarum, Lb. paracasei subsp. tolerans, Lb. sake, Lb. curvatus et Lb.
pentosus, ont été isolées du fromage Batzos, un fromage traditionnel grec a base de lait cru
(PSONI et al., 2003).

Les analyses de TTGE de huit fromages (Camembert fabriqué a partir de lait cru,
Camembert fabriqué a partir de lait pasteurisé, Brie, Emmental, Comté, Beaufort, un fromage
industriel, et un fromage artisanal frais) ont montré différents profils comptant entre deux et
huit bandes par produit, les fromages préparés par des procédés de fabrication similaires (par
exemple; les fromages Brie, Camembert, Emmental, Comté et Beaufort) sont caractérisés par
des bandes communes (qui correspond a Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casel, et Sreptococcus thermophilus), le Camembert
fabriqué a partir de lait cru présente le profil le plus complexe, avec huit bandes, cependant le
Camembert fabriqué a partir de lait pasteurisé présente cing bandes (OGIER et al., 2002).

Selon OGIER et al. (2004), le profil de TTGE a permis de détecter neuf bandes dans le
fromage Morbier, deux bandes sont directement attribuées aux especes Lactococcus lactis et
Sreptococcus thermophilus, mais les autres bandes qui correspondent a plusieurs especes
pouvants migrer simultanément, sont confirmés apres I’utilisation des amorces spécifiques a
chague espéce. SERHAN et al. (2009), ont rapporté que le profil TTGE a montré que

I'écosystéme bactérien du Darfiyeh au cours de I'affinage est constitué des especes suivantes :

57



Résultats et discussion

Lb. plantarum, Lc. lactis subsp. lactis et Lc. lactis subsp. cremoris, Lb. curvatus, S
thermophilus, E. faecium, E. durans, E. malodoratus,.

Lb. plantarum est considéré comme étant le principal lactobacille qui caractérise
I'environnement laitier. Il prédomine dans plusieurs fromages comme I'lbore (MAS et al.,
2002) et le Nostrano di Primiero (POZNANSKI et al., 2004). Les espéces du genre
Lactobacillus participent efficacement ala maturation des fromages (TERZIC-VIDOJEVIC et
al., 2007).

Les bactéries lactiques jouent un grand role dans la protéolyse des caséines et des
peptides dans les fromages jusqu’au stade des acides aminés (KAWAI et al., 1999 ;
VASILJEVIC et al.,2005). En comparaison avec d'autres lactobacilles mésophiles, Lb.
plantarum présente une faible activité protéolytique, plus forte sur la caséine-f que sur
caséine-0s;, signalée pour certaines souches. Des protéinases et des peptidases ont été
détectées dans les lysats cellulaires de Lb. plantarum isolées des fromages, et des études
menées sur des extraits cellulaires de Lb. plantarum ont démontré une activité specifique plus
élevée vers la libération des peptides hydrophobes par rapport aux peptides hydrophiles
(CORSETTI et VALMORRI, 2011).

Lc. lactis subsp. lactis et Lc. lactis subsp. cremoris sont les deux sous especes du genre
Lactococus les plus fréguemment isolées dans les fromages traditionnels et sont
quantitativement importantes. COGAN et al. (1997), ont estimeé que les souches identifiées a
Ces sous espéeces peuvent représenter 38% des isolats des bactéries lactiques identifiés dans
des fromages européens. |l est intéressant de noter que Lc. lactis subsp. lactis est I'espéce
dominante. Cette sous espece est présente dans les fromages au lait cru et elle est associée aux
pratiques dans les fermes laitiéres. En revanche, les isolats de Lc. lactis subsp. cremoris sont
moins fréquents ; ils sont incapables de survivre dans la nature et sont exclusivement associes
a l'environnement laitier (CORROLER et al., 1999). Elles sont largement utilisées comme
ferment en fabrication fromagére (BERESFORD et al., 2001). Lc. lactis subsp. cremoris
peuvent se maintenir tout au long de la période d'affinage dans beaucoup des fromages au lait
cru tels que le Camembert le Serra et le Pecorino Sardo (CORROLER et al., 1998).

Les bactéries du genre Lactococcus possedent une protéase associée a I’enveloppe
cellulaire ‘PrtP” (TAN et al., 1993), elle est capable d’hydrolyser les caséine-f3 et caséine-a du
lait, dans les fromages son activité sur les peptides produits par la chymosine et la pepsine a
été constatée par EXTEKATE et al. (1997), et auss I’activité de cette protéase sur les
polypeptides as (1-23) et B-(1-28) a é&é démontré (ARDO, 2001 ; JENSEN et al., 2009).

L es bactéries non lactiques des fromages appartiennent essentiellement aux groupes des
staphylocoques et des bactéries corynéformes (IRLINGER, 2000). La plupart des espéces de
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ce groupe ont un intérét dans I'éaboration des caractéristiques sensorielles des fromages
(MOREA et al., 1999 ; BLAIOTTA et al., 2004). Saphylococcus equorum est I'espéce la plus
fréquente dans les fromages (COGAN, 2011), Une nouvelle sous espece, S. equorum subsp.
linens, isolée a partir des surfaces des fromages Suisses au lait cru (péte pressée), vient d’étre
décrite par PLACE et al. (2003). Actuellement, seules quelques souches de ces bactéries sont
utilisées comme levain (MONTEL et a., 2005).

En conséquence, le fromage bouhezza est caractérisé par des charges importantes en
flore lactique (flore principale), et la technique moléculaire PCR-TTGE montre que
I’écosystéme bactérien du bouhezza des fermes n’est pas aussi riche et a permis la détection
de trois a cing bandes dans cing échantillons, et |a présence de Lactobacillus plantarum et de
Lactococcus. Lacis subsp. cremoirs, comme des éspéces dominantes dans les six échantillons.
L’exception a été le sixiéme échantillon, avec détection de dix bandes qui correspondent a six

ou sept genres et probablement a quinze especes, en plus d’une bande inconnue.

2- Caractérisations physicochimiques

Les valeurs moyennes des parametres physico-chimiques classiques (pH, extrait sec
total, teneur en matiere grasse, teneur en acide lactique et taux de NaCl), sont présentées dans
le tableau 13.
Tableau 13. Valeurs des paramétres physico-chimiques pour les six échantillons de bouhezza.

Lactate : acidité exprimée en acide lactique (g pour cent g de produit frais). EST : extrait sec total (g

Echantillons pH EST MG NaCl L actate
Ech fl 4,12 +0,02 | 24,1+0,03 8,0 2,36 0,78
Ech f2 4,11 +0,04 | 23,4+0,25 8,5 2,31 0,79
Ech f3 4,04 £0,00 | 24,3+0,25 6,0 2,3 0,87
Ech f4 4,05+0,01 | 27,5+0,18 10,0 2,14 1,18
Ech f5 3,96 +0,02 | 28,3+0,11 7,5 1,04 1,39
Ech f6 3,99+0,01 | 32,2+0,26 12,8 1,71 1,69

pour cent g de produit frais). MG : matiére grasse (g pour cent g de produit frais). NaCl (g pour cent g
de produit frais).

- Valeurs moyennes * I’écart type (trois mesures pour le pH, et de quatre essais pour I’EST).
- Valeurs moyennes des deux essais (pour MG, NaCl et Lactate)

2-1.pH et acidité

L'observation des vaeurs expérimentales montre que le pH des six échantillons est
compris entre 3,96 et 4,12 (AISSAOUI ZITOUN et al., 2011a). Ces valeurs sont proches des
valeurs signalées sur des différents échantillons de bouhezza des fermes, soit pH = 4,03
(AISSAOUI ZITOUN, 2004), pH = 3,9 (NIMER, 2006), et pH = 4 (LEMOUCH]I, 2007). Et
auss sur différents échantillons de bouhezza des fabrications, avec pH de 4 a 4,1 entre le
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28%™ jour et 70°™ jour de fabrication (AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE, 2006). Le mode
de fabrication de bouhezza est marqué par I’utilisation du Lben caractérisé par son pH acide
de 4,5 (AISSAOUI ZITOUN, 2004), 4,2 (BENMASSAI et FATHALLAH, 2009).

Le pH de bouhezza est d’environ 4, ceci suggére que I’activité de sa flore microbienne
lactique est assez importante et que, soit le milieu ne permet pas le développement de la flore
de dégradation d’acide lactique en nombre important, soit les gjouts en continue de Lben/lait
cru (source de lactose et des ferments lactiques), ne permettent pas a ces flores d’augmenter le
pH.

La teneur en acide lactique dans les six échantillons est entre 0,78 et 1,69 g d’acide
lactique pour cent g de bouhezza, soit entre 3,24 et 5,25 g d’acide lactique pour cent g de
matiere seche, ces résultats sont proches de ceux rapportés par AISSAOUI ZITOUN (2004),
avec des valeurs évoluants durant les premiers 55 jours de fabrication (avant les gouts de lait
cru) de 1,06 a 4,69 g d’acide lactique pour cent g de matiére seche. A lafin de la fabrication
(70 jours d’age), le taux d’acide lactique est de I’ordre de 5,8 g pour cent g de la matiére seche
soit 2 % dans le fromage (AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE, 2006). BENMASSAI et
FATHALLAH (2009), ont signalé des valeurs durant |a période de fabrication entre 0,78% et
1,85% (g/100g de bouhezza). Un échantillon de ferme a Ain Fakroun apres 45 jours de
fabrication, a une teneur en acide lactique de 0,87% (AISSAOUI ZITOUN, 2004), nos
résultats sont légerement inferieurs a ces valeurs.

La différence des teneurs en acide lactique dans les six échantillons serait due a la
différence des conditions de fabrication, des caractéristiques de la matiere premiere, des
charges bactériennes et de I’a&ge de maturation. Donc le pH faible et I’acidité sont des
caractéristiques de bouhezza.

2-2. Matiéregrasse

Nous notons que la teneur en matiére grasse dans les six échantillons est variable, avec
des valeurs entre 6 et 12,8 g pour cent g de fromage, qui représente entre 24,7 et 39,75 g par
cent g de matiére seche, selon les résultats de AISSAOUI ZITOUN (2004), la teneur en
matiere grasse varie durant la fabrication entre 1,2% dans |la matiére premiére a410,8% dans la
pate fromagere apres 70 jours de fabrication (soit de 12 a 35,85 g par cent g de matiére séche),
et principalement aprés I’adjonction de lait cru de vache, lateneur en matiére grasse augmente
de 6,7% a 10,8% (de 50 jours a 70 jours).

La variation des teneurs en matiére grasse entre les six échantillons des fermes serait
due aux caractéristiques des matieres premieres, et essentiellement les gjouts du lait cru ou
non, pour les trois échantillons, Ech f1, Ech f2 et Ech {3, qui sont fabriqués seulement par

Lben, présentent les teneurs les plus faibles.
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Pour la classification des échantillons de bouhezza des fermes, selon codex alimentaire,
ces échantillons appartiennent a la catégorie des fromages mi gras, leur teneur en matiere
grasse est entre 24,7 et 39,75 g par cent g de matiere seche, c’est la méme classification
donnée par AISSAOUI ZITOUN (2004).

Selon les teneurs en matiére grasse données par GUINEE et MCSWEENEY (2006), sur
différents types de fromage (Danish Havarti 46,99 par cent g de matiére seche, Tilsiter 46%,
Coulommiers 46,8%, Cheddar, Gouda, Blue et Brie entre 42% et 56%, Feta 48%
respectivement, et le Kefalograviera 49%), lateneur en matiére grasse de bouhezza est |a plus
faible.

2-3. Extrait sec total

Des valeurs de matiére séche entre 23,4% et 32,2% sont enregistrées pour les six
échantillons, ces résultats sont inferieurs a ceux rapportés par AISSAOUI ZITOUN et al.
(2011a), qui ont montré que I’extrait sec total durant les dix semaines de fabrication a évolué
de 9,02 % a 35,86 %, avec des fluctuations plus ou moins importantes. |l passe de 9,42% dans
la matiére premiere de départ a 20,6% au cours de la premiére semaine, apres trois semainesiil
atteint 23,3%, et il se stabilise a environ 30% durant les cinq semaines qui suivent, puis il
passe a 35,8% a la fin de fabrication (apres dix semaines). Cette augmentation est due a
I’exsudation du lactosérum a travers les perforations naturelles de la chekoua tout au long de
la fabrication. En effet, I’ajout regulier de Lben et de lait cru et I’égouttage en continu
permettent une augmentation du poids de la masse fromageére.

Et aussi, nos résultats sont largement inférieurs par rapport a un échantillon de ferme a
Ain Fakroun aprés 45 jours de fabrication, qui est préparé au départ par Lben de vache mais
les gouts sont réalises par lait de chevre, avec un extrait sec total d’environ 35,3%
(AISSAOUI ZITOUN, 2004), les échantillons Ech f1 et Ech f2 (&ge de 45 jours) présentent
des teneurs d’environ 24%, selon AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE (2006), a 50 jours de
fabrication ont enregistré des valeurs d’environ 29%.

Cette différence importante serait due a la variabilité en extrait sec des matiéres
premieres qui sont utilisées pour la fabrication, et aux conditions de préparation, et
essentiellement les vitesses de I’égouttage et les quantités du lait ou Lben gjoutées avant lafin
de lafabrication.

La teneur en eau exprimeée en pourcentage dans le fromage dégraissé ‘TEFD’, pour les
six échantillons de bouhezza est entre 77,5% et 83,7%. Selon la classification de codex
alimentaire, bouhezza des fermes appartient a la catégorie des fromages a pates molles, c’est
laméme classification donnée par AISSAOUI ZITOUN (2004).

2-4. Taux de NaCl
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Comme le montre le tableau 13, le taux de NaCl varie considérablement entre les six
échantillons analysés, avec des valeurs entre 1,04% et 2,36%, (soit entre 10,4 et 23,6 g NaCl.
Kg™), nous observons que les échantillons les moins &gés et n’ayant pas subit des gjouts de
lait cru présentent des valeurs plus élevées que les autres, selon les résultats de AISSAOUI
ZITOUN et al. (2011a), la teneur en chlorures de bouhezza est assez importante entre la
premiere et la septieme semaine de fabrication avec un taux qui varie entre 2,4 et 4 g pour
cent g de fromage, suite a I’adjonction de lait cru non sal€, la teneur en chlorure baisse durant
la dixieme semaine & 2,3 g pour cent g de fromage. Selon ALAIS et LINDEN (1997) et FOX
et al. (2000), la plupart des fromages ont un taux en sel de 10 et 20 g.Kg™. Les échantillons
Ech 1, Ech 2, Ech f3 et Ech f4 présentent des valeurs proches aux valeurs enregistrées pour
un échantillon de ferme a 45 jours de fabrication, qui possede une teneur de 2,32 g pourcent g
de fromage. Pour ce fromage le salage est réalisé seulement pendant le remplissage de
chekoua par Lben avec des quantités supérieures a 500 g, mais les autres gjouts de lait de
chevre sont rarement accompagnés de salage (AISSAOUI ZITOUN, 2004).

Les différences entre les valeurs des taux de NaCl seraient dues a la différence de mode
de salage, les quantités de sel et les fréquences des gjouts de Lben/lait et aussi ala nature des
matieres premieéres utilisées.

2-5. Taux de I’azote total et sesfractions

La fraction ANC (azote non caséinique) est utilisée avec la fraction ANP (azote non
protéique), pour déterminer la nature de la protéolyse. L'ANC donne des informations sur
I'activité des protéinases et caractérise |'affinage en largeur (dégradation des caséines vers des
fragments solubles dans I'eau), alors que I'ANP est |ié al'activité des peptidases et caractérise
I'affinage dans sa profondeur (dégradation de I'ANC vers des fragments plus petits)
(SERHAN, 2008).

Tableau 14. Vaeurs moyennes des fractions azotées pour les six échantillons.

Echantillons NT MAT ANC (% NT) | ANP (%NT)
Ech f1 2,07 13,20 8,49 5,66
Ech {2 1,95 12,44 8,65 5,76
Ech {3 2,39 15,25 9,52 7,61
Ech f4 2,33 14,86 10,83 9,16
Ech f5 2,81 17,93 12,61 9
Ech f6 2,67 17,03 16,23 13,67

NT : Azote total (g pour cent g de produist frais). ANC (% NT) : pourcentage de I’azote soluble a
pH 4,6 par rapport au NT. ANP (%NT) pourcentage de I’azote non protéique par rapport au NT.
MAT : matiére azotéetotale (NT X 6,38).

62



Résultats et discussion

Les valeurs en azote total dans les six échantillons varient de 1,95 et 2,81 g par cent g de
fromage (tableau 14), ce qui représente des valeurs en matieres azotées totale entre 12,44 et
17,93 g par cent g de fromage.

Selon les résultats de AISSAOUI ZITOUN et ZIDOUNE (2006), AISSAOUI ZITOUN
et al. (2011a), la teneur en azote totale est variable durant la fabrication entre 0,54% dans la
matiere premiere (Lben) a 3,03% dans la pate fromageére apres 70 jours de fabrication, ce qui
représente des valeurs de matiere azotée totale de 3,45% de Lben a 19,32% dans bouhezza
aprés dix semaines de fabrication.

D’apres AISSAOUI ZITOUN (2004), a40 jours de fabrication les valeurs en azote total
sont de 2,38%, ces résultats sont aussi similaires aux résultats observés pour un échantillon de
ferme a Ain Fakroun apres 45jours d’affinage qui présente une valeur de 2,2%. Nos résultats
sont un peu plus faibles par rapport a ces valeurs, pour les échantillons Ech f1 et Ech f2 (2,07
% et 1,95% en azote total, respectivement). Aussi, d’apres AISSAOUI ZITOUN (2004), a 63
jours de fabrication la teneur est de 2,56% et les échantillons Ech 3 et Ech f4 apres 60 jours
de maturation présentent 2,39% et 2,33%, respectivement. Et a la fin de fabrication (apres 70
jours), bouhezza présente une valeur de 3,03% en azote total, et notre échantillon Ech f5 (75
jours) présente une valeur de 2,81 %.

La fraction de I’azote soluble a pH 4,6 dans I’azote total est souvent utilisée comme
indicateur de la maturation des fromages (REVILLE et FOX, 1978 ; BYNUM et BARBANO,
1985 ; LABORDA et RUBIOLO, 1999 ; GOROSTIZA et al., 2004). Pour les six échantillons
le taux de maturation varie de 8,49% a 16,23%, nous remarquons gue le taux de maturation
augmente avec I’age d’affinage de bouhezza. D’apres lalittérature, le taux de maturation varie
selon les fromages, comme le Gouda présente des valeurs d’environ 13% apres siX semaines
(MESSENS et al., 1999), et apres 24 semaines il atteint 23% a 25% (EXTERKATE et
ALTING, 1995), le Darfiyeh est caractérisé par un taux de protéolyse qui varie de 17% a 20%
aprés deux mois d’affinage (SERHAN et al., 2010), le Camembert a un mois d’affinage, son
taux de maturation est d’environ 15% a 17% en surface (MICHALSKI et al., 2003), et
d’environ 9% a 12% seulement dans le cceur (SOUSA et MCSWEENEY, 2001), le Feta
présente un taux de protéolyse d’environ 17% a 20% apres deux a six mois de maturation
(SARANTINOPOULOS €t al., 2002 ; MICHAELIDOU et al., 2003 ). Le Cheddar présente
des valeurs d’environ 20% a 25% apres 4 mois d’affinage (REHMAN et FOX, 2002 ;
BARRETT et al., 1999), dans le Parmesan le taux de protéolyse attient 35% apres deux ans
d’affinage (CARERI et al., 1996), et le Gorgonzola peut présenter des taux qui peuvent aller
jusqu’a 43% a46% (ZARMPOUTIS et al., 1997).
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Le taux de I’azote non protéique dans les six échantillons est entre 5,66% et 13,67%,
ces valeurs sont un peu faibles par rapport a celles rapportées pour le Darfeyh, qui présente
des valeurs entre 14% et 18% apres deux mois d’affinage (SERHAN et al., 2010), Cependant
ces valeures sont un peu similaires pour le Telem, qui présente des valeurs entre 7% et 10%
apres trois mois d’affinage (PAPPA et al., 2006).

La protéolyse de bouhezza ne peut se faire que par les enzymes natives du lait
(essentiellement la Cathepsine D et la plasmine), et aussi par les protéases endogéenes
apporteés par les microorganismes. Le pH optimum d’activité de la cathepsine D est 4 (FOX
et al.,, 2000; Mcsweeney, 2011), c’est le pH enregistré pour bouhezza. Selon FOX et
MCSWEENEY (1996), les différences de teneur en azote soluble sont dues a des différences
de I'humidité, du température, de pH, et la durée de maturation,

Le taux d'humidité est consideré comme un facteur important affectant le degré de la
protéolyse, destaux élevés de NaCl et de I'humidité pourraient justifier |'activité protéolytique
basse observée dans des fromages artisanaux (CALVO et al., 2007). Dans le procédé de
fabrication de bouhezza, il n’y a pas d’adjonction des protéases, ni utilisation des ferments
sélectionnés, et aussi I’effet de I’égouttage en continue ce qui expliquerait les résultats
enrégistrés.

Ces résultats montrent que le fromage bouhezza de ferme est caractérisé par une
protéolyse peu importante, probablement due a I’activité des enzymes du lait cru, et delaflore

microbienne, essentiellement laflore lactique qui est présente avec des nombres importants.

3- Caractérisationsdela protéolyse

3-1. Electrophorese de la fraction azotée insoluble a pH 4,6 sur gel de polyacrilamide
en présence d’urée (PAGE-Urée)

La protéolyse primaire dans les fromages correspond aux changements des caséines-q, 3
et y, qui peuvent étre détectées par éectrophorése sur gel de polyacrylamide, particuliérement
par PAGE-Urée (PAVIA et al., 2000). La sensihilité et le pouvoir de résolution de cette
technique lui ont valu d’étre considérée comme un outil performant dans I’évaluation de la
protéolyse des caséines.

L’identification des bandes se fait a I’aide de marqueur des caséines natives et par
comparaison aux littératures. Par exemple : DE WIT et al., (2005), ont identifié 22 bandes a
partir de lalittérature durant I’affinage du Cheddar aprés I’adjonction des levures.

Le profil éectrophorétique des protéines insolubles a pH 4,6 a montré différentes
bandes (Figure 12), qui correspondent aux caséines natives, et les fragments résultants de leur
hydrolyse. Dans le profil électrophorétique, il existe deux bandes caractéristiques trés

intenses, qui correspondent aux caséines natives (caséine-as et caséne-ff)
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Figure 12. PAGE-Urée des proténes insolubles a pH 4,6 de bouhezza de différentes
fermes.

1. Echfl, 2. Ech 2, 3.Ech {3, 4.Ech f4, 5.Ech {5, 6.Ech f6. CN. Caséine bovine entiére.

La bande qui possede la mohilité la plus élevée était les caséines-as. la caséine-pf se
déplace avec mobilité plus faible (MCSWEENEY et al., 1994 ; SOUSA et MALCATA,
1998). Nous observons trois bandes de mobilité plus faible que celle de caséne-f3, ces bandes
correspondant aux y»- (B-CN f106-209) y;- (B-CN f29-209), et ys- (B-CN f108-209) (SOUSA
et al., 2001 ; FALLICO et al., 2004 ; DE WIT et al., 2005). Ces peptides se produisent par
I’action précoce de la plasmine sur lacaséine-f (KELLY et al., 2006).

L’intensité de ces trois bandes diminue dans les échantillons de bouhezza les plus &gés,
on observe que I’intensité de la bande de y;- (B-CN f29-209) est tres faible dans les
échantillons de 60, 75 et 120 jours de maturation, probablement I’hydrolyse de ces fragments

se produit par des enzymes microbiennes.
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Deux bandes de mohilité plus lente que les trois bandes des caséines-y ont été détectées,
selon DE WIT et al. (2005), ces bandes correspondent aux 3-CN (f106-149) et 3-CN (f106-
128), ces fragments produits a partir de caséne-f3, et peut étre par I’action de plasmine du lait
ou des enzymes microbiennes a activité similaire de celle de trypsine (FALLICO et al., 2004 ;
2005), I’intensité de ces bandes est plus forte dans les échantillons de bouhezza les plus agés
(Ech f4 f5et £6), ce qui correspond ala diminution de I’intensité des bandes de caséine-p.

L’hydrolyse de caséine-a; par la chymosine produit des peptides qui se déplacent plus
vite que les caséines-as natives (MCSWEENEY et al., 1994 ; FALLICO et al., 2004), qui se
trouvent juste apres les bandes de caséine-as, €t qui correspondent aux fragments agl-CN(f
24-199) et 0g-CN(f 102-199), mais la détection de ces peptides dans bouhezza serait due a
I’action de Cathepsine D ou par des enzymes microbiennes, la spécificité de Cathepsine D sur
la caséine-0g est similaire a I’action de Chymosine (MCSWEENEY et al., 1994 ; MOONEY
et al., 1998).

Deux bandes de mobilité plus élevée que agl-CN(f 24-199) et ag-CN(f 102-199), ont
été détectées, selon DE WIT et al. (2005) ces bandes correspondent probablement au 0g-CN
(110-199) et ag-CN (60-*) (* : extrémité C-terminale non identifiée).

D’aprés FALLICO et al. (2005), des fragments avec la mobilité la plus élevée peuvent
étre produits & partir de caséine-as, ce qui correspond au og-(f ). Nous observons que
I’échantillon de 120 jours d’affinage présente une protéolyse plus prononcée par rapport aux
autres échantillons.

Donc la protéolyse primaire des caséines de bouhezza des fermes par les protéinases du
lait et/ou de sa microflore, permet de donner différents fragments casiéniques insolubles a pH
4,6 détectés par PAGE-Urée, qui correspondent aux fragments: -CN (f106-128), B-CN
(f106-149), les casienes-y (Y, Y3 €t y1), BI-CN (1-192), a5,-CN (102-199), ag,-CN (24-199).
0s1-CN (110-199) et ag; CN (60-*), en plus des autres fragments o (f ).

3-2. Chromatographie Liquide Haute Perfor mance en Phase | nverse (RP-HPL C)

L’HPLC en phase inverse a été largement utilisée pour caractériser les peptides des
hydrolysats des caséines (MCSWEENEY et al., 1994), cette technique est également tres
précieuse pour séparer les peptides dans les extraits azotés des fromages (DE LLANO €t al.,
1995; LABORDA et RUBIOLO, 1999; PAVIA et al., 2000), principament les fractions
solubles en eau, ou a pH 4,6 et les fractions solubles et insolubles dans I’éthanol a 70%, ces
fractions azotées sont extensivement analysées dans plusieurs fromages, par exemple:
Cheddar (FOLKERTSMA et al., 1995 ; WALLACE et FOX, 1996 ; REHMAN et al., 2000 ),
Emmental (ROHM et al., 1996), Canestrato Pugliese (ALBENZIO et al., 2001), Prast
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(PRIPP et al., 2006), Taleggio (GOBBETTI et al., 1997,) Canestrato Pugliese, Fiore Sardo et
Pecorino Romano (DI CAGNOA et al., 2003), Fossa (GOBBETTI et al., 1999), Teleme
(PAPPA et al., 2006), Ragusano (FALLICO et al., 2004 ; 2005).

Pour |e fromage bouhezza c’est la premiére fois qu’on effectue I’analyse par I’'HPLC de
quel ques fractions azotées.

Selon plusieurs auteurs (DE LLANO et al., 1995; LABORDA et RUBIOLO, 1999 ;
HAYALOGLU et al., 2004 ; FALLICO et al., 2005), les chromatogrammes de RP-HPLC des
fractions solubles a pH 4,6, solubles et insolubles dans I’éhanol & 70% peuvent étre divises
en 3 zones, la plupart des acides aminés libres sont élués de 0 min a 10 min, les peptides
hydrophiles dans I'intervalle de 10 min a 35 min, et la fraction des peptides hydrophobes est
généralement élue dans|'intervalle de 35 a 65 min ou jusqu’a 70 min.

Les chromatogrammes de RP-HPLC de différentes fractions azotées des fromages sont
généralement complexes et présentent un nombre trés élevé des pics avec des profils
caractéristiques (FOX et MCSWEENEY, 1997). Les profils de RP-HPLC de la fraction
soluble a pH 4,6 et des sous-fractions de celui-ci présentent des caractéristiques qui dependent
de lavariété des fromages (FOX et al., 2000). D’apres la littérature, les chromatogrammes des
fractions azotées des fromages des fabrications similaires, ou le suivi du cinétique de la méme
fabrication présente des profils caractérisés par la présence de plusieurs pics avec les mémes
temps de rétention (Figure 13) (LYNCH et al., 1996 ; GOBBETTI et al., 1999 ; PRIPP et al.,
2000 ; HAYALOGLU et al., 2004 ; QUINTO et al., 2007).

Il est admis gque |e pourcentage des surfaces qui correspondent aux peptides hydrophiles
et aux peptides hydrophobes et le rapport des surfaces des chromatogrammes des peptides
hydrophobes par rapport aux peptides hydrophiles est un moyen utilisable pour évauer le
processus du protéolyse dans les fromages (DE LLANO et al., 1995 ; MALLATOU et al.,
2004 ; PICON et al., 2007; TEJADA et al., 2008 ; VIVAR-QUINTANA et al., 2009).

Nous avons remarqué que pour les trois fractions des six échantillons analysés, il n’y a
pas des pics aprés la 65°™ min.

Les chromatogrammes des fractions azotées de bouhezza solubles a pH 4,6 ne
présentent pas des pics caractéristiqgues communs pour les six échantillons (Figure 13),
probablement parce que la qualité et les quantités des peptides et des acides aminés sont
différentes dans les six échantillons des fermes, cette différence serait due a I’effet du
processus de fabrication caractérisé par I’gjout de Lben/lait cru et I’égouttage en permanent

pendant I’affinage de bouhezza.
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Figure 13. Superposition des chromatogrammes de RP-HPL C des fractions solubles a pH 4,6

pour les six échantillons de bouhezza.

1. Echfl, 2. Echf2, 3. Echf3, 4. Echf4, 5. Ech 5, 6. Ech f6.
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Profil de la RP-HPLC des fractions solubles a
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fabriqué par addition de différentes souches
(A. Lc. lactis subsp. lactis UC317, B. Lc. lactis
subsp. lactis NCDO763, C. Lc. lactis subsp.
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2004).

Profil de la RP-HPLC des fractions solubles a
pH 4,6 du fromage ‘Tulum’ affiné dans des
sacs en plastique ou dans une peau de chevre
(@290 jours). P et T : se référer aux fromages
affinés en matériaux de plastique (P) ou dans
une peau de chevre (T) (d’apres
HAYALOGLU et al., 2007).

Figure 14. Exemples des profils du RP-HPLC des fractions solubles a pH 4,6 pour deux types

des fromages.
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Les résultats de RP-HPLC permettent de calculer le pourcentage des surfaces des trois

zones par rapport ala surface totale des chromatogrammes, qui correspond aux acides aminés
libres, les peptides hydrophiles et |es peptides hydrophobes (tableau 15).

Tableau 15. Pourcentage des surfaces de différentes zones des chromatogrammes de la
fraction insoluble dans 70% d’éthanol.

Echantillons | Intervalles destemps | Pourcentage de surface (%) | Rapport Pt phob/Pt phil

De0al10min 21,35

Echfl De 10 &4 35min 41,35 0,90
A partir de 35min 37,30
De0al10min 20,50

Echf2 De 10 a4 35min 42,90 0,85
A partir de 35min 36,60
De0al0min 23,70

Echf3 De 10 4 35min 40,11 0,90
A partir de 35min 36,19
De0al0min 19,30

Echf4 De 10 a 35min 45,42 0,77
A partir de 35min 35,28
De0al0min 27,69

Ech 5 De 10 a 35min 40,6 0,78
A partir de 35min 31,71
De0al0min 16,14

Ech 6 De 10 &4 35min 54,51 0,54
A partir de 35min 29,39

Rapport Pt phob/Pt phil: rapport des surfaces du chromatogramme des peptides hydrophobes par
rapport alasurface qui correspond aux peptides hydrophiles.

Les pourcentages des surfaces qui correspondent aux acides aminés libres pour les six
échantillons sont entre 16,14%, et 27,69%, cette surface est moins importante dans
I’échantillon le plus &gé (16,14%).

Les surfaces qui correspondent aux peptides hydrophiles représentent les pourcentages
les plus élevés, entre 40,11% et 54,5% dans les six échantillons. Nous observons que
I’échantillon le plus &gé est caractérisé par |e pourcentage le plus élevé, selon les résultats de
VIVAR-QUINTANA et al. (2009), sur 224 échantillons des différents fromages de trois types
delait cru (vache, chevre et de brebis), les pourcentages des surfaces des peptides hydrophiles
augmentent avec I’age de I’affinage, des résultats similaires ont été rapportés par TEJADA et
al. (2008).

Le rapport des pourcentages des surfaces des peptides hydrophobes par rapport aux
pourcentages des surfaces des peptides hydrophiles est entre 0,92 et 0,54 pour les six
échantillons, cependant | e sixiéme échantillon présente le rapport le plus faible (0,54).
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DE LLANO et al. (1995), ont rapporté que le rapport des pourcentages des surfaces des
peptides hydrophobes par rapport aux peptides hydrophiles dans les extraits azotés solubles
dans I’eau, diminue avec I’age d’affinage pour six fromages artisanaux (Afuega’l Pitu blanc,
Afuega'l Pitu rouge, Vidiago, Beyos, Cabrales et Ped), cette diminution est corrélée
positivement avec I’age de maturation. Le faible rapport des pourcentages des surfaces des
peptides hydrophobes par rapport aux pourcentages des surfaces des peptides hydrophiles,
dans I’échantillon Ech 6, probablement est le résultat de dégradation des peptides

hydrophobes en peptides plus petits et en acides aminés.
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Figure 15. Superposition des chromatogrammes de RP-HPL C obtenus de la fraction insoluble
dans |’éthanol a 70% pour les six échantillons.

1. Echfl, 2. Echf2, 3. Echf3, 4. Ech f4, 5. Ech f5, 6. Ech 6.
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Tableau 16. Pourcentage des surfaces de différentes zones des chromatogrammes de la
fraction insoluble dans I’ é&thanol a 70%.

Echantillons | Intervalles detemps | Pourcentage de surface (%) | Rapport Pt phob/Pt phil

De0al0min 12,05

Echfl De 10 a 35min 46,37 0,90
A partir de 35min 41,58
De0al10min 14,48

Echf2 De 10 a 35min 39,87 1,14
A partir de 35min 45,65
De0Oalmin 12,69

Echf3 De 10 &4 35min 32,68 1,67
A partir de 35min 54,63
De0al10min 9,55

Echf 4 De 10 &4 35min 36,18 1,50
A partir de 35min 54,27
De0al10min 7,64

Echf5 De 10 a4 35min 38,38 1,40
A partir de 35min 53,98
De0al10min 5,62

Echf 6 De 10 &4 35min 32,49 1,90
A partir de 35min 61,89

Rapport Pt phob/Pt phil : rapport des surfaces du chromatogramme des peptides hydrophobes par
rapport alasurface qui correspond aux peptides hydrophiles

Les chromatogrammes obtenus par RP-HPLC de la fraction insoluble dans I’éthanol a
70% (Figure 15), présentent trois pics caractéristiques communs pour les six échantillons,
avec des hauteurs trés élevées (le pic 3 de I’échantillons Ech f1 est le plus élevé et présente
16,62% de la surface totale du chromatogramme), et des temps des retentions entre et 50 min
et 55 min, les trois pics caractéristiques de I’échantillon Ech f3 ayant des temps de retentions
(48min, 51min et 53min) inférieurs par rapport aux autres échantillons.

L e pourcentage des surfaces qui correspondent aux acides aminés libres est entre 5,62%
et 14,48%, nous observons que le pourcentage de cette surface est plus important dans les
échantillons les moins &gés que dans les plus &gés. et I’échantillon Ech f6 présente le
pourcentage le plus faible (5,62%). Ces résultats sont inférieurs a ceux trouvés par FALLICO
et al. (2005) dans e fromage Ragusano (entre 18% et 22% en acides aminés libres).

Le rapport des surfaces des peptides hydrophobes par rapport aux peptides hydrophiles
se situe entre 0,9 et 1,90, on observe que I’échantillon Ech f6 présente |e rapport le plus élevé
(rapport de 1,9), par contre a I’échantillon Ech f1 (rapport de 0,9).
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Figure 16. Superposition des chromatogrammes de RP-HPLC obtenus de la fraction soluble

dans |’éthanol a 70%.
1. Echfl, 2. Ech f2, 3. Echf3, 4. Ech f4, 5. Ech f5, 6. Ech 6.

.Tableau 17. Pourcentage des surfaces de différentes zones des chromatogrammes de la
fraction soluble dans|”éthanol a 70%.

Echantillons | Intervalles de temps Pourcentage de surface (%) | Rapport Pt phob/Pt phil

De0a10min 13,66

Echfl De 10 a35min 50,09 0,72
A partir de 35min 36,25
De0a10min 14,30

Echf 2 De 10 a35min 47,58 0,80
A partir de 35min 38,12
DeOalmin 11,67

Echf3 De 10 a35min 45,88 0,92
A partir de 35min 42,45
De0Oal10min 14,13

Echf4 De10a35min 47,22 0,81
A partir de 35min 38,65
De0Oal10min 9,91

Echf5 De10a35min 46,47 0,93
A partir de 35min 43,62
De0Oal10min 8,49

Echf 6 De 10 a35min 52,63 0,72
A partir de 35min 38,88

Rapport Pt phob/Pt phil : rapport des surfaces du chromatogramme des peptides hydrophobes par
rapport ala surface qui correspond aux peptides hydrophiles
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Les chromatogrammes obtenus par RP-HPLC de la fraction soluble dans I’éthanol a
70% ne présentent pas des pics caractéristiques communs entre les six échantillons (Figure
16)

L e pourcentage des surfaces qui correspondent aux acides aminés libres est entre 8,49%
et 14,13%, ces résultats sont largement inférieurs aux résultats rapporté FALLICO et al.
(2005), dans les chromatogrammes obtenus par RP-HPLC de la fraction soluble dans
I’éthanol a 70% de Ragusano, les acides aminés libres présentent 49% et 51%, ce qui est
expliqué par une protéolyse poussée des peptides en acides aminés par les différentes
peptidases microbiennes. Les faibles proportions des acides aminés dans bouhezza serait dues
aux faibles hydrolyses des peptides par les peptidases microbiennes, ou par leur
meétabolisation par les différentes flores pendant la maturation ou probablement par I’éffet de
I’égouttage en continue pendant I’affinage apres les gjouts du Lben/lait. Et le rapport des
surfaces des peptides hydrophobes par rapport aux peptides hydrophiles est entre 0,72 et 0,93
pour les six échantillons, ces valeurs sont proches a celles dans les six échantillons.

Dans les six échantillons de bouhezza il existe des peptides avec différentes
hydrophobicités, qui serait due a I’hydrolyse des caséines ou les fragments caséiniques
solubles a pH 4,6, ces peptides eux-méme subissent une hydrolyse plus ou moins importante
probablement par |es peptidases microbiennes qui donnent des acides aminés, avec différentes

proportions dans les six échantillons.
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Conclusion

A travers cette recherche, nous apportons notre contribution a la caractérisation du
fromage traditionnel bouhezza de ferme, cette caractérisation a porté sur quelques aspects
et abouti aux conclusions suivantes.

D’une maniére général, la caractérisation physico-chimique des six échantillons de
ferme a permis de les décrire avec un extrait sec allant de 23,4% a 32,2% et un taux
gras/sec entre 24,7% et 39,75%. lls ont un pH faible d’environ 4, une acidité lactique entre
0,78% et 1,69%, un taux de sels entre 1,04% et 2,36% dans la matiére humide et des
valeurs en matiéres azotées totale entre 12,44 et 17,93 g par cent g de fromage.

Le premier aspect a concerné la caractérisation microbiologique : bouhezza est un
fromage fabriqué a partir de lait cru non ensemencé et n’ayant subi aucun traitement
thermique. Nous avons remarqué I’absence des trois types des bactéries
pathogenes, Salmonella, Listeria monocytogenes et Escherichia coli O157 : H7 dans les
six échantillons. Apreés le dénombrement des principal es flores, nous avons constaté que la
microflore de bouhezza est composée essentiellement par des bactéries lactiques
(lactobacilles et streptocoques lactiques) dont la charge prédomine largement les autres
flores dénombrées, avec environ 10" UFC/g & 10° UFC/g pour les mésophiles et 10° UFC/g
& 10’ UFC/g pour les thermophiles, et |a flore mésophile totale de I’ordre de 10° UFC/g.
Cependant, I’échantillon le plus &gé (f6 :120 jours) présente les charges les plus faibles
pour les différentes flores. Laflore fongique ne représente qu’une fraction tres faible et les

coliformes fécaux et totaux sont absents pour les six échantillons de ferme.

Une image globale des communautés bactériennes dominantes du bouhezza a été
obtenue a I’aide de la technigue PCR-TTGE. Le profil de la TTGE montre que
I’écosystéeme bactérien du bouhezza de ferme n’est pas tres riche; entre trois et cing
bandes sont détectées dans cing de nos différents échantillons. L’exception est enregistrée
pour I’échantillon de 120 jours d’affinage qui présente 10 bandes. Deux bandes communes
pour les six échantillons sont associées aux Lactobacillus plantarum et Lactococcus lactis
subsp. cremoris, comme des especes dominantes. Une troisieme bande qui correspondrait a
la présence de Lactobacillus helveticus et/ou Lactobacillus acidophilus et/ou Lactobacillus
crispatus, est observée pour les quatre échantillons f1, f2, f3 et f5. La bande qui
représentant Staphylococcus equorum subsp. linens est présente dans trois échantillons
(Ech f1, Ech f2 et Ech f4). Une exception a été observée pour I’échantillon 16, le plus age

qui montre dix bandes pouvant représentes jusqu’a sept genres différents. Malgré la non
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identification de I’une de ces dix bandes, cela exprimerait la présence dans ce fromage un

nombre des espéces allant de 10 a 15 participent a I’écosysteme installé.

Le deuxieme aspect qui a concerné la caractérisation de la protéolyse a révélé des
taux de maturation de bouhezza relativement peu important, variant de 8,49% a 16,23% en
alant du plus jeune au plus &gé des échantillons. Le taux de I’azote non protéique dans les
six échantillons se situe entre 5,66% et 13,67%, ce qui montre que la protéolyse dans

bouhezza de ferme est relativement peu importante.

La protéolyse primaire des caséines de bouhezza par |es protéinases indigenes du lait
et/ou de la microflore, permet de donner différents fragments caséniques insolubles a pH
4,6 détectés en PAGE-Ureée et correspondent aux fragments : B-CN (f106-128), B-CN
(f106-149), BI-CN (1-192), les caséinesy (yz, Y3 et y1), ag-CN (102-199), o |-CN (24-
199). 0-CN (110-199) et 0; CN (60-*), en plus des autres fragments ag (f 7).

Les analyses par RP-HPLC des fractions solubles a pH 4,6, solubles et insolubles
dans I’éthanol a 70%, montrent que seuls les profils chromatographiques de la fraction
insoluble dans I’éthanol pour les six échantillons, présentent des similarités dans la forme
générale, caractérisés par des pics ayant des hauteurs élevées et des temps de rétention

proches, contrairement des fractions solubles a pH 4,6 et solubles dans I’éthanol.

Dans les trois fractions les pourcentages des acides aminés libres sont les plus faibles
par rapport aux pourcentages des peptides. Le pourcentage exprimant la part des peptides
hydrophiles est plus élevé dans les deux fractions solubles, a pH 4,6 (entre 40,1% et
54,5%) et dans I’éthanol (entre 45,8% et 52,6%). Les peptides hydrophobes par contre,
dominent dans la fraction insoluble dans I’éthanol (41,5% et 61,8%).

L’ensemble des résultats auxquels a abouti notre éude constitue une contribution de
la caractérisation de bouhezza de ferme, qui mérite d’étre complétée par d’autres études.

En perspectiveil est intéressant

- d’élargir les analyses a des échantillons de différentes régions et a des fabrications
au lait de chévre ou de mélange a différents stades de maturation ;

- d’envisager des approches expérimentales pour expliquer I’effet de la pate
fromageére et/ou de I’écosystéme microbien pendant I’affinage sur les germes pathogenes ;

- d’approfondir la caractérisation microbiologique pour expliquer le rble de
I’écosysteme de la chekoua et son interaction avec celui de bouhezza sur I’affinage.
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Annexe 1. Profils obtenus par RP-HPLC des fractions solubles a pH 4,6. Pour les six

échantillons de Bouhezza de ferme

1.Echfl, 2. Ech f2, 3. Echf3, 4. Ech f4, 5. Ech f5, 6. Ech f6.
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Annexe 2. Profils obtenus par RP-HPLC de la fraction azotée insoluble dans |'éhanol
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Abstract

Bouhezza is a traditional cheese known in the area of "chaouia', in the east of
Algeria. The aim of this study was to contribute to the characterization of microbiological
and proteolysis of Bouhezza cheese of farm.

Six samples of Bouhezza cheese have been collected in the rural areas in the wilaya
of Oum El Bouaghi. A count of the principal microbial groups indicates that the microflora
of bouhezza was consists essentially of lactic acid bacteria (lactobacilli and lactic
streptococci). Fungal flora represents only a very small fraction of microbia populations,
total and fecal coliform are absent. The detection of the three pathogens by BAX® system
method has demonstrated the absence of Salmonella, Listeria monocytogenes and
Escherichia coli O157: H7 in the six samples of bouhezza.

A global picture of bacterial communities of bouhezza is carried out by the PCR-
Tempora Temperature Gel Electrophoresis, showed that the bacterial ecosystem is not
very rich, with adominance principally of Lactobacillus plantarum and Lactococcus lactis
subsp. cremoris in al samples, and secondarily of Lactococcus helveticus and/or
Lactococcus acidophilus and/or Lactococcus crispatus in four samples. Staphylococcus
equorum subsp. linens are present in three others.

Proteolysis of bouhezza is not very large, with arate of maturation which varies from
8.49% to 16.23% for the six samples. Electrophoretic separation of the insoluble nitrogen
fraction at pH 4.6 by ureaPAGE detects different bands representing the diversity of
casein fragments resulting from hydrolysis of casein by enzymes from the milk and/or
from microflora of bouhezza.

The analyses by Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography of the
fractions soluble at pH 4.6, soluble and insoluble in 70% of ethanol, show that only the
chromatographic profiles of the ethanol insoluble fraction of six samples show similarities.
The percentages of free amino acids in the three fractions are smaller compared to the
percentages of peptides. The percentage of hydrophilic peptides is higher in both soluble
fractions (40.1% to 54.5% for the soluble fraction at pH 4.6 and 45.8% to 52.6% for the
soluble fraction of ethanol). However the proportion of hydrophobic peptides is higher in
the insoluble fraction in ethanol (between 41.5% and 61.8%).

Keywords: traditional cheese, Bouhezza, ripening, microbiology, proteolysis, PCR-
TTGE, RP-HPLC, PAGE-Urea.



Résumeé
Bouhezza est un fromage de terroir, connu depuis longtemps dans la région
des «chaouia» a I’est algérien. Ce travail a pour objectif principal d’apporter une

contribution a la caractérisation de bouhezza de ferme, au point de vue microbiologique et
de la protéolyse de ce fromage.

Nous avons collecté six échantillons de bouhezza de fermes des régions ruraes de la
wilaya d’Oum EI Bouaghi. Un dénombrement des principaux groupes microbiens montre
que la microflore de bouhezza est constituée essentiellement par les bactéries lactiques :
lactobacilles et streptocoques lactiques. La flore fongique ne représente qu’une trés faible
fraction des populations microbiennes et les coliformes fécaux et totaux sont absents. La
détection par la méthode systéme BAX® a démontré I’absence des trois pathogénes
Salmonella, Listeria monocytogenes et Escherichia coli O157: H7.

Une image globale des communautés bactériennes de bouhezza est réalisée par la
technique PCR-Temporal Temperature Gel Electrophoresis, et a montré que I’écosystéme
bactérien n’est pas tres riche, avec une dominance principalement de Lactobacillus
plantarum et de Lactococcus lactis subsp. cremoris dans les six échantillons, et
secondairement de Lactococcus Helveticus et/ou Lactococcus acidophilus et/ou
Lactococcus crispatus, dans gquatre échantillons et Saphylococcus equorum subsp. linens
danstrois autres.

La protéolyse de bouhezza est peu importante, avec un taux de maturation qui varie
de 8,49% a 16,23% pour les six échantillons. La séparation éectrophorétique de la fraction
azotée insoluble a pH 4,6 par PAGE-Urée permet de détecter différentes bandes
représentant la diversité des fragments caséiniques résultants de I’hydrolyse des caséines
par les enzymes du lait et/ou de la microflore de bouhezza

Les analyses par Chromatographie Liquide Haute Performance en Phase Inverse des
fractions solubles a pH 4,6, solubles et insolubles dans I’éthanol a 70%, montrent que seuls
les profils chromatographiques de la fraction insoluble dans I’éthanol des six échantillons
présentent des similarités importantes. Les pourcentages des acides aminés libres dans les
trois fractions sont plus faibles par rapport aux pourcentages des peptides. Le pourcentage
des peptides hydrophiles est plus élevé dans les deux fractions solubles (40,1% a 54,5%
pour la fraction soluble a pH 4,6 et 45,8% a 52,6% pour la fraction soluble en éthanal).
Cependant le pourcentage des peptides hydrophobes est plus élevé dans la fraction
insoluble dans I’éthanol (entre 41,5% et 61,8%).

Mots clés: fromage traditionnel, Bouhezza, affinage, microbiologie, protéolyse, PCR-
TTGE, RP-HPLC, PAGE-Urée.
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