Sommaire

Sommaire

Synthese bibliographique

Introduction 1
|. Problématique de la production et d’importation du lait en Algerie 4
1. Données sur la production du lait en Algerie 4
1.1. Introduction 4
2. Structure de la filiére lait en Algérie 5
3. Evolution de la production du lait en Algerie 6
4. Importation du lait en poudre 8
4.1. Evolution des importations d’Algerie en poudre du lait 8
5. La collecte du lait cru 9
6. Les différentes zones de collecte du lait en Algerie 9
6.1. Zone | 9
6.2. Zone Il 9
6.3. Zone 1l 9
I1. Le lait d’espece cameline 10
L. Lait de chamelle 10
1.1. Données sur I’espéce Camelus dromedarius 10
1.2. Caractéristiques du lait de chamelle 11
1.2.1. Caractéristiques physiques et gustatives du lait de chamelle 11

1.3. Composition biochimique du lait de chamelle 12
1.3.1. Protéines du lait camelin 12
1.3.2. Les caséines 13
1.3.3. Différentes fractions des caséines du lait camelin 14

2. Les protéines du lactosérum provenant du lait camelin 16
2.1.a- Lactalbumine 16
2.2. Lactophorine 17
2.3. Les immunoglobulines 17
2.4. La lactoferrine 18
2.5. Lactopéroxydase 19
2.6. Les lysozymes 19
3. Matiére grasse 20




Sommaire

3.1. Globule gras 20
3.2. Les acides gras 21
3.3. Phospholipides du lait de chamelle 23

4. Les vitamines 23
5. Les glucides 26
6. Sels et éléments minéraux 27
I11. Propriétés thérapeutiques attribués au lait d’espéce cameline 29
1. Effets thérapeutiques du lait d’espécd cameline 29
1.1. Notions sur les bienfaits du lait camelin 29

2. Propriétés antimicrobiennes du lait de chamelle. 29
3. Propriétés antivirale du lait d’espéce cameline 31
4. Effets thérapeutiques contre les maladies gastro-intestinales 32
5. Effets thérapeutiques contre I’autisme 33
6. Effets contre I’intolérance au lactose 33
7. Effets thérapeutiques contre les cancers et maladies auto-immunes 33
8. Effets thérapeutiques contre le Diabete Type 1 34
9. Effets thérapeutiques contre allergie 35
10. Effet hypocholestérolémique 36
11. Effets de détoxification 36
V1. Bactéries lactiques thermophiles 37
1. Bactéries lactiques thermophiles 37
1.1. Caractéristiques des bacteéries lactiques thermophiles 37
1.2. Classification des bactéries lactiques selon température de croissance 37
1.3. Groupe des bactéries lactiques thermophiles 37

1. 4. Habitat 38

1. 5. Culture des bactéries lactiques thermophiles 38

2. Caractéristiques des principaux genres d’intérét en technologie laiticre 39
2. 1. Genre Lactobacillus ssp 39

2. 2. Genre Streptococcus thermophilus 39

3. Fermentation lactique 40
3.1. Principales voies fermentaires empreintées par les bactéries lactiques 40
3.1.1. Voie homofermentaire (HMF) 40
3.1.2. Voie hétérofermentraire (HTF) ou voie des pentoses phosphate 40



http://www.rapport-gratuit.com/

Sommaire

4. Roles des bacteéries lactiques en industrie agroalimentaire 41

4. 1. Aptitude acidifiante 41

4. 2. Aptitude aromatisante 41

4. 2.1. Dosage des aromes 43

4.2.1.1. Dosage du diacetyle et d’acétaldé¢hyde d 43

4. 3. Aptitude protéolytique 44

5. Production de bactériocines 44

5.1. Les bactériocines produits par les espéces Streptococcus thermophilus 45

5. 2. Bactériocines produits par Lactobacillus acidophilus 46

5. 3. Bactériocines produits par Lactobacillus helviticus 51
Partie Expérimentale

| .Matériel et Méthodes 53

1. Lieu de réalisation de 1’¢tude 53

2. Matériel 53

3. Echantillonnage 53

3.1. Origine des échantillons du lait d’espéce Cameline 53

3.1.1. Stratégie d’échantillonnage 53

3.1.1. A. Traite, collecte et transport des échantillons 53

I1. Méthodes o4

1. Analyses physico-chimiques 54

1.2. Exploitation et traitement statistiques des résultats 54

2. Analyses microbiologiques 54

3. Isolement des souches lactiques thermophiles : 55

3. 1. Isolement et purification des souches lactiques thermophiles : 55

3. 2. Caractérisation des souches lactiques thermophiles 56

3. 2. 1. Etude des caractéres physiologiques et biochimiques : 56

4. Exploration de la diversité des flores lactiques thermophiles du lait camelin 57

4.1. Reéalisation de la technique Polymérase Chaine Réaction (PCR) 57

4.1.1. Rappel sur le principe de la PCR 57

5. Extraction d’ADN des isolats lactiques thermophiles 58

5.1 Rappel sur le principe de la technique d’extraction d’ADN bactérien 58

5.2. Extraction d’ADN bactérien a partir d’une culture bactérienne 58




Sommaire

5.3. Extraction d’ADN des isolats a paroi Gram positif 58
5.3. A. Etapes suivies 58

5. 3. B. Etape de précipitation d’ADN : 59

5. 3. C. Reactifs utilisés 59
5.4. Extraction d’ADN des isolats a paroi Gram négatif : 59
5.4. A. Etapes de la technique aprés optimisation 59

5. 4. B. Extractions de I’ADN génomique des isolats thermophiles 60

5.4. C. Amplification d’ADN des isolats par PCR 60

a. I’ADN ribosomal nucléaire 61

b. Etape d’amplification des régions intergéniques ITS par PCR 61

C. Amplification par PCR de I’ADN 16S des isolats lactiques 61

d. Analyse électrophorétique de L’ ADN des souches 62

5.4. D. séquencage de I’ADN 168 des souches lactiques isolées 62

6. Réalisation des antibiogrammes des isolats lactiques thermophiles 63
7. Sélection des isolats lactiques thermophiles d’intérét technologique 63
7.1. Etude des aptitudes protéolytiques des isolats lactiques 63
7.2. Suivi de la cinétique d’acidification 64
7.3. Suivi de la cinétique d’aromatisation 64
7.4. Suivi de production des composés aromatiques par les isolats 64
7.4. 1. Evaluation de la production d’acetoine 64
7.4. 2. Par la méthode classique de VVoges Proskauer 64
7.4.3. Evaluation de production d’acetoine (ardmes) par polarographie 65
7.4. 3.1. Principe de la polarographie 65

7.4. 3.1. A. Différentes techniques polarographiques 65

7.4. 3.1. B. Principe de polarographie impulsionnelle différentielle 65

8. Cinétique de production d’acétaldéhyde 66
8. 1. Suivi de la production d’acétaldéhyde par méthode analytique 66

9. Exploration In vitro d’antagonisme entre isolats et souches pathogénes 66
9.1. Antagonisme dirige contre des souches procaryotes a Gram négatif 66

9. 2. Antagonisme dirigé contre des souches procaryotes a Gram positif 66
10. Etape de revivification des souches lactiques thermophiles 67
10.1. Mise en évidence de 1’activité antagoniste 67
11. Conservation des souches lactiques 68




Sommaire

11. A. Conservation de courte durée 68
11. B. Conservation de longue durée 68
Il. Résultats 69

. Résultats des analyses physico- chimiques 69
1.1. Traitement statistiques des résultats des tests physico- chimiques 70

. Résultats des analyses microbiologiques 70
. Isolement et purification des souches lactiques thermophiles 71
3.1 Examen macroscopique des isolats lactiques thermophiles 71
3.2 Aspects macroscopique des souches thermophiles 71
3.2. A. Isolats Streptococcus thermophilus : Aspect macroscopique 71
3.2. B. Isolats Streptococcus thermophilus : Aspect macroscopique 72

. Examen microscopique des isolats 72
4. 1. Aspects microscopiques (Observation a 1’état frais) 72
4. 2. Coloration au bleu de méthylene 73
4. 3. Coloration de Gram 74

. Purification des souches lactiques thermophiles 74
5.1. Purification des souches lactiques sur milieux sélectifs MRS 74
5.2. Purification des souches lactiques sur milieu sélectif M17 75

. Caracteérisation physiologique et biochimique des isolats thermophiles 76
. Biodiversité des flores lactiques thermophiles dans le lait camelin 77
7.1. Extraction d’ADN a partir des isolats lactiques thermophiles lot 1 77
7.2. Extraction d’ADN a partir des isolats lactiques thermophiles lot 2 77
7.3. Résultats de la PCR souches lactiques thermophiles lot 2 79

. Résultats de I’antibiogramme 81
. Sélection technologique des isolats lactiques thermophiles 82
9. 1. Etude des aptitudes protéolytiques des souches lactiques 82
9. 2. Résultats des tests de protéolyse sur milieu Y. M .A. 82
9. 3. Cinétique d’acidification du lait 83
9. 4. Cinétique de la production des aromes 84
9. 4. 1. Révélation de la production des ardmes 84

9. 4. 2. Evaluation des ardmes par polarographie 85

9. 5. Cinétique de la production de I’acétaldéhyde 86




Sommaire

10. Exploration In Vitro d’antagonisme entre isolats lactiques et souches 87
pathogénes

10.1. Entre souches lactiques et souches pathogénes a Gram positif 87

10.2. Entre souches lactiques et souches pathogénes a Gram négatif 88

10. 3. Entre souches lactiques et souches pathogénes eucaryotes 90
Discussion 91
Conclusion 128
Perspectives 130
Références 131

Publications scientifiques

Annexes




Abstract

Abstract

Background: Camel the most adapted species to arid’s areas. Camel’s milk, has
nutritional, therapeutic properties, rich in salts, enzymes, inhibiting microbial activity, hence
it’s long shelf life and low ability to coagulation.

Aim: Study aimed to develop a thermophilic lactic levain of technological interest by
isolation and selection of thermophilic strains from 31 raw camel’s milk samples, collected
from three provinces located in the South-eastern of Algeria : Biskra (11 Samples), Al-Oued
(10 Samples) and M’sila (10 Samples).

Results : physico-chemical exploration gave average values: pH : (6,63- 6,56 and 6,58),
Acidity (26- 26,11 and 23,5°D), conductivity : (5,73- 7,24 and 6,51 ), Viscosity : (3- 3,75 and
3,27), density : (1,03 -1,025 and 0,94), protein’s rates : (33,5- 34 and 25), fat : (28,74- 27,32
and 23,5), dry matter (24,5- 27, and 35,6) for three provinces: Biskra (Bs), El Oued (Eo) and
Msila (Ms) respectively. However samples showed a microbiological quality in accordance
with national and codex standards.

Technological selection stages led to a thermophilic levain starter, formed
by thermophilic strains:  Streptococcus thermophilus and Lactobacillus  sp,
homofermentatives, having exhibited, in pure culture, proteolytic, acidifying flavoring
potentials: acetaldehyde and diacetyl.

The In vitro antagonism of isolates conducted against eukaryotic and prokaryotic target
strains revealed inhibitory effects with inhibition areas

Results: open perspectives for the levain starter use in dairy technology and food
conservation

Keywords: Camelin milk, Physico- chemical, Microbiological, Thermophilic levain,
Selection, Antagonism.



Résume

Résume

La chamelle, est I’espéce laitiere la plus adaptée aux régions arides. Le lait camelin,
ayant des propriétés nutritionnelles, thérapeutiques, riche en enzymes, se conserve longtemps,
par inhibition des flores nuisibles.

L’objectif de I’étude est 1’¢laboration d’un levain thermophile, d’intérét
technologique, par isolement puis sélection des isolats thermophiles a partir des 31
échantillons du lait camelin, collecté de trois wilayas situées aux Sud-est d’Algérie : Biskra,
(11 Echantillons), EI- Oued (10 Echantillons) et Msila (10 Echantillons). L’exploration des
parametres physico- chimiques, microbiologiques et d’évaluer la diversité des flores lactiques
thermophiles autochtones par PCR et réalisation des antibiogrammes.

Résultats des test physico-chimiques, ont donné, pour trois wilayas : Biskra (Bs), El
Oued (Eo) et Msila (Ms) les valeurs moyennes : pH : (6,63- 6,56 et 6,58), Acidité (26- 26,11
et 23,5°D), conductivité : (5,73- 7,24 et 6,51 ), Viscosité : (3- 3,75 et 3,27), densité : (1,03 -
1,025 et 0,94), protéines : (33,5- 34 et 25), matiere grasse : (28,74- 27,32 et 23,5), taux de
cendres (24,5- 27, et 35,6) respectivement. Les analyses microbiologiques ont montré une
qualité microbiologique du lait conforme aux normes nationales et internationales.

Les étapes de sélection technologique ont conduit a un levain thermophile, constitue
des especes thermophiles:  Streptococcus thermophilus et Lactobacillus  ssp,
homofermentaires, ayant exhibée, en culture pures, des potentialités protéolytiques,
acidifiantes, aromatisantes : acétaldéhyde et diacetyle.

L’antagonisme in vitro, des isolats, dirigé contre des flores eucaryotes et procaryotes
a révélé des effets inhibiteurs, ceci ouvre des perspectives prometteuses pour leur éventuelle
application en technologie laitiére et pour conservation des aliments.

Mots clés : Lait d’espece cameline, Physico-chimique, Microbiologique, Levain thermophile,
Sélection, Antagonisme
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Introduction

Introduction

L’Algérie, a I’instar de nombreux pays en voie de développement, et pour couvrir les
besoins locaux en matiére du lait, fait recours aux importations massives du lait en poudre,
la facture relative a ces importations, ne cesse de croitre d’année en année (Hanafi-Djoughlal
2002; Bekhouche-Guendouz,2011; Benyoucef, 2005 ; Meribai et al., 2016).

La filiere lait est fortement dépendante du marché mondial, du fait, d’une totale
déconnexion de I’industrie laitiére (qui repose principalement, sur les transformations du lait
en poudre), de la sphére de production locale. Cette derniere, ne couvre qu’environ 45% de la
demande, produite a 73% par un cheptel essentiellement bovin, d’importation et seulement
1/3 de cette production est intégrée dans le circuit industriel (Anonyme, 2016 ; Meribai et al.,
2016). La quasi-totalité de la production laitiere des autres ruminants : cameline, ovine et
caprine est autoconsommeée (Bekhouche-Guendouz 2011).

La population cameline mondiale est estimée au environ de 20 millions de tétes (FAO,
2008). La chamelle est seule espéce, ayant la capacité de produire du lait sous des conditions
arides (Farah 2004; Farah et Fisher, 2004; Farah et al., 2007). La production mondiale en lait
camelin, a été estimée, en 2010, aux environs de 05,3 millions tonnes/année, dont 01,3
millions, seulement, consommeés par les humains (Al Haj et Al Kanhal, 2010). En Afrique, et,
dans les conditions favorables d’élevage, la production laitiere cameline est estimée a 10L
par jour, la production individuelle des chamelles varient entre : 1000L et 2700L par
cycle de lactation, qui s’étale de 08 a 18 mois (FAO, 2008). En Algérie, le cheptel camelin est
répartit sur 17 wilayates, avec 75% du cheptel dans 08 wilayates sahariennes (Ouargla,
Ghardara, EI-Oued, Tamanrasset, lllizi, Adrar, Tindouf et Béchar) et 25% repartit dans neuf
wilayates steppiques (Biskra, Tébessa, Khenchela, Batna, Djelfa, El- Bayad, Naama,
Laghouat et M'sila) (Benaissa, 1989; Senoussi et al., 2017). La production laitiere, a partir de
rares exploitations, a I’extensif, non specialisées, (Laameche, 2011), produisant des quantités
limitées du lait, destinées a I’autoconsommation, mais sur tout a I’usage thérapeutique non
raisonné, ce liquide draine une forte demande dans les centres urbains et au nord du pays.

De méme, ce produit échappe au control de qualité (Meribai et al., 2016 ; 2016), la
collecte du lait, son transport, méme dans des bonnes conditions et le respect de la chaine du
froid, pour des longues distances, pose le probléeme d’évolution des flores bactériennes
indésirables, engendrant, par leurs activités enzymatiques des changements des caractéres
physico- chimiques, microbiologiques, modifiant ainsi les caractéres organoleptiques.
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Les bactéries lactiques, sont largement impliquées dans la conversion des aliments
a base du lait, par transformation du lactose en lactate, dégradation des composant du lait :
protéines, lipides, citrate, avec 1’obtention d’une bonne texture, formation des ardbmes, ce qui
améliore les caractéres organoleptiques de ces produits, prolonge leur durée de conservation,
les rendent plus digestibles et plus appréciés par le consommateur. Les espéces lactiques
thermophiles, homofermentaires, sont largement utilisées en industrie laitiére, dans des
processus, ou une température élevée (plus de 45 °C) est requise, tels que : la production des
yaourts, laits fermentés acidifiés et certains fromages a pate cuite.

L’isolement et la sélection des souches lactiques, a partir des laits et produits laitiers,
pour des applications technologiques, est tributaire a leurs propriétés fonctionnelles
et technologiques, telles que : I’activité protéolytique, acidifiante, aromatisante, (notamment
la production du diacétyle, d’acétaldéhyde) et production des exopolysaccharides.
L’élaboration de nouveaux ferments lactiques thermophiles, est un enjeu industriel
prometteur. L’évolution des connaissances, en ce domaine, a conduit au développement de
nouvelles souches, aux potentialités technologiques spécifiques. Ces levains doivent étre
mieux connus, leurs voies métaboliques bien décortiquées, les techniques relatives a leur
sélection, criblages et leur équilibre, doivent étre bien maitrisees.

La production des composés aromatiques notamment 1’acétaldéhyde et le diacetyle, par
les especes thermophiles, est un phénomene biochimique complexe, mal élucidé, indépendant
du métabolisme du citrate, lié beaucoup plus, aux caractéres physiologiques, biochimiques
des souches aromatisantes et d’autres facteurs exogénes, tels que le potentiel
d’oxydoréduction du milieu de fermentation (Martin et al, 2011; Meribai et al., 2016),
conditions de culture, composition du milieu (Escamilla Hurtado et al., 2005; Baranowska,
2006), mode, durée, température de conservation (Valero et al., 2001), la nature d’emballage
du produit de fermentation (Saint Eve et al., 2008).

Chez les especes lactiques thermophiles, le role aromatique du diacétyle est sujet a des
controverses : pour certains auteurs, ce dernier, n’est responsable d’ardme, seulement, lorsque
I’acétaldéhyde est présent a de faibles concentrations (Rysstad et Abrahamsen, 1987; Rysstad
et al., 1990).

D’autres lui attribuaient le role d’ardme principal des laits fermentés (Kneifel et al.,
1992; Imhof et al., 1994; 1995). Selon Xanthopoulos et al., (2001); Beshkova et al., (1998;
2003); Monnet et Corrieu, (2007): I’espéce Streptococcus thermophilus est seule responsable
de la disponibilité du diacétyle. D’autres auteurs rapportent que le diacétyle est largement
produit par 1’autre espece: Lactobacillus bulgaricus (Dutta et al., 1973;
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Xanthopoulos et al., 1994). En outre, chez ces especes thermophiles, les voies biochimiques,
responsables de production de ces arbmes, sont, mal élucidés, elles semblent
homofermentaires. Cependant ; leur régulation, leur étapes et I’implication des enzymes
clés, ne sont pas clairement éclairé. De méme, les choix des techniques analytique pour
dosage de ces aromes, dans un milieu de fermentation ou dans un produit laitier pose
probléme.

Dans ce contexte précis, se situé I’objectif de 1’étude, qui consiste, en plus, d’une
analyse des données relatives a I’évolution de la filiére lait en Algerie, I’amélioration de
nos connaissances sur les caractéristiques physico-chimiques du lait d’espéce cameline,
du groupe des bactéries lactiques thermophiles, 1’élaboration d’un levain lactique
thermophile, isolé du lait cru camelin, par réalisation des étapes suivantes :

- Caractérisation physico- chimiques (par 10 tests physico- chimiques) et
microbiologiques (par dénombrement de 09 flores microbiennes) pour un effectif de
31 échantillons du lait cru d’espéce cameline, collecté dans trois willayas situées aux
Sud- est d’Algerie : Msila, Biskra et El Oued.

- Exploration de la diversité des flores thermophiles, contenues dans le lait camelin par
la technique PCR et réalisation de leurs antibiogrammes, par la technique de diffusion
sur disque.

- Isolement, purification, caractérisation et identification des souches lactiques
thermophiles

- Sélection d’un souchier thermophiles, d’intérét industriel, constitué des isolats :
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus ssp.

- Exploration des aptitudes (technologiques): protéolytiques, acidifiantes et
aromatisantes : par double dosage d’acétaldéhyde (par la technique colorimétriques) et
de diacétyle: via deux techniques : une premiére classique : de VVoges Proskauer, puis
par une nouvelle technique analytique (la polarographie).

- Exploration de la cryoresistance, des activités postacidifiantes et viabilité des isolats
thermophiles sur milieux de conservation.

- Evaluation de la production des substances bioactives (activités bacteriocinogénes),
par réalisation des tests d’antagonisme microbien in vitro, des isolats lactiques
thermophiles, dirigé contre des souches pathogenes cibles, procaryotes (a Gram

négatif et positif) et eucaryotes.



Synthése Bibliographique

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Problematique de la production et d’importation du lait en Algerie
1. Donnees sur la production du lait en Algerie
1.1. Introduction

L’ Algerie, est le premier pays en Afrique, aprées la division du Soudan, classé dixiéme
pays dans le monde, en matiére de superficie, avec 2 281 741 Km? (Nedjraoui et Bédrani, 2008;
Nouad 1997), 80% de cette superficie est un disert (Benslimane et al., 2008). Situées entre deux
chaines de montagnes : I’ Atlas tellien et I’ Atlas saharien, les 20 millions d’hectares des régions
steppiques, réservées a I’¢élevage, s’étendent sur un parcours de plus de 1000 km, d’Est en Ouest
(Khaldi, 2014). L’¢élevage des petits ruminants notamment ovins, caprins et camelins, Se
concentre dans ces aires steppiques (Nedjraoui 2003; Bekhouche, 2011). Selon certains auteurs,
la steppe Algérienne fait 1I’objet d’une surexploitation écologiquement non durable (Khaldi
2014). Ces espaces potentiellement fragiles, subits les affres d’une désertification (Benslimane
et al., 2008) aussi d’une seécheresse récurrentes (Nedjraoui et Bédrani, 2008).

L’Algerie est peut étre divisée, en fonction des précipitations, en quatre grandes zones
agro- écologiques : -Le littoral : avec des précipitations annuelles cernées entre 600 et 1000 mm
-Les hauts plateaux : qui recoive des précipitations allant de 400 a 600 mm -La steppe : avec
100 a 400 mm de précipitations -Le Sahara : moins de 100mm (Nouad, 1997 ; Nedjraoui, 2003).

L’Algérie, a I’instar de nombreux pays en voie de développement, et pour couvrir les
besoins locaux en matiére du lait, fait recours aux importations massives du lait en poudre, la
facture relative a ces importations, ne cesse de croitre d’année en année (Benyoucef, 2005).
La production locale du lait cru ne couvre qu’environ 40% de la demande (Bekhouche, 2011).
Cette production est essentiellement bovine (Soukehal, 2013). L’¢élevage des espéces laiticres,
est essentiellement bovin ; ou la plus part des aires réservées a ces pratiques agricoles, sont
concentrées aux Nord du pays (Belhadia et al., 2009 ; 2014); avec apparition, ces derniéres
années, de rares incursions dans d’autres régions sahariennes a I’instar de certains Oasis
(Laameche, 2011; Senoussi, 2011; 2017). Cette production laitiére reste insuffisante, du fait
qu'elle n'est pas en mesure de couvrir la demande nationale estimée a plus de 03,5 milliards de
litre par année (Anonyme, 2016), d’ou le recours a I'importation massive du lait en poudre. A
ce titre, I'Algérie est classé comme deuxiéme pays importateur du lait au monde aprés la Chine
(Amellal, 1995; Bekhouche, 2011).

L’Algérie importe plus de 60% de sa consommation de lait en poudre et la croissance

annuelle moyenne du marché Algérien des laits et produits laitiers est estimée a plus de 20%



Synthése Bibliographique

(Bekhouche, 2011). Entre 1970 et 2005 la consommation du lait et dérivées avait augmenté de
03,6% en moyenne par année (Hachachna, 1999; Cheriet, 2006). Si la ration de type
consommation variée mondialement entre 80Kg/Hab/An et 220Kg/Hab/An, elle se rapproche
de la borne supérieur pour 1’algerie (Souki, 2009).

La consommation individuelle du lait par année, avait passée de : 34L/Hab/Année en 1970 a
95L/Hab/Année en 1995, elle est passée a 143L/Hab/Année en 2012 (Kali et al., 2011 ;
Kacimi El hassani, 2013).

Au niveau maghrébin 1’Algérien est le plus grand consommateur du lait et produits
laitiers. A titre de comparaison, cette moyenne de consommation est respectivement de 87
litres/Habitant/An pour la Tunisie et de 50 litres/habitant/an pour le Maroc (Kali et al., 2011).

L’industrie laitiére Algérienne, se distingue, par un marché en constante croissance, due
a une forte demande, qui peut s’expliqué, aussi, par une croissance démographique estimée
a 1,6% par année (Soukehal, 2013). Aussi par une urbanisation croissante et I’amélioration
du pouvoir d’achat du citoyen (Kacimi EI Hassani, 2013).

Ce dernier recourt, de plus en plus, a la consommation du lait et des produits laitiers
(Souki, 2009). En outre, le méme constat, est émis, pour les produits laitiers dérivés a I’exemple

des fromages, yaourts, crémes ....etc (Soukehal, 2013).

2. Structure de la filiere lait en Algérie

La filiere lait, est peut étre définie, comme I’ensemble des segments qui vont, de
la production du lait cru, a la ferme, jusqu’a sa consommation, en passant par les transformations
industrielle et la distribution sur le marché (Bekhouche, 2011).
A cet égard, il est a signaler que la couverture des besoins en lait et produits laitiers en Algerie,
sont assurées, essentiellement, par les trois ressources suivantes :
1. Le lait pasteurisé reconstitué (lait recombiné et lait reconstitué) généralement emballé en
sachet polypropyléne, base de la consommation des ménages urbains et suburbains.
2. Le lait cru produit localement, essentiellement autoconsommeé, ou distribué par le secteur
informel et/ou artisanal. Ce lait échappe a tout control de qualité hygiénique par les pouvoirs
public (Belhadia et al., 2009).
3. Le lait industriellement transformé et conditionné sous emballage divers (Bouteille, Tétra
back, lait UHT...... ), Congu pour de longues durées de conservation (Kabir, 2014).

En Algerie, cette filiere, est peut étre définie, a travers les quatre maillons suivants :
-La production, la collecte, la transformation et la consommation. A cela s’ajoute, I’importation

de la poudre du lait et ces dérivés.
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L’industrie laitiere, est le maillon le plus important de la chaine laitiere, constituée le
centre de commande a partir duquel surgissent des boucles de rétroactions, permettant
a la filiére lait I’adaptation et 1’évolution (Souki, 2009). Faute des relations bien établies, entre
les différents acteurs de la filiere lait et faute d’un dispositif d’information et de guidage
a long terme, la filiere connue des déséquilibres et des perturbations. La filiere lait reste
déstructurée avec un taux de collecte trées marginale, qui ne dépasse pas le 10% (Kacimi El
hassani, 2013), elle fonctionne exclusivement avec de la poudre du lait importée.

3. Evolution de la production du lait en Algerie

La production nationale du lait estimée & 01,6 milliard de litres par année, ne couvre
qu’environ 40% des besoins (Yakhlef et al., 2010). Le reste est importé, sous forme de poudre
du lait et de matiére grasse laitiere anhydre (M.G.L.A), auxquels il faut rajouter d’autres
ingrédients de fabrication (levains lactiques, enzymes coagulantes, produits stabilisateurs,
lactosérum, aromes....... etc).

La production du lait cru, a été évaluée en 2000 a 01,38 milliards de litre, contre une
demande de 03,3 milliard de litre. Evaluée en 2003 a 01,6 milliards de litre (Anonyme, 2004).
En 2012, cette production laitiére a été évaluée a 03,14 milliards de litres. (Anonyme, 2016).

En 2015, la production nationale du lait cru a été estimée 03.6 milliards de litres dont 02,7
milliards de litres est essentiellement bovine (Anonyme, 2016), tableaux 1 et 2.

Cette production laitiere globale est fournie a 73% par un cheptel bovin et seulement 1/3
de cette production est valorisé par intégration dans le circuit industriel (Anonyme, 2016).

La quasi-totalité de la production des petits ruminants : ovine, caprine et cameline n’est

pas intégrée dans 1’industrie, elle est autoconsommée (Bekhouche, 2011).

Tableau 1 : Production locale par les quatre espéces laitiéres (Soukehal, 2013)

Parametres/Especes Vache chévre Brebis Chamelle
Effectifs (tétes) 951.0° 2500.10° 135.10° 185.10°
Nbre d’éleveurs 215.10° 200.10° 350000 10.103
Nbre* moyen de femelle/éleveur 04 12 38 18
Production/lait(Tonne) 186.10° | 250.10%(10%) | 400.10° | 50.10°(02%)

(72%) (16%)
Nbre* d’habitants/type de femelle 40 15 03 200

Le déficit de la production laitiere, fait en sorte que, les structures des unités de

transformation relevant du secteur étatiques et privés fonctionnent en majeure partie grace au
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traitement du lait recombiné a partir de poudre de lait et de MGLA
d’importation. La production du lait, a enregistré un accroissement notable (tableau 2) mais
insuffisant pour couvrir une forte demande en perpétuel progression. De méme, le programme
de réhabilitation de la production laitiére, n’a pas pu faire progresser de manicre significative,
la collecte et le taux d’intégration du lait cru, qui ne dépasse pas les 15% (Kacimi El hassani,
2013).

L’ Algérie est le premier pays consommateur du lait au Maghreb (Ghozlane et al., 2003;
2010), avec un marché annuel estimé en 2007 a 01,7 milliard de DA*(Dinar Algérien).

Ce dernier, ayant un taux de croissance evaluée a 08% (Souki, 2009).

D’apres Kali et al., (2011), depuis les années 2000, et malgré les efforts consentis par les
pouvoirs publics, a travers les différents plans de développement agricole; en 2000 P.N.DA*
(Plan National de Développement Agricole), élargit en 2002 aux régions rurales par le
P.N.D.A.R*(Plan National du Développement Agricole et Rural), afin d’encourager I’élevage,
de booster la production laitiere locale, sur tout de développer la collecte du lait cru. Le constat
selon les auteurs est que, les importations de la matiere premiére (poudre du lait en
I’occurrence), nécessaire au fonctionnement de 1’industrie laitiere restent toujours
prédominante et la consommation laitiere dépendante du marché laitier mondial pour plus de
70% de son volume (Tableau 2, 3 et 4).

Tableau 2 : Evolution de la production laitiére 2000- 2007 source Ministére d’agriculture et de
développement rurale (MADR)

Années 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007

Product.x10°L | 900 |850 | 1302 | 1230 | 1280 | 1344 | 904 917

Collecte x10°L | 99.9 | 935 | 130.2 | 123 140.8 | 161.3 | 90.4 119.3

En outre, I’intervention de 1’état a porté essentiellement sur un élargissement de marché, par
des mesures de soutiens (de subvention) des prix a la consommation (prix du litre du lait fixé
par voie législative : D- E (96- 37) du 15 janvier1996 JO 04/1996 ; D- E (96- 137) du 15 avril
1996 JO24/1996 ; D- E (96- 239) du 2 juillet 1996- JO41/1996 : D- E (96- 335) du 08 Octobre
1996- JO 60/1996 ; D- E (01-50) du 12 Février 2001 JO11/2001 et D- E (2016- 55) du 16
Février 2016 JO 09 2016 ) (voir annexe Il 1égislation) 2, toute en négligeant I’ intensification
de la production laitiere locale, en amont, ce qui est derriere la forte dépendance de la filiere
lait en Algerie au marché mondial de la poudre du lait (Kacimi El hassani, 2013).

Malgré ces efforts susmentionnés, consentis par les pouvoirs publics, des mesures

incitatives, initiés par le ministre d’Agriculture (Djermoun et Chehat, 2010; 2012; Chedded
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2015), la production laitiére, reste insuffisante, un élevage quasi extensif (Soukehal, 2013 ),

repartit inégalement a travers le territoire et se concentre au nord du pays (Soukehal, 2013).

4. Importation du lait en poudre
4.1. Evolution des importations d’Algerie en poudre du lait

Le lait, représente 22% des importations alimentaires totales de 1’Algerie
(Bekhouche, 2011). Cette dépendance, s’aggrave de plus en plus, dans un contexte ou les prix
de la poudre du lait ne cesse d’augmenter, a ce titre, et entre 1999 et 2000, ces prix ont connu
une forte augmentation de 52%, cette situation était relative a la baisse de I’offre mondiale de
09% par rapport aux années précédentes (Souki, 2009). En février 2007 les prix de la poudre
du lait, ont connu une nouvelle augmentation et la tonne de la poudre laitiére avait atteint 3000
USD (tableaux 03 et 04). Cette tension sur les prix, a été expliqué, sur tout, par I’augmentation
de la demande asiatique (notamment chinoise) sur cette denrée alimentaire et la baisse
des subventions a 1’exportation sous la pression de I’organisation mondiale de commerce
(0.M.C), et surtout, la baisse de la production mondiale, en raison des mauvaises conditions
climatiques (Souki, 2009).

Tableau 3 : Evolution des importations alimentaires (ImpA) et importations laitiéres(ImpL) pour la
période 2000- 2012-Valeur en milliards USD (*Source: Etabli sur la base des données de Statistiques
du Commerce Extérieur de L’Algérie (2000- 2012).

Année 00 (01 (02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 10 11 12
ImpA* | 2411239 |274|267|359 |358|380|495|7.81|586|6.05]|9.85 |8.89
ImpL** | 0,37 0,26 | 0,43 | 0,45 |0,74 |067 | 0,70 | 1.1 |1.28 | 0.82 | 0.99 | 1.54 | 1.26

*Importations des Aliments, **Importations du lait en poudre

En outre, les quantités importées du lait en poudre, crémes de lait et matiéres grasses
laitieres, utilisées comme intrants dans la filiere laitiére, n‘ont pas connu une tendance baissiere,
puisqu'elles sont passées a 17.076,42 tonnes a la fin de 2015, contre 14.758,08 tonnes a la fin
de l'année 2014, soit une augmentation de 15,71% (Anonyme 2016). La consommation
individuelle du lait par année et par habitant, a passée de 34L/hab/année en 1970 a 95L/
HAB/AnNNnée en 1995, En 2002 elle est estimée a 105L/Hab/Année et a 116L/Hab/Année en
2003, a 115L/ Hab/Anneée en 2005 (Souki, 2009). En 2010, elle est estimé, a 117L/ Année/ Hab
(Kali et al., 2011). Cette derniére a été estimée a 143L/Hab/Année en 2012 (Kacimi El hassani,
2013).
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Tableau 4 : De synthése, d’aprés les données du CNIS* évolution des importations (Imp) des produits
laitieres- poids en tonnes (Tn) valeur des importations en USD (Dollars) pour la période 2008- 2013.
Année 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Imp/(Tn)* | 372188 296739 345438 326387 300150 262896

Imp/USD** | 1295064771 | 862552501 | 993961722 | 1525744216 | 1268660792 | 1075953832

*Importation en tonnes, **Importations en Dollars USD

En outre, du fait de la chute des prix, relative a cette denrée alimentaire, sur le marché
mondial, la facture des importations a été estimeée, en janvier 2015 a 62,791 millions USD.
Cette derniére elle est de 43,787 millions USD en janvier 2016, soit une chutée de 30,27%.
(Anonyme, 2016).

5. La collecte du lait cru

Le niveau de collecte nationale du lait cru a été évaluée qu’a 116 millions de litre soit
07% des capacités de production nationale pour la période 2000- 2004 (Statistiques du MADR).
Ce faible taux de collecte, a rendu nécessaire, I’importation de I’équivalent de 742 millions
USD en 2005 (Anonymes, 2005; Bekhouche, 2011). Des centres de collecte, réalisés dans le
but de promouvoir la collecte de lait cru, sont représentés par un nombre, relativement
important, au niveau de la zone classée premiére (Zone 1) ; il s’agit de la zone littorale
et sublittoral avec 57 centres de collecte ; 27 centres de collecte sont implantés dans la zone
agropastorale et pastorale (Zone 2) et 16 centres de collecte sont implantés sur le territoire
saharien (Zone 3) (Kali et al., 2011).

6. Les différentes zones de collecte du lait en Algerie

6.1. Zone | : Elle renferme plus de 60% des effectifs de vaches laitieres, répartis au nord
a travers la bande cotiere : il s’agit de la zone littorale et sublittoral a climat humide et
subhumide. Elle couvre environ 63% de la production laitiere, un taux de collecte bas, égal a
06,5% de la production de lait cru total en 2006. Cette zone englobe pres de 61% des superficies
fourragéres (Kali et al., 2011).

6.2. Zone 1l : Plus de 26 % des effectifs des cheptels sont compris dans cette zone qui
occupe les régions a vocations agropastorale et pastorale et a climat semi-aride et aride. Cette
zone classée deuxieme renferme le tiers des superficies fourrageres et se caractérise par un
faible taux de collecte 03%.

6.3. Zone 111 : Cette derniere renferme un peu plus du dixiéme des effectifs (14%) qui se
localisent en région saharienne a climat désertique, elle se caractérise par un tres faible taux de
collecte et un apport fourrager ne dépassant pas les 07,3% de ’ensemble des superficies.
(Kali et al., 2011). Le capital zootechnique laitier, par habitant reste trop faible, environ une

vache pour 40 habitants (Soukehal, 2013) et sur tout une collecte du lait cru trés marginale, ou
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plus de 60% de la production du lait est autoconsommeée en zone rurale, elle concerne la totalité
de la production caprines, ovine et camelines et 2/3 de celle des vaches (Soukehal, 2013).
L’effectif du cheptel total bovin est d’environ 02 millions de tétes, dont I’effectif des vaches
laitiéres est estimé a plus d’un million de tétes (Anonyme, 2016).

En conclusion : L’analyse des données statistiques, relevant du domaine de commerce
extérieure d’Algerie, du Ministére d’Agriculture et de Développement Rural (MADR), du
Centre National d’Informatique et de Statistique (CNIS) il ressort que la filiére lait en Algérie
est fortement dépendante du marché mondial, du faite, d’une totale déconnexion de I’industrie
laitiere nationale (qui repose principalement, sur les transformations (recombinaison) de la
poudre importée) de la sphére de production locale, cette derniére, reste faible, malgré les
différentes politiques et plans de soutien et d’encouragement. Les principales mesures des
différents plans, ayant ciblée I’amélioration de la production laitiére, ayant surtout concerné les
aspects quantitatifs de la production et se sont tres peu intéressées a la qualité du produit et a

son évolution.

I1. Lait d’espéce cameline (Camelus dromedarius) :
1. Lait de chamelle
1.1. Données zoologiques sur I’espece Camelus dromedarius (Camelidae)

Les chameaux appartiennent a 1’ordre des Artiodactyla, sous ordre des Tylopoda,
famille des Camelidae, genre de Camelus, 1’espéce Camelus dromedarius. Ce sont des
espéeces qui ont une seule bosse, courte fourrure, et de longues jambes, ce qui les distingues de
I’espéce : Camelus bactrianus, ayant deux bosses, longue fourrure et de courtes jambes
(Mukasa- Mugerwa, 1981; Frédéric, 2003; De Almeida, 2011), les premiers vivent,
principalement, dans les régions Sahariennes, tandis que, ceux qui appartiennent a la
deuxiéme espece, sont originaires des regions froides (Yagil, 1982; Farah, 1996). La
population totale des chameaux dans le monde est estimée au environ 20 millions (FAO,
2008).

Les chameaux sont de grands économiseurs d’eau et d’aliments (De Almeida, 2011)
et sous des conditions difficiles, ils ont la capacité de produire beaucoup de lait que les autres
especes et ce pour une longue période (Farah et al., 2007).

Chague chamelle (les deux especes susmentionnées) produit entre : 1000 et 2000L
de lait pour une période de lactation allant de 08 418 mois (FAO, 2006).

10
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Selon Faye et al., (2014). La population cameline de 1’ Afrique de Nord, n’a cessé de
diminué passant de 07% en 1961 a 03,5% en 2011. Selon les données de la FAO rapporté
par le méme auteur, le cheptel camelin est de : 315000 en Algerie, de 237000 tétes en
Tunisie, de 163000 tetes au Maroc et de seulement 570000 tétes en Libye:
(FAO- STAT, 2013. http://www. faostat. Org).

D’aprés Faye et al., (2014), en Algerie, le cheptel camelin et durant la période 1961-
2011, a enregistré une croissance marquée, période durant laquelle la population cameline a
été multipliée par 02,14 contre une multiplication par 01, 37 en Tunisie, Alors que une
diminution des effectifs de 0,32 a été enregistré en Libye et de 0,62 en Egypt.

En Algérie, les troupeaux camelins (chameaux), se répartissent sur 17 wilayates
avec : 75% du cheptel dans huit wilayas Sahariennes: Ouargla, Ghardaia, EI-Oued,
Tamanrasset, Illizi, Adrar, Tindouf et Béchar et 25% du cheptel dans neuf wilayas steppiques
. Biskra, Tébessa, Khenchela, Batna, Djelfa, El-Bayad, Nadma, Laghouat et M'sila
(Benaissa, 1989; Senoussi et al., 2017).

1.2. Caractéristiques du lait de chamelle

1.2.1. Caractéristiques physiques et organoleptiques du lait de chamelle

Le lait de chamelle est de couleur blanchatre, en raison, notamment, de la structure et de la
composition de sa matiére grasse, relativement pauvre en B-caroténe (Sawaya et al., 1984).
Il est 1égérement sucré, et/ou amere (Ramet, 2003), avec un goQt acide, parfois méme salé
(Abdel-Rahim, 1987), en raison du type de plantes désertiques (halophytes), consommées
par la chamelle (Khaskheli et al., 2005). Cette variabilité du go0t, est liée, beaucoup plus, au
type de fourrage ingér¢ ainsi qu’a la disponibilité d’eau (Yagil et Etzion, 1980a; Farah, 1996;
Wangoh et al., 1998b).

Contrairement au lait d’espéce bovine, le lait de chamelle est peut étre conserve, pendant
une durée plus longue a 30°C. A +04°C, il a été conservé, pendant plus de trois mois, sans
aucun changement constaté (Yagil et al., 1984). Cependant, son point de congélation, se
situe entre (-0,57) °C et (-0,61) ‘C (Wangoh, 1997), cela en raison de sa teneur élevée, en
lactose et en sels (EI Agamy, 1983). Cependant, ce point de congélation varie de : — 0,53° a
0,61°C (Siboukeur, 2007).

L’acidité titrable, du lait cru camelin, est de I'ordre de 15 degré Dornic (°D), (Hassan et
al., 1987). La densité moyenne du lait de chamelle est d’environ 1,029g cm™ (Farah, 1996).
D’aprés Hassan et al., (1987), elle est de 0,99 a 1,034 g.cm™. Tandis que pour (Gnan et
Sheriha, 1986; Cavalcante et al., 2005), cette derniere,-varie de 01,025401,032. Selon Yagil
et al., (1984).

11


http://www/

Synthése Bibliographique

Le pH du lait de chamelle, est proche de celui du lait d’espéce ovine. Cependant, il est
inférieur & celui du lait de vache (Sawaya et al., 1984). Les valeurs (des pH) rapportées par
divers auteurs, oscillent entre 06,5 et 06,7 (Khaskheli et al., 2005; Mehaia et Cheryan, 1983;
Mehaia et al.,1995), 06,6 (Hassan et al., 1987), 06,5 a 06,82 (Cavalcante et al., 2005), 06,4
(AbuTaraboush et al., 1998), 06 (EI Hadi Sulieman et al., 2006), 06,48 a 06,65
(Mahboub et al., 2012), 06 pour Benyagoub et al.,(2013).

Selon El Agamy, (1983), la viscosité du lait de chamelle est évaluée a 02,35 Ca. Pas.
Cependant, Hassan et al., (1987), ont évalué la viscosité moyenne du lait de chamelle a 02,2

Ca. Pas. En outre, cette derniere est estimée a 01.73 a 20 °C selon Kherouatou et al., (2003).

1.3. Composition biochimique du lait de chamelle

La composition biochimique globale, du lait de chamelle, méme si elle differe, selon les
auteurs, montre, néanmoins, des teneurs importantes et équilibrées en nutriments de base
tableau 5 (protéines, matiére grasse et lactose) (Siboukeur, 2008).

Les variations de la composition biochimique du lait camelin, sont en fonction de la
population productrice du lait, I’dge de I’animal, la nutrition, stade de lactation, les conditions
écologiques et climatiques des aires et typologie d’¢levage (Abu Lehia, 1987,
Al Shaikh et Salah, 1994, Ereifej et al., 2011).

1.3. 1. Les protéines du lait camelin

De par leur apport nutritionnel (source d’acides aminés essentiels) et leurs propriétés
techno- fonctionnelles particuliéres, les protéines du lait de chamelle, revétent une importance
considérable, au double plan : quantitatif et qualitatif (Siboukeur, 2007).

Pour satisfaire les besoins en protéines, 08 tasses de lait de chamelle sont suffisantes,
puisque les besoins humains dans les zones arides, sont surtout, basés sur la teneur en protéine
et particulierement liquides plus que sur des calories, de petites quantités de ce lait, sont
suffisantes pour recouvrir tous leurs besoins en protéines (EI Agamy, 2009).

Des données, indiquent que, les protéines du lait de chamelle, ont un équilibre
satisfaisant en acides aminés essentiels (Anonyme, 1985).

La teneur moyenne, du lait de chamelle, en protéines, est comparable a celle du lait
d’espéce bovine (environ 33g/l) (Restani et al., 1999; Siboukeur 2008), ainsi que leur
composition en acides aminés (Sawaya et al., 1984; Mehaia et Alkanhal, 1989).

Les protéines totales du lait de chamelle, varient entre : 02,15% et 04,90%
(Konuspayeva et al., 2009); la moyenne est de 3,1+ 0.5% (Tableau 5).

12
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Dans d’autres cas, (d’autres espéces laitieres), elle variée entre 03,5 g/dl et 04,5¢g/dl (lait
humain : 01,2 g/dl, lait d’espéce bovine 03,25 g/dl) (De Almeida, 2011).

Selon Anonymes, (1985) les valeurs moyennes de caséine et de protéines de lactosérum,
du lait camelin varient de 01,9 a 02,3 % et de 0,7 a 01,0 %, respectivement.

D’apreés Restani et al., (2002), il semble que, les protéines du lait d’espéce cameline, ne
seraient pas reconnues par les systemes immunitaires des autres étres vivants, parmi eux les
étres humains, ceci semble étre d0 aux différences phylogénétiques. En fonction de leur
solubilité, en milieu acide, ces protéines se répartissent, comme pour les laits des autres especes,
en deux fractions :

- Les caséines

- Les protéines du lactosérum (albumines et globulines).

Les premieres, précipitent a leur pH isoélectrique se situant a 04,3 (Wangoh et al., 1998 a),
alors que les autres restent solubles dans cette zone de pH considérée.

Les caséines, du lait camelin écrémé, peuvent se précipiter lors de l'acidification au
environ de pH 04,6 a 20°C (EI Agamy, 2009).

1.3.2. Les caséines

Les micelles des caséines, déterminent la stabilité colloidale du systéme polydispersé,
dans le lait (EI Agamy, 2009). Ce sont également, des phosphoprotéines représentant la
fraction protéique, la plus abondante, du lait d’espéce cameline (Mehaia et al., 1995;
Khaskheli et al., 2005).

Ces phosphoprotéines, representent une fraction de : 73% a 81% des protéines totales,
contre une teneur moyenne de 83% pour le lait d’espéce bovine (figure : 01, 02)
(Sood et Sidhu, 1979; Mehaia et al., 1995).

La composition en calcium, en phosphore, le niveau d’hydratation, la voluminosité, la
viscosité, ainsi que la sensibilit¢ a la chaleur de cette fraction ont été étudiés par :
Sood et Sidhu, (1979). Tandis que, ’aspect micellaire, le diamétre des micelles et sa
distribution, ont fait I’objet de plusieurs travaux : (Mehaia et Cheryan, 1983; Gouda et al.,
1984; Ali et Robinson, 1985; Farah et Riegg, 1989).

La déminéralisation maximale de la micelle, survient, a un pH plus bas (04,3) par
rapport a celui des caséines du lait d’espéce bovine (04,6) (Attia et al., 2000; Kherouatou et
al., 2003).

Les micelles des caséines, du lait de chamelle, ont un diamétre de 260 a 300 nm,
en moyenne, nettement supérieur, & celui du lait de vache (100 nm- 140 nm)
(Ali et Robinson, 1985; Farah et Riiegg, 1989)
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Dans certains cas, ces derniers elles s’étendent de 25 nm a plus de 400 nm, ou aucune
petite micelle n'a été détectée (Gouda et al.,1984).

Dans une étude (EI Agamy, 1983) rapporte que le diametre des micelles de caséine
relevant du lait camelin, est estimé a 956 Angstrom (A) (905 — 1031 A), contre 823A, 801A,
716A, et 662 A pour les caséines du lait de bufflesse, de la chévre, la brebis et la caséine de
lait de vache, respectivement. Ceci indique que les micelles des caséines du lait de chamelle
ont un diameétre plus grand que celui des autres especes laitiéres.

1.3.3. Différentes fractions des caséines dans le lait camelin

Les micelles de caséines, se présentent, sous forme de complexes moléculaires,
constitués de protéines, de citrate, de phosphate, de calcium, de magnésium, de potassium
et de sodium. La teneur du lait camelin en phosphore est de : 18,7mg/g (Attia et al., 2000),
36,8 mg/g (Sood et Sidhu, 1979). Tandis que la teneur en calcium, varie de 42 a 44 mg/g
(Sood et Sidhu, 1979 ; Attia et al., 2000). L’étude de la caséine du lait camelin, par la
chromatographie liquide de haute performance (HPLC), a permet, premi¢rement, d’identifier
04 fractions de caséines qui sont : as1-CN, as2-CN, respectivement - tableau 5
B -CN, et la k —CN. Deuxiemement, le rapport du B -CN au « -CN du lait de chamelle, est
inférieur a celui du lait de vache. En outre, les valeurs des pH isoélectriques des caséines du

lait de chamelle et de lait de vache sont semblables (Kappeler et al, 1998).

Tableau 5 : La masse moléculaire, nombre d’acides aminés et le pH isoélectrique de 04 fractions

de caséine du lait d’espéce cameline.

Type de Masse Nombre pH Isoélectrique Références
Caséine Molaire d’acides
aminés
31 kDa - - LarssonRaznikiewicz andMohamed, 1986.
0-S1 33 kDa - - El Agamy et al., 1997 ,Kappeler et al., 1998)
Cas€ine 25,77kDa 207 215 4.4
a-Sy 25 kDa 207 - LarssonRaznikiewicz and Mohamed, 1986.
Caséine 21,26 kDa - - Kappeler et al., 1998)
- 178 -
B- 27 kDa - - Larsson-Raznikiewicz et Mohamed, 1986).
Caséine 29.5 kDa - - El Agamy et al., 1997
24,65 kDa 217 4.76 Kappeler et al., 1998
K- - - - Kappeler et al., 1998
Caséine 22,50 kDa 162 -

Dans une autre étude, les micelles de caséines ont été fractionnées par la chromatographie

échangeuse d’ions et les fractions qui en résultent, ont été identifiées par électrophorese sur gel

de polyacrylamide et comme la k—CN, n’apparus pas sur ce gel, elle a été identifiée, par le

séquencage des acides aminés, comme étant homologue au k — CN du lait de vache (Larsson

Raznikiewicz et Mohamed, 1986).
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D’autres études, ont montré que, la masse d’a- CN est de 35 kDa (Farah, 1996), alors que
la masse du B-CN est de : 28.6 kDa (Mohamed, 1993). En général, la B-CN est la caséine
principale de lait de chamelle, suivie d'as-CN, ils constituent 21% a 65% de caséine totale,
(Kappeler et al., 2003). En outre, la B-caséine est plus sensible a I’hydrolyse peptidique que
I’as1-caséine, ce qui explique 1’absence de tous effets allergiques, aprés consommation du lait
cru d’espéce cameline par les petits nourrissons (Abou Suliman, 2005; EI Agamy et al., 2009).
Contrairement a la - caséine, la k-caséine dans le lait de chamelle, n’est présente qu’une faible
fraction de 03.47% de caséine totale (Kappeler et al., 2003). D'autres travaux, rapportent que la
k-CN, semble échapper a toute détection, ou elle est obscurcie par d'autres composants de
caséine, en raison de son niveau concentration trop bas Tableau 5 (Farah et al., 1992). En outre,
aucune bande n'a été détectée pour la k -CN aprés électrophorése. Le site de clivage de la k-

caséine cameline par la chymosine, figure 1, se trouve entre : le résidu Phe 97 et lle 98 en

donnant un macropeptide de 06.774 kda (Kappeler, 1998).

FEfsisFefs

FFEFsp 7 F ¥

¥ EE Fs

Sites possibles de glycosylation Site d’attaque par la chymosine

Figure 1 : Séquence primaire de la caséine k- cameline d'aprés (Kappeller et al.,1998). Concernant les
différences dans la composition entre le lait de chamelle et le lait de vache, il a été montré que la B- caséine se
trouve a une concentration plus élevée en lait camelin qu'en lait de vache, tandis que la k-caséine du lait
camelin ne représente que 03,5% de la fraction totale, ce qui présente un taux trois fois plus bas qu'en lait de 36
vaches. (Kappeler et al., 1998).

Figure 2 : Caséines (en portion) dans le lait de vache et le lait de chamelle (Farah et Fisher, 2004).
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2. Protéines du lactosérum provenant du lait camelin

Lorsque les caséines du lait de chamelle précipitent, un liquide résiduel reste : c’est le
lactosérum (De Almeida, 2011). Il représente 20% a 25% des protéines totales (Mehaia et al.,
1995 ; Khaskheli et al., 2005). Alors que, ce pourcentage, varie entre 18.5% et 27% selon
(Sood et Sidhu, 1979).

En raison de leurs propriétés fonctionnelles, les protéines du lactosérum, sont
employées comme ingrédients dans beaucoup de produits alimentaires. Parmi les protéines
solubles, se trouvant dans le lait de chamelle, a titre d’exemple on note :

- L’o-lactalbumine, albumine sérique, lactophorine, lactoferrine, lactopéroxydase et les
immunoglobulines (Anonyme, 1985).

Contrairement a Liberatori et al., (1979) ayant mis en évidence, la présence de
B— lactoglobuline, protéine principale du lactosérum du lait de vache, géneralement
responsable des symptomes allergiques, provoqueés par ce dernier (Muyldermans et al., 2001).
Plusieurs auteurs, avaient, noté I’absence de cette protéine, dans le lait d’espéce cameline
(Merin et al., 2001; Kontopidis, 2002; Smail et al., 2002; Kappeler et al., 2003;
El Hatmi et al, 2007; Laleye et al., 2008). Le lait d’espéce cameline, a cause de cette propriéte,
est considéré, comme un produit naturellement hypoallergénique (De Almeida, 2011), comme

le cas du le lait humain (EI Agamy et al., 2009).

2. 1. a- Lactalbumine

Elle existe, sous forme de deux variantes génétiques (EI Agamy et al., 1997;
Conti et al.,1985; Ochirkhuyag et al., 1998, sa concentration est de 07,2 g/l (Kappeler, 1998).
En revanche, Kappeler et al., (2003), rapportent que, la concentration de cette protéine, dans
le lait de chamelle, est de 03,5 g/L.

Cette concentration est plus proche de celle d’a- lactalbumine humaine (03,4 g/L), par
rapport a I’a-lactalbumine du lait de vache (01,26 g/L).

Cette quantité, relativement, élevée d’a- lactalbumine, augmente l'agrégation des
protéines du lactosérum du lait de chamelle, apres un traitement thermique, a un pH inférieur
a 05, ce qui montre, une sensibilité¢ ¢élevée, a ’acidité, des protéines du lait camelin
en comparaison avec les protéines de lactosérum du lait de vache (Laleye et al., 2008).

Elle est composée de 123 résidus d’acides aminés, une masse moléculaire égale a 14.6
kda. Sa séquence en acides aminés est homologuée avec les a-lactalbumine des autres espéces

mais elle exhibe, également des différences étendues : 39 résidus, différents par rapport a la
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protéine de vache et seulement 35 résidus sont comme les autres a- lactalbumines (Beg et al.,
1985; Beg, 1986).

C’est une protéine plus digestible par la trypsine et la chymotrypsine en comparaison
avec I’a- lactaloumine du lait de vache. Cependant, les deux protéines, ont le méme degré de
sensibilité a I’action de la pepsine.

En raison de sa teneur élevée, en acides aminées, possedant une activité antioxydante,
des différences conformationelles ; des deux protéines. L’a lactalbumine du lait de chamelle
possede une activité anti-oxydante plus elevee que celle du lait de vache (Salami et al., 2009).
2.2. Lactophorine

La fraction Protéose- peptones a été étudiée chez différentes espéces laitieres: 1’espéce
bovine (Paquet, 1989), ovine et caprine (Mati et al., 1991), un homologue au composant-3 des
Protéose- peptones (PP3) du lait de vache, connu également, sous le nom de lactophorine, a
été isolée du lactosérum du lait camelin, mais n’as pas été isolé a partir du composant 3-
protéose-peptone (3pp) comme le cas du lactophorine de lait de vache. La concentration de
cette protéine dans le lait d’espéce cameline est environ 03 fois plus élevée, que celle de son
homologue dans le lait d’espéce bovine; ce qui signifie que la lactophorine est la protéine
majeure du lactosérum camelin, son taux est d’environ 11.5% (Kappeler, 1998), elle est, de
nature glycoprotéique (une phosphoglycoprotéine), composée de 135 acides aminés (Sorensen
et Peterson, 1993).

Présente sous forme de deux variantes génétiques phosphorylées; une variante A :
avec 137 résidus d’acides aminés et un poids moléculaire de 15.442 KDa, une variante B de
122 résidus d’acides aminés et un poids moléculaires estimé a 13.661Kda
(Kappeler et al., 1999 a; Girardet et al., 2000).

2.3. Les immunoglobulines

Comme des anticorps, se trouvant dans les sérums ou les fluides biologiques des étres
humains et des animaux, aprés une réaction immunitaire. Trois classes d’immunoglobulines
sont identifiées dans le lait d’espéce cameline : 1gG, IgA, et IgM (EI Agamy, 1989).
La classe 1gG, est prédominante, composée de plusieurs sous classes : 1gG 1, 1gG 2 et IgG 3
(ElI Agamy et al., 1996; EI Agamy, 2000). La sous classe 1gG1, possede une chaine Iégére de
30 kDa, tandis que les deux autres sous classes, (les 1gG2 et 1gG3), sont dépourvues de
chaines légéres dans leurs structures (Hamers- Casterman et al., 1993). Les masses
moléculaires des chaines lourdes et Iégéres d'lgM, du lait de chamelle, ont été estimées a 80
et 27 kDa, contre 75 et 22,5 kDa des deux chaines d’IgM du lait de vache (El Agamy, 1989)
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(tableau 06 de syntheése). Les masses moléculaires des chaines lourdes et 1égeres d’IgA ont
été évaluées a 55.5 et 22.5 kDa (EI Agamy, 1989), contre 61 et 24 kDa des chaines lourdes

et 1égéres d’IgA du lait de vache (Butler, 1983). La concentration des immunoglobulines

dans le lait camelin varie selon : le stade de lactation (EI Agamy, 1994 b), état physiologique

de I’animal (Zhang et al., 2005 ; El Hatmi et al., 2007), la région, la saison et I’espéce laitiére

(Konuspayeva et al., 2007).

Tableau 6 : De synthese- Poids moléculaire (kDa) des immunoglobulines de différentes especes.

Immunoglobulines Lait camelin Lait d’espéce bovine Lait de Bufflesse

chaine chaine chaine chaine chaine chaine

IgG (molecule entiere ) | lourde légére lourde légére lourde légére

60 29 55 26 56 28

IgM 80 27 75 22.5 66 33

IgA 55.5 22.5 61 24 58 30

FSC composant 78 74 68

sécréteur libre

Références El Agamy, 1989 Butler, 1983 El Agamy et Nawar,1997

La concentration des immunoglobulines dans le lait camelin varie selon : le stade de

lactation (EI Agamy, 1994b), état physiologique de 1’animal (Zhang et al., 2005 ;

El Hatmi et al., 2007), la région, la saison et I’espéce laitiere (Konuspayeva et al., 2007).

En ce qui concerne ’activité antivirale et antibactérienne des immunoglobulines du lait de

chamelle, ces protéines, ont un faible effet contre les bactéries mais elles possedent une

activité antivirale élevée notamment contre les rotavirus (EI Agamy et al., 1992).

2.4. La lactoferrine

La lactoferrine, (appelée également Lactotransferrines), est une glycoprotéine,

appartenant a la famille des transferrines, présente dans le lait et les différentes autres

sécretions biologiques de I’organisme. C’est une protéine basique (pHi = 8,14), composee

de 689 acides aminés avec un fort taux d’homologie (74%) avec la lactoferrine issue du lait

de vache. Les masses moléculaires de lactoferrine du lait de vache, de bufflesse, lait humain

et de chamelle sont respectivement : 80 ou 89 et de 79.5 kDa (EI Agamy et al., 1996).

La concentration de cette protéine dans le lait cru de chamelle, varie selon les auteurs de
0.02 a 7.28 mg/ml (ElI Agamy, 1994b; EI Agamy et al., 1996; Abd El Gawad et al., 1996;
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Kappeler et al., 1999a; Zhang et al., 2005; El Hatmi et al., 2007). Alors que, dans le lait de
vache, elle s'est étendue de 0.02-0.35 mg/ml (Korhonen, 1977).

En outre, cette protéine posséde une action inhibitrice de la croissance de ’espéce
Salmonella typhimurium (ElI Agamy et al., 1992), une stabilité vis-a-vis des traitements

thermiques et des pH bas (Kappeler et al., 1998; EI Agamy, 2000 a).

2.5. Lactopéroxydase

La lactopéroxydase, se trouve dans les larmes, la salive (EI-Agamy, 2009), dans le lait
de plusieurs especes a I’exemple de : vache, chevre, cobaye, murin, lait humain et celui de la
chamelle (El Agamy, 1989). Elle sert & protéger la mamelle contre les infections microbiennes,
cette activité est maintenue a un niveau éleve, pendant toute la période de lactation ; Cependant,
la lactopéroxydase humaine présente seulement dans le colostrum, puis elle devient indétectable
une semaine apres la parturition. La lactopéroxydase cameline présente 94,9% d’homologie
structurale avec son homologue bovine et 94,1% avec la peroxydase salivaire de ’homme (El
Agamy, 2009). Son pHi est de 08,63 (EI Agamy et al., 1996) et son poids moléculaire se situe
entre : 69500 et 78000 Da (contre 72 500 Da chez I’espéce bovine), avec 612 résidus d’acides
aminés, dont 15 résidus de cystéine (Kappeler, 1998). Cette protéine, possede un effet
bactéricide, tres prononcé contre les bactéries a paroi Gram négatif et un effet bactériostatique
contre les bactéries a paroi Gram positif (EI Agamy et al., 1992). De méme, elle possede une

activité inhibitrice vis a vis les virus et les moisissures (Kappeler, 1998).

2.6. Les lysozymes

Les lysozymes, enzymes se trouvant, également, dans différentes sécrétions : le lait, les
larmes, les sécrétions nasales, I'urine, etc. (ElI Agamy, 2009). Ils se présentent sous forme de
deux types: (C) et (g), mais chez I’homme, la chévre, jument, et le lait camelin; il n’y a que le
type (C) (EI Agamy, 2009). La lysozyme (protéine) est présente dans le lait de chamelle, & une
teneur d’environ 150 ug/l (E1 Agamy et al., 1996). C’est la concentration enzymatique la plus
élevée, en comparaison avec le lait de vache, de bufflesse, de brebis, et le lait de chevre. Tandis
que sa masse moléculaire est de 14.4 (EI Agamy et al.,1996). Cette proteine, posséde une action
inhibitrice, contre les espéces procaryotes: Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,
Shigella dysenteriae et Salmonella typhimurium. Cependant, elle n’a aucun effet sur Bacillus
cereus et Escherichia coli (Barbour et al., 1984).
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3. Matiere grasse

La matiére grasse laitiére, représente une source importante d’énergie (Siboukeur,
2008). Dans le lait de chamelle, cette derniére, elle est de couleur blanchatre, en raison de sa
faible teneur en B-caroténe ou provitamine A (Wilson, 1988; Abu- Lehia, 1989). Elle est
sécrétée, sous forme, de globules entourés par une membrane, qui maintient I'intégrité des
globules et les rend compatibles avec leur environnement aqueux, (EI Agamy, 2009). Elle
constitue, également, un apport important en acides gras essentiels et en vitamines
liposolubles (Siboukeur, 2007). La teneur en graisse du lait de chamelle est entre 01,2 et 06,4%
(Konuspayeva et al., 2009), avec une moyenne de 03,5+ 1.0% (tableau 01) et en g/dl elle
variée entre 01,8 et 02,0 (De Almeida, 2011). Une forte corrélation positive, a été signalée

entre les teneurs en graisse et en protéines (Haddadin et al., 2008).

3.1. Globules gras

Les globules gras du lait de chamelle, de brebis et de chévre, ont une faible taille,
en comparaison avec ceux du lait de bufflesse et de vache (EI Agamy, 2009). Le diamétre de
ces globules, dans le lait de chamelle est d’environ 03pum (De Almeida, 2011). La petite taille
des globules gras du lait de chamelle, peut étre expliqué par la douceur élevée du coagulét, du
lait et donc une meilleure digestibilité (EI Agamy, 1983). Ces globules gras, sont entourés par
une membrane habituellement appelée membrane de globule gras du lait, ces derniers, jouant
un réle, indispensable, dans la détermination des propriétés des graisses du lait et des produits
laitiers riches, ces propriétés sont liées a la composition de ces membranes (EI Agamy, 2009).
Cette membrane des globules gras du lait, est composée principalement ; de trois espéces de
phospholipide : des sphingomyélines (avecl8- 20% des phospholipides totaux du lait) de
phosphatidyl choline, et des phosphatidyl éthanolamine (Avalli et Contarini, 2005).

Le tableau 8, illustre les différences des compositions en phospholipides du lait
de chamelle, de vache, et du lait de bufflesse : Cette composition est identique, parce que le
phosphatidyl sérine et le phosphatidyl-inositol sont des composants mineurs. Mais d'autres
composants, principalement, phosphatidyl choline et phosphatidyl éthanolamine; différent

entre les trois espéces: (Sharma et Ray,1982; Ahmed, 1990; Jensen et al., 1991).
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Tableau 07 : De synthése- Composition des phospholipides de la membrane des globules gras (FGM) du lait
de différentes espéces

Especes Quantité (mol %) des phospholipides totaux Références
Phosphatiy!| Phosphatidyl Phosphatidyl Phosphatidyl  |Sphingo
Choline Ethanolamie Sérine (PS) Inositol(P) myéline
(PC) (PEA)
Chamelle 23.00 35.50 4.60 5.50 28.00 (Ahmed, 1990)
Buffle 27.90 29.42 12.91 4.97 21.39 (Sharma et Ray, 1982)
Vache 33.60 22.30 2.30 2.00 35.30 (Jensen et al., 1991)

3. 2. Les acides gras

La composition en acides gras du lait d'une espece donnée, représente I'équilibre entre les
apports du régime en ces acides et ceux synthétisés dans la glande mammaire, donc leur quantité
dans le lait de n’importe quelle espéce est influencée par de nombreux facteurs, tel que le
régime, le stade de lactation et les variations génétiques de la composition en acides gras dans
le lait de chaque espece (ElI Agamy, 2009). A ce titre, Zhang et al., (2005) avaient constaté que,
dans la matiere grasse, du lait de chamelle, les acides gras saturés prédominants sont : C14:0,
C16:0, et C18:0, tandis que l'acide gras polyinsaturé principal est le C18:1, indépendamment
du stage de lactation. Aussi I’acide gras C 16: 1 est présent dans la matiére grasse du lait de
chamelle avec des proportions plus élevées que dans la matiere grasse du lait des autres espéces-
tableau 5 (Farah,1986; Abu Lehia,1989; Farah.,1989; Ahmed, 1990). En ce qui concerne la
différence entre le lait de chamelle et les et al laits des autres especes, la matiére grasse du lait
camelin est caractérisée par une proportion plus élevée en acides gras insaturés, par rapport aux
autres especes (tableau 07). Ceci semble €tre, la raison principale d’une texture cireuse de la
matiere grasse du lait de chamelle (Zhang et al., 2005). La matiére grasse du lait de chamelle,
contient une faible quantité d'acides gras a courtes chaines (Cs-C12) et un taux plus élevé
d'acides gras a longues chaines (C1s- C22) en comparaison avec la matiére grasse du lait de
vache (Abu Lehia, 1989; Riegg et Farah, 1991 ; Haddadin et al.,2008 ; Konuspayeva et al.,
2008), c’est pourquoi, le point de fusion et la température de solidification de la matiere grasse
du lait de chamelle sont avérés plus eleves (41,9 £ 0,9 °C et 30,5 £ 2,2 °C respectivement) en
comparaison a ceux de la matiére grasse du lait de vache (32,6 £ 1,5 °C et 22,8 + 1,6°C
respectivement) (Abu Lehia,1989; Riiegg et Farah, 1991). La matiére grasse du lait de chamelle,
contient une faible quantité d'acides gras a courtes chaines (Cs- C12) et un taux plus élevée
d'acides gras a longues chaines (C1s- C22) en comparaison avec la matiére grasse du lait de
vache (Abu Lehia, 1989; Rlegg et Farah, 1991 ; Haddadin et al.,2008; Konuspayeva et al.,

2008). C’est pourquoi, donc, le point de fusion et la température de solidification de la maticre
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grasse du lait de chamelle sont avéres plus éleves (41,9 £ 0,9 °C et 30,5 £ 2,2°C respectivement)

en comparaison a ceux de la matiere grasse du lait de vache (32,6 £ 1,5°C et 22,8 + 1,6°C
respectivement) (Abu Lehia, 1989; Ruegg et Farah, 1991). En outre, Ereifej et al., 2011, dans

une étude sur la composition du lait camelin, en acides gras saturés et insaturés, collecté de huit

localités en Jordan, ont noté des taux des acides gras satures de 50,15 % (Al Umari) et 64,12 %
(Al Qatrana) et pour les Acides gras insaturés de 35,89 (Al gatrana) et de 49,85% (Al Umari)
sur le total en acides gras

Tableau 08 : De synthése- Composition en acides gras du lait de chamelle en comparaison avec le lait de vache
Selon Larsson Raznikiewicz et Mohamed, (1994).

% des Acides gras totaux
. Lait de
Catégories Nom commun Tk st s il vache Etat
Formule PF ) ABU- FARAH | ALAIS et | physique
e SAWAYA =
abrégée | (°C) LEHIA, et al, LINDEN, | a20°C
etal, 1984
1989 1989 1997

Butyrique Cs:0 -8 <0.1 0.6 34 L
Caproique Cs:0 -3.5 0.2 0.4 2-5 L

Caprylique Cg: 0 +16.5 0,2 0.2 1-1.5 S/L
: Caprique Cp:0 |+315 0.2 0.9 2.0 s
g | Cn:0 |+435 0.9 ; 0.8 3.0 s

Satures s

Myristique Cis:0 +54 11.4 10.1 125 11.0 S
Palmitique Cy5:0 +63 26.7 26.6 31,5 25-30 S
Stéarique Cis:0 +70 1015 12,2 12.5 12.0 S
Arachidique Cx:0 +75 0.6 A 1.03 0.2 S
Béhénique Cy:0 | +80 0.2 0.08 = - -
Lignocérique Cy: 0 +84 0.1 - - -
Lauroléique Cp-1 198 01" - - -
Acides  gras | Myristoléique Csz1 -45 1.6 ! 1.1 = -
monoinsaturés | pajmitoléique Ci:1 | +15 11.0 10.4 9.4 20 i

Oléique Ci:1 | +135 25.5 26.3 19.1 23 L/s
Acides  gras | Linoléique Cig:2 -5 3.6 34 20 L
polyinsaturés Linolénique Cis:3 =l 3.5 14 0.5 L
Arachidonique Cxp:4 -45.5 04 -- 0.3 E

PF* : point de fusion; L* : liquide; S* : solide ;(- -): non déterminé.
Tableau 09 : De synthése- Valeurs moyennes de quelques rapports entre les acides gras du lait de chamelle, de
brebis, de chévre et de vache (Farah et al .,1989 ; Ahmed, 1990 ; Bernard et al ., 2005; El Agamy, 2006;
Shingfield et al ., 2008).

Rapports Chamelle | Brebis Chévre | Vache
Acides gras saturés% 62,41 74,56 73,70 70,08
Acides gras insaturés% 37,80 25,44 26,30 29,81
Acides gras insaturés/ Acides gras satures 0,61 0,34 0,36 0,43
Acides gras polyinsaturés/Acides gras insaturés 0,11 0,14 0,10 0,11
Acides gras a courtes chaines (C4-C14) 14,80 41,30 33,40 27,72
Acides gras a longues chaines (C16-C20) 85,20 58,70 66,60 72,18
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3. 3. Les phospholipides du lait de chamelle

Les lipides simples se trouvent a des concentrations supérieures que celles des lipides
complexes (Morrison, 1968; Gorban et 1zzeldin, 1997; 1999a; 2001), les triacylglycérols sont
la classe principale des lipides dans le lait de n’importe quelle espece laitiere y compris la
chamelle avec un taux de 97 a 98% des lipides totaux (ElI Agamy, 2009), ils sont accompagnés
de peu de diacylglycérols, de monoacylglycérols, de cholestérols, d’acides gras libres, et de
phospholipides (Jensen, 2002). Dans le lait de chamelle, les phospholipides (des lipides
complexes), se composent d’acides gras de longues chaines, renfermant, en majorité, plus de
deux insaturations (Siboukeur, 2007). Le cholestérol est le stérol principal de la matiére grasse
du lait de chamelle (Farag et Kebary 1992b) avec une teneur de 313,2 mg/l contre 256,3 mg/I
pour la matiére grasse du lait de vache (Gorban et 1zzeldin, 1999 (b); Konuspayeva et al., 2008),
mais un verre de lait de chamelle (250 ml) contient moins de cholestérol que 100 g de poissons
et moins de lipides que 250 g de beeuf (De Almeida, 2011).

4. Les vitamines

Le lait de chamelle renferme plusieurs vitamines liposolubles et hydrosolubles similaires
a celles du lait de vache, mais avec des teneurs différentes telles que : la vitamine C, A, E, D et
vitamines de groupe B (Farah et al., 1992; Haddadin et al., 2008; Sawaya et al., 1984; Stahl et
al., 2006). Le contenu en vitamines hydrosolubles de groupe B, et comparativement au lait de
vache, le lait de chamelle contient cing fois plus de niacine B3 (; (Sawaya et al., 1984; Haddadin
et al., 2008), quatre fois moins de riboflavine B2, treize fois moins d'acide folique B9, et quatre
fois moins d'acide pantothénique B5 (Farah, 1993; Gnan et Sheriha, 1986; Sahani et al., 2005).

Le tableau (10) : montre, selon Konuspayeva et al., (2009) : que : I’acide pantothénique B5,
acide folique B9, thiamine B1 et la riboflavine B2 sont présents en quantités faibles dans le lait
de chamelle, tandis que la teneur en vitamine B6 et B12 est assez semblable a celle du lait de
vache et plus élevée que celle du lait humain.

Le lait de chamelle se particularise par sa richesse en vitamine C, ce qui le rend comme
une bonne source de cette derniére, pour les personnes vivant dans la zone désertique ou les
fruits et les Iégumes ne sont pas disponibles (Sawaya et al., 1984).

La teneur en vitamine C, est de 03 fois (Farah et al., 1992) a 5 fois (Stahl et al., 2006)
plus elevée, que celle dans le lait de vache.

Le niveau élevé de vitamine C dans le lait de chamelle a été signalé dans plusieurs études
(Knoess, 1979; EI Agamy 1983; Farah et al., 1989; 1992; ElI Agamy,1998 a;
El Agamy et al., 1998; Zhang et al., 2005).
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En comparaison avec les teneur de celle- ci dans le lait d'autres especes, le lait de chamelle
contient de 52 mg/L par rapport a 27, 22, 29, 16, 35, 49 et 61 mg/L pour la vache, bufflesse,
brebis, chévre, lait humain, anesse et lait de jument respectivement.

Selon Konuspayeva et al., (2011) : plusieurs facteurs affectant la concentration en vitamine C
tel que: la variation saisonniére, localisation, I’espece et la période de lactation. La composition
en vitamines, liposolubles de lait d’espeéce cameline est présentée dans le tableau (11). Dans le
lait de chamelle, la vitamine A varié entre : 100 a 380 ug/L, comparative au 170-
380 et 540 p g/L pour le lait de vache et le lait maternel respectivement

(Sawaya et al., 1984; Belitz et al., 2004).

Le faible niveau de vitamine A, par rapport au lait humain, est un inconvénient, dans la
composition du lait de chamelle, et a cause d’une carence en 1égumes verts dans les zones arides
(Young, 2009). Cependant, la teneur en vitamine E dans le lait de chamelle est d’environ 530
ug/L avec 200- 1300 et 2800 pg/L dans le lait de vache et le lait maternel respectivement
(Jenness, 1980; Sawaya et al., 1984; Belitz et al., 2004).
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Tableaul0 : Valeurs moyennes et écarts type (S.D) de la composition du lait de chamelle depuis 1980
jusqu’au 2009 d’apres Konuspayeva et al., (2009).

Selon Zhang et al., (2005) les taux de la vitamine D, contenu dans les échantillons de lait
de chamelle, aux jours 30 et 90 de la lactation étaient de 692 et 640 UI/L, respectivement
Cependant, peu de données sont disponibles sur la vitamine D dans le lait de chamelle.
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Tableau 11 : De synthese- illustre les vitamines liposolubles dans le lait de chamelle, vache et la lait
humain (Belitz et al., 2004; Zhang et al., 2005).

ité pg/L Lait de Lait de Lait
Vitamine chamelle Vache Humain
Vitamine A 100- 380 170- 380 540
Vitamine E 530 200- 1300 2800
Vitamine D - - 00.60- 25 00.70

5. Les glucides

Le lactose est le sucre le plus important dans le lait (De Almeida, 2011). Sa teneur, dans
le lait de chamelle varie de 2,40% a 5,80 % (Konuspayeva et al., 2009); la moyenne
est de 04,4+ 0,7 % (tableau 1). L’étude de Shamsia, (2009) avait montré, la teneur en lactose
comme suite : 4.86 + 0.07 % dans le lait de chamelle et 06.45 £+ 0.08% dans le lait humain.
Cependant, selon De Almeida, (2011), le lait de chamelle contient 03,4 g/dL comparativement
a 07 g/dL et 04,8 g/dL du lait maternel et lait de vache respectivement.

La grande variation de la teneur en lactose, semble étre, due au type de plantes
consommeées dans les déserts (Khaskheli et al., 2005). Les chamelles préferent généralement
les plantes halophiles comme Atriplex sp, Salosa sp et Acacia sp, espéces qui répondent a leurs
besoins physiologiques en sels (Yagil, 1982).

Par conséquent, le lait de chamelle est parfois décrit comme assez doux, salé et a d'autres
moments comme amer. Il est a signaler que, la teneur en lactose, est le seul composant, qui reste
presque inchangée pendant une saison (Haddadin et al., 2008), et dans des conditions hydratées
ou déshydratées (Yagil et Etzion, 1980).

La teneur du lait de chamelle, en lactose, varie en fonction de la prise d'eau. Lorsque I'eau
est restreinte, la teneur en lactose diminue jusqu'a 05%, comme la saveur du lait est moins douce
en cas de déshydratation (De Almeida, 2011). D’aprés les résultats rapportés par plusieurs
travaux : Sawaya et al., (1984);El Amin et Wilcox, (1992); Mehaia et al., (1995); Haddadin et
al., (2008); Aljumaah et al., (2012) : Pour certaines populations camelines, les teneurs, de ce
lait, en lactose, sont légérement changeable. En outre, Aljumaah et al., (2012), rapportent que,
plusieurs facteurs affectent la teneur en lactose, a I’exemple du systéme de production, la race

(population), type d’alimentation, parité et stade de lactation (Tableau 12).
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Tableau 12 : De synthese- Teneurs moyennes en lactose dans le lait de chamelle(%) en fonction des
facteurs : systeme de production, race, parité et stade de lactation (Aljumaah et al., 2012)

% Teneur en lactose
Facteurs
Systéme de production
Nomadique............. 4.59 + 0.66
Semi nomadique....... 5.25+ 0.58
Systeme régler......... 4.93+ 0.47
Race
Majahiem.......... 5.07 +0.28
Maghatier.......... 5.07+£0.44
Shoal............... 5.12 £0.42
Soffer......... 5.44 £0.78
Parité
| TP 5.30+0.71
2, 5.08 £ 0.50
3, 5.17 £ 0.70
<4... 4.99 £+ 0.44
Stade de lactation
| T 5.50 £ 0.78
2 5.14 £ 0.48
3 4.86 = 0.50

6. Sels et éléments minéraux

La teneur totale en minéraux est généralement exprimée en cendres totales. La quantité
des cendres totales dans le lait de chamelle varie de 0,60 a 0,90 % (Konuspayeva et al., 2009)
avec une moyenne et déviation de 0.79+/- 0.07 % (Tableau 1).

Les sels minéraux et les oligo-éléments présents dans le lait de chamelle sont similaires a
ceux détectés dans le lait de vache et maternel : Sodium (Na), Chlore (Cl), Potassium (K),
Phosphore (P), Magnésium (Mg), Calcium (Ca), Fer (Fe), Manganese (Mn), Cuivre(Cu), Zinc
(Zn), mais au niveau quantitatif, les teneurs sont différentes (tableau 10).

Les sels minéraux et les oligo-éléments Na, K, Fe, Cu, Zn et Mn, dans le lait de chamelle,
sont énormément plus élevés comparativement a ceux dans le lait de vache
(Sawaya et al., 1984 ; Mehaia et al., 1995; Soliman, 2005) et a ceux dans le lait maternel, a
I’exception de Mn, qui est élevé dans ce dernier (Suleiman, 2005). Le lait de chamelle est riche
en chlorure (Khaskheli et al., 2005), sa valeur moyenne est de 132 mg/100ml (Shamsia, 2009),
due au type de fourrage qui est constitué de concentration élevée en sels (Yagil, 1982). Les
teneurs de Ca et P, sont élevées, dans le lait de vache comparativement au lait de chamelle et
au lait maternel (Suleiman, 2005).

La ration de Ca/P est de 1,37+0.01 pour le lait de chamelle contre 1,26+ 0.01 et 2.32+
0.034 pour le lait de vache et le lait maternel (Tableau 13). Selon plusieurs études différents
facteurs affectant la composition de lait de chamelle en sels minéraux tels que : I’alimentation

(Mehaia et al., 1995), la quantit¢ d’eau consommée (Haddadin et al.,2008), et la race
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(Sawaya et al., 1984; EI Amin et Wilcox, 1992; Mehaia et al., 1995; Aljumaah et al., 2012), le

systeme de production, parité et stade de lactation (Aljumaah et al., 2012).

Tableau 13 : La composition moyenne en sels minéraux (en mg/100g) du lait de chamelle,

vache et le lait humain (Suleiman, 2005).

Ca P Ca/lP | Fe Zn Na K Mg Cu Mn
Lait camelin | 111.36+ | 81.17+ | 1.37+ | 0.23+ | 0.51+ | 57.84+ | 156.32+ | 6.70+ | 0.061+ | 0.013+
4.36 3.08 0.01 0.01 0.015 | 1.22 2.85 0.14 0.0023 | 0.0006
Lait de vache | 119+ 95.03% | 1.26%+ | 0.07+ | 0.38+ | 49.67+ | 147.02+ | 13.42+ | 0.017+ | 0.0037+
0.69 0.72 0.01 0.02 0.00 0.70 1.55 0.24 0.0016 | 0.0001
Lait maternel | 32.36+ | 13.97+ | 2.32+ | 0.053+ | 0.165+ | 16.03%= | 51.77+ 3.43+ | 0.05+ | 0.09+
0.70 0.24 0.034 | 0.004 | 0.02 0.31 0.69 0.12 0.004 0.01

28




Synthése Bibliographique

I11. Propriétés thérapeutiques attribués au lait d’espéce cameline :
1. Effets thérapeutiques du lait d’espéce cameline
1.1. Notions sur les bienfaits du lait camelin

Les chamelles sont de bonnes productrices du lait, comparativement aux meilleurs vaches
laitieres (De Almeida, 2011). Le lait de chamelle cru et/ou fermenté est utilisé dans différentes
régions du monde, y compris en: I'Inde, la Russie et le Soudan, comme un traitement pour une
série de maladies, a I’exemple de I'hydropisie (), ictere (), lI'asthme et contre la leishmaniose
(Shalash, 1984; Abdelgadir et al., 1998; Al haj et Al Kanhal, 2010). Aussi, dans les cas
d'obstruction des voies biliaires (), insuffisance respiratoire postpartum (Yagil, 1987). De
méme, ce lait est recommandé dans le cas des troubles du métabolisme calcique, car il assure,
I’absorption du calcium (prophylaxie de 1’ostéoporose) (Jassim et Naji, 2001; Braegger, 2002),
dans les cas des troubles hépatiques, inflammation de la rate, constipation et cicatrisation des
blessures, ainsi il améliore I'ovulation chez les femelles et utile comme antihypertenseur (Quan
et al., 2008).

Le lait de chamelle est apprécié, pour ses propriétés anti-infectieuses, antivirales
anticancéreuses,  antidiabétiques et  antiallergiques, aussi  pour ses  effets
hypocholestérolémiques, et son effet sur les maladies gastro-intestinales, a I’exemple

de ’autisme, et d’intolérance au lactose.

2. Propriétés antimicrobiennes du lait de chamelle

Le lait de chamelle fermenté Shubat, est utilisé comme traitement contre la tuberculose
(Shalash, 1984; Abdelgadir et al., 1998; Mal et al., 2001; Al haj et Al Kanhal, 2010), dans
différents pays tels que I’Inde (Mal et al., 2001), en Libye (Alwan et Tarhuni, 2000)
et en Kazakhstan (Puzyrevskaya et al., 2000). Le shubat, lait camelin fermenté, riche
en bactéries lactiques, renforcent les propriétés antimicrobiennes, contre des germes pathogenes
comme Bacillus Ssp, Pseudomonas Sp, Mycobacterium Ssp, Staphylococcus Ssp, Salmonella
Ssp et Escherichia coli (Puzyrevskaya et al., 2000).

En outre, le lait de chamelle, a des effets antimicrobiens contre les bactéries a paroi Gram
positives a I’exemple des Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, et Gram négatives :
Escherichia coli et Salmonella typhimurium (EI Agamy et al., 1992; Benkerroum et al., 2004).

Cette activité inhibitrice semble due, beaucoup plus, a la présence des substances

antimicrobiennes (molécules bioactives), dans le lait d’espéce cameline, y compris le lysozyme,
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peroxyde d'hydrogéne, la lactoferrine, lactoperoxydase et immunoglobulines
(El Agamy et al., 1992).

Les résultats de 1’étude menée par Barbour et al., (1984), sur I’effet inhibiteur du lysozyme,
dans 200 échantillons du lait de chamelle, contre les bactéries pathogénes, ont montré que les
pourcentages des inhibitions étaient : 07,0- 5,0- 04,0- 02,0 et 010% pour Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus, Shigella dysenteriae et Salmonella typhimurium,
respectivement.

Dans une ¢tude comparative, de 1’activité de lysozyme, provenant de différentes origines
(Blanc d’ceuf, lait de vache et lait de chamelle), sur des bactéries pathogénes a paroi (Gram +
et a Gram -) : L’étude avait montré que celui originaire du lait de chamelle, avait un large
spectre d’inhibition, les valeurs des diameétres des zones de lyses, étaient les plus élevées
(ElI Agamy, 1989).

Selon Stepaniak, (2004), les préparations commerciales du lysozyme originaire du lait de
chamelle, est une alternative intéressante et prometteuse a la place des nitrates utilisé comme
agent anti-sporulation, empéchant la croissance de Clostridium tyrobutyricum (formes de
résistance) dans les fromages.

Selon Benkerroum et al., (2004), I'action inhibitrice, du lait de chamelle, contre les espéces
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus et Escherichia coli, semble due, a la présence
des enzymes: lactoperoxydase, lysozyme et peroxyde d'hydrogéne.

La croissance de Salmonella typhimurium semble inhibée par 1’action chélateur de
la lactoferrine, liant le fer et le rendant inaccessible pour sa croissance (EI Agamy et al., 1992;
Ochoa et Cleary, 2009).

Les concentrations des enzymes : lactoferrine, lysozyme et immunoglobulines est élevée,
dans le lait d’espéce cameline comparativement au laits des autres especes laitieres : vache,
bufflesse, chevre.

De méme, cette propriéte entrave tout processus de fermentation de ce lait
(Kappeler et al., 1999; EI Agamy, 2000; Benkerroum, 2008; Konuspayeva et al., 2007).

Sous I’action de lysozyme, la croissance des ferments lactiques thermophiles était retardée
(AbuTaraboush, 1996; Jumah et al., 2001), ce qui prolonge le processus de gélification du
yaourt, a partir du lait de chamelle (Jumah et al., 2001).

Ces enzymes (antimicrobiennes) du lait camelin, peuvent perdre complétement leur activité,

si le lait de chamelle est traité a 100°C pendant 30 minutes (EI Agamy, 2000).
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Les différences de structures et de composition en acides aminés, de ces substances
antimicrobiennes, peuvent expliquer ces variations dans leurs activités inhibitrices contre divers

microorganismes (El Agamy et al., 1996).

3. Propriétés antivirales du lait d’espéce cameline

Les rotavirus sont la cause la plus fréquente des épisodes gastroentériques, notamment
chez les nourrissons ou les nouveaux nés dans la plupart des régions du monde. En Egypte, les
Bédouins utilisent du lait de chamelle pour traiter les diarrhées (EI Agamy, 1983).

L'immunoglobuline (IgG) du lait de chamelle et des immunoglobulines sécrétoires A
(slg A), ont été purifiés et leur activité de neutralisation contre les rotavirus bovines
(EI Agamy et al, 1992) ou de I'nomme (ElI Agamy, 2000b) ont été étudié.

Le colostrum provenant d’espéce cameline et des échantillons de lait cru normal, sont
testés, pour la présence d'anticorps anti rotavirus et anticoronavirus. Tous les échantillons
entaient négatifs pour les anticorps anti- coronavirus; alors que certains des échantillons du lait
et du colostrum camelin avaient des anticorps spécifiques anti-rotavirus.

L'activité anti-rotavirus, a titre d'anticorps dans le colostrum, est forte en raison de I'lgG,
tandis que sIgA dans le lait normal est élevé (Figures : 03 et 04).

Cela indique que, le lait cru de chamelle, est considéré comme un puissant inhibiteur
viral surtout contre les rotavirus humains. Alors que, le taux élevé des IgA contre les rotavirus
reflete 1’effet probable que les glandes mammaires de la chamelle sont capables de synthétiser
une forte concentration de ce type d'immunoglobuline comme un facteur de défense.

Ces constats peuvent expliquer, la raison de l'utilisation du lait de chamelle, pour traiter
les diarrhées par les éleveurs de chameaux (El Agamy, 1983).

Les propriétés antivirales de Shubat, fraichement préparé ou conservé, une boisson
préparée a base du lait de chamelle au Kazakhstan, ont été étudiés (Chuvakova et al., 2000).

Les résultats ont montré que : le Shubat se caractérise, par des propriétes virucides et
virus-inhibant, surtout contre les orthovirus et paramyxovirus et ces propriétés ne sont pas
affectées par la durée de vie. L'activité antivirale de Shubat a été suggérée, en raison, de la

présence des métabolites des bactéries lactiques (bactériocines) et des levures Figure 03 et 04.
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Figure 6.3. A. Antirotavirus activity in camel-colostral whey expressed as antibody titer (A) or specific activity (B)
(El-Agamy 2000b). B. Antirotavirus activity in camel normal-milk whey expressed as antibody titer (A) or specific
activity (B) (El-Agamy 2000b).

Figure 3 : Activité antivirale du lait camelin

4. Effets thérapeutiques contre les maladies gastro-intestinales

Le traitement des maladies chroniques de I'appareil gastrointestinal ; comme I’ulcére
d'estomac par lait de chamelle est également signalé (Djangabilov et al., 2000).

L'utilisation du lait camelin fermenté (Shubat), facilite la restauration de la bonne flore
microbienne et le réglement de la fonction intestinale di au rétablissement rapide de la
membrane mugueuse.

Pour cette raison il est recommandé dans les traitements de la dysbiose intestinale, ce
qui permettre une réduction d’utilisation des antibiotiques (Sukhov et al., 1986; Vaisman et al.,
2006).
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5. Effets thérapeutiques contre I’autisme

Le lait camelin est efficace pour les personnes autistes (De Almeida, 2011). L'origine de
nombreux cas d'autisme est liée au processus autoimmune AL Ayadhi and Elamin, (2013).
Le casomorphine; un opioide, provoque des lésions au cerveau et chez les animaux
d’expérimentation, produit des signes typiques de l'autisme. Cette substance, peut étre formée,
suite & une erreur enzymatique de la Blactoglobuline, une substance qui n'existe pas dans le lait
de chamelle, mais présente dans le lait d'autres mammiferes (Shabo et Yagil, 2005). Par
conséquent, il est recommande, d'éviter le lait des especes bovines, dans le régime des patients
autistes (De Angelis, 2005). Pour ces sujets le lait d’espece cameline est fortement recommandé
(AL Ayadhi and Elamin, 2013).

6. Effets contre I’intolérance au lactose

Le lait camelin, est recommandé pour les personnes intolérantes au lactose
(DeAlmeida, 2011). Le lactose est la source principale d'énergie du lait. Il facilite I'absorption
du calcium et le développement d'une microflore bénéfique, riche en bactéries lactiques,
notamment les bifidobactéries. Le lait de chamelle, contient approximativement la méme
quantité de lactose que le lait d’espece bovine et moins, part-rapport, a celle dans le lait
maternel. Néanmoins, les personnes intolérantes au lactose, sont en mesure d'accepter le lait de
chamelle sans symptdmes indésirables (Cardoso et al., 2010). Cependant, peu d’explications
ont été attribuées a cette tolérance. Il a été suggéré, que le lactose dans le lait de chamelle, est
facilement métabolisé (Shabo et al., 2005). Si le lait de chamelle peut étre utilisé par les
personnes intolérantes au lactose, cela comblera une lacune importante dans leur régime

alimentaire.

7. Effets thérapeutiques contre les cancers et maladies auto-immunes
Le lait de chamelle avait dautres propriétés thérapeutiques potentielles, tels que effets
anticancéreux (Magjeed, 2005; Korashy et al., 2012), par I’effet immunostimulant, ayant, ce
lait un réle dans le contrdle des processus tumoraux.
Au Kazakhstan, il est traditionnellement utilisé comme adjuvant a la chimiothérapie pour les
cancéreux, notamment les cancers du tube digestif.

Il semble, également que, des résultats probants ont été obtenus dans certaines maladies
auto-immunes, telles que lupus, pemphigus, maladie de Crohn et la sclérose en plaques (Yagil
et Van Creveld, 2000).
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L’étude de Jouan, (2002), s’appuyant sur le réle de lactoferrine, I’un des composants du
lait camelin, dans le traitement de certains cancers et ses effets antitumoraux sont étudiés

notamment chez les rats.

8. Effets thérapeutiques contre le Diabete

Le lait camelin, a un effet notable antidiabétique (Yagil, 1987; Agrawal et al., 2003;
Agrawal et al., 2007; De Almeida, 2011). Plusieurs études montrent, qu’aprés une année de
traitement par le lait camelin, il améliore a long terme le contr6le glycémique
(Agrawal et al., 2005) et peut réduire jusqu’a 35% des doses quotidiennes d’insuline prises par
les diabétiques typel, en plus la réduction des niveaux d’anticorps anti-insuline
(Agrawal et al., 2005; Sahani et al., 2005).

A cet égard, en Inde, Agrawal et al., (2007) avaient observé une faible prévalence du
diabete dans une communauté qui consomme habituellement le lait de chamelle.

La prévalence du diabéete dans une communauté qui consomme le lait camelin (n : 501)

était de 00%, contre 05,5 % dans une communauté qui ne consomme pas ce lait (n : 529).
En outre, et selon Breitling, (2002) ; Cardoso et Cardoso, (2010), qui avaient établi les mémes
remarques, ce qui montre fortement, que le lait camelin est un facteur protecteur contre le
diabéte notamment le type 1. L'effet antidiabétique du lait de chamelle, semble étre lié a un
certain nombre de facteurs : L'une des protéines, qui se trouve dans le lait de chamelle, présente
de nombreuses caractéristiques similaires a l'insuline. Selon Sahani et al., (2005), le lait
camelin, renferme de fortes concentrations d'insuline (118 a 128 unités internationales par litre),
mais le rendement en insuline, varie selon I’espéce; le lait de camélidés Sud- Américains, Lama
glama, renferme une teneur faible d'insuline, environ 05,7 uU/ml, comparativement avec les
58,30 uU/ml dans le lait de 1I’espece Camelus dromedarius.

Selon Wangoh, (1993) ; Vaisman et al., (2006), la non coagulation du lait de chamelle
dans l'environnement acide de I'estomac, rend le passage du lait plus rapide, et reduit la
destruction de I'insuline de lait camelin par les effets du suc. En plus de ces effets, il y’a 1’effet
Immunomodulateur, du lait de chamelle, sur la fonction des cellules béta (Breitling, 2002; De
Almeida, 2011).

Selon Sahani et al., (2005); Agrawal et al., (2007), le model alimentaire des chamelles
dans leur parcours, dans les deserts, assure la présence des substances phytochimiques

bioactives (métabolites secondaires) dans leur lait, ce qui exerce ’effet anti-diabete.
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9. Effets thérapeutiques contre allergie :

Le lait de vache est habituellement, consommé, par les nourrissons, au lieu du lait
maternel. Cette substitution peut entrainer des problémes nutritionnels et immunologiques, telle
que ’allergie aux protéines de ce lait. Cette allergie est une réponse immunitaire anormale due
a I’interaction entre une ou plusieurs protéines (EI Agamy, 2007), un ou plusieurs mécanismes
immunitaires, résultant des réactions immédiates, par I’intermédiaire des IgE. Pour cela, le lait
camelin, est recommandé, pour étre consommeé par les enfants qui sont allergiques au lait de
vache, comme une nouvelle source proteique (EI Agamy et al., 2009; De Almeida, 2011).

Les travaux de EI Agamy et al., (2006), ont montré, I’absence de la réactivité immunitaire
croisée et la non similarité immunologique entre les protéines du lait camelin et ceux du lait
bovin, aussi les résultats obtenus par la technique ELISA en utilisant les sérums de certains
enfants allergiques au lait de vache indiquent la non spécificité de I'immunoglobuline E (IgE)

aux protéines de lait de chamelle comparativement au lait de vache (Figure 4).
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Figure . IgE-ELISA inhibition of cow and camel milk proteins (El-Agamy &t al. 2006).

Figure 4 : Inhibition des protéines des laits camelin et bovin par IgE El Agamy et al., (2006)
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10. Effets hypocholestérolémiques

Les maladies coronariennes, sont parmi les principales causes de mortalité dans les pays
industrialisés (Braegger, 2002; Pereira et Gibson, 2002). Le taux élevé du cholestérol sanguin
et dietétique est considéré comme un facteur de risque majeur de ces maladies (Reddy et al.,
1977).

Le lait de chamelle fermenté (Gariss) contenant de Bifidobacterium lactis (BB12) possede un
effet hypocholestérolémique In vivo chez les rats (EI Ayan et al., 2008).

En outre, selon Tahri et al., (1995), Al haj et al., (2006) : sur le bouillon MRS, aussi bien que
sur le milieu de culture : Trypticase Peptone Extrait (TPE), des souches bifidobactériennes avait
assuré, la réduction de cholestérol dans le lait de vache et de chamelle.

Le mécanisme hypocholestérolémique du lait de chamelle est encore mal élucidé, voir
incertain, mais différentes hypothéses supposent I'interaction entre les peptides bioactifs dérivés
des protéines du lait de chamelle et du cholestérol, ce qui entraine la réduction de ce dernier
(Seelig et Seelig, 1996; Li et Papadopoulos, 1998) et la présence de I'acide urique dans le lait
de chamelle, qui est considéré, comme responsable de I'abaissement des taux du cholestérol
chez les humains (Buonopane et al., 1992) et chez les rats d’expérimentation (Rao et al.,
1970; 1981).

11. Effets de détoxification

L’étude d’Al Fartosi et al., (2011) : avait montré, a 1’échelle expérimentale, le réle
protectif, du lait camelin, par administration orale contre 1’hépatoxicité de paracétamol, chez
des rats males. L’activité protective contre la toxicité de paracétamol a €té signalée par la
diminution des taux de parametres de sang : SGOT, SGPT, ALP, cholestérol, et triglycéride
aussi bien par ’augmentation des concentrations des protéines totales de sang et d’albumine
sanguine. Ces effets bénéfiques pour la santé, attribuées aux lait camelin, sont obtenus grace a
la présence naturelle des composés bioactives dans le lait camelin (El Agamy et al., 1992;
Agrawal et al., 2007); ou dérives de protéines du lait de chamelle, en utilisant des souches
probiotiques (El ayan et al., 2008; Quan et al., 2008). Ces composants, généralement présents
dans les laits d’autres espéces, ont la particularité chez la chamelle, d’étre thermorésistants,
comme c’est le cas pour la lactoferrine ou la vitamine C, de s’y trouver en quantité 10 a 100

fois, plus importante, que dans le lait de vache (Konuspayeva et al., 2004).
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V. Bactéries lactiques thermophiles :

1. Les bactéries lactiques thermophiles
1.1. Caractéristiques principales des bactéries lactiques thermophiles

Les bactéries lactiques (B.L) sont, géneralement, thermophiles, mésophiles certaines
sont psychrotolérantes ou thermotolérantes. Elles se développent majoritairement, a des
pH cernés entre 04,0 et 05,5. Certaines sont encore actives a pH 9,6 ou méme a pH 3,2. Elles
ont des tolérances tres variables, vis a vis des sels. Les bactéries lactiques possedent de faibles
activités protéolytiques et lipolytiques, ont des exigences marquéees pour les acides aminées,
dérivées de bases puriques et pyrimidiques et vitamines B (Caplice et Fitzgerald, 1999).

1.2. Classification des bactéries lactiques selon la température de croissance
1.3. Groupe des bactéries lactiques thermophiles

Selon la température optimale de croissance, on distingue les especes lactiques
mésophiles et d’autres thermophiles, les mésophiles (Lactococcus et éventuellement
Leuconostoc) : ont une température optimale de croissance entre : (20 °C et 37 °C), sont
utilisées, sur tout, en technologie beurriere et dans les fabrications des fromages a pates fraiches.

Les especes lactiques thermophiles (les genres : Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus ssp), se développent, a une température optimale comprise entre : (37 °C- 60 °C),
(Frank et Nino, 2002). Ce groupe bactérien est plus particulierement, utilisé dans les
technologies des laits nécessitant des processus thermophile, a I’exemple, des laits fermentés
acidifiés, des yaourts et les fromages a pattes cuites. En fromagerie (de fromages a pates
pressees, a patte cuites et dans fromages a pate molle stabilisée) (EI soda et al., 2000;
Grade et al., 2002; Hassen et al., 2001; 2005). Cependant, plusieurs associations (appelées
protocoopérations), ont éteé relevé a I’intérieur de groupe des bactéries lactiques thermophiles,
ce qui augmentent de facon réciproque : (entre les especes lactiques), leur performances
technologiques (Bear et Corrieu, 1998; Gran et al., 2003; Angelov et al., 2009; 2009).
L’exemple le plus connu, est I’association ou protocoopérations entre les deux especes :
Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus, (Courtin et Rul, 2004 ; Angelov et
al., 1999 ; Sieuwerts et al., 2010; Liu 2013), aussi entre les espéces Streptococcus thermophilus
et Lactobacillus helviticus (Bernardeau et al., 2008) et entre : S. thermophilus, Lactobacillus

acidophilus et Bifidobacterium lactis Oliveira et al., (2009 ; 2009).
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Tableau 14 : Les Lactobacillus thermophiles homofermentaires: caractéristiques morphologiques;

biochimiques et culturaux (Boukhemis et al., 2009).

Caractéristiques Lb. bulgaricus Lb. helveticus Lb. acidophilus
Morphologie Bacilles Bacilles Bacilles
Gram + + +
Mobilité - - -
Catalase - - -
Croissance a 15°C - - -
Croissance a 45°C + + +
T° optimale (°C) 44 42 30
pH optimal 06 05.5 05,5
Glucose + + +
Fructose + Vv \%
Galactose - + +
Lactose + + +
Maltose - \ +
Saccharose - - +
Gluconate - - -
(+) positive (-) négative ; V variable
1.4. Habitat

D’une maniére générale, les BL peuvent étre isolées des laits et produits laitiers, des animaux,
des végetaux (VinodKumar et al., 2006; Michaylova et al., 2002; 2007) et des aliments
ensemencés par des végétaux qui constituent 1’habitat naturel. Ces germes, rencontrés dans les
produits carnés, bien qu’ils ne soient considérés comme pathogénes. Ils peuvent abaisser la
durée de vie des produits carnés élaborés, en entrainant leur altération (odeur désagréable). La
croissance de ces germes est favorisée dans les produits conserveés sous vide (Aloui et Dellaoui,
2005).
1.5. Culture des bactéries lactiques

Les bacteries lactiques, nécessitent des milieux riches, en différents nutriments pour leur
croissance (sucres, acides aminés, acides gras, sels, vitamines) et pauvres en oxygéne. Elles
sont essentiellement, isolées et cultivées sur des milieux sélectifs M17 (Tarzaghi et Sandine,
1975; Marshal et al., 1987) et le milieu MRS, (De Man et al., 1960), qui offre aux bactéries
lactiques, a culture difficile, différentes sources de carbone et d’azote, telles que les peptones,

le glucose et le Tween 80, (le Tween 80; était initialement, utilisé comme, émulsifiant, dans la
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préparation des milieux de culture, avant d’étre considéré comme source de carbone pour les
bactéries) (De Man et al., 1960).

2. Caractéristiques des principaux genres lactiques thermophiles
2.1. Genre Lactobacillus ssp
Le genre Lactobacillus ssp est le principal de la famille des Lactobacillaceae, il renferme de
nombreuses espéces, agents de fermentation lactique, intervenant dans de nombreuses
industries, sont rencontrées comme agent de fermentation ou contaminants.
11 s’agit de batonnets longs et fins, parfois incurvés, souvent groupés en chaines, immobiles,
asporulées, dépourvus de la catalase, se développent a un optimum de température situé entre :
30 °C et 45 °C. Les lactobacilles, ont des exigences nutritionnelles tres complexes, en acides
aminés, en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux. Le genre
Lactobacillus a été subdivisé par Orla- Jensen, en trois groupes, cette classification est encore
utilisée en milieu industriel :
Groupe | «Thermobacterium»: comprend les lactobacilles homofermentaires, thermophiles qui
se developpent a 45 °C mais pas a 15°C. Les especes les plus fréquentes dans le lait et les
produits laitiers sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.
Groupe |1 «Streptobacterium»: regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et
peuvent étre occasionnellement hétérofermentraire en fonction du substrat. Les especes les plus
fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.
Groupe |11 «Betabacterium» : Sont des lactobacilles hétérofermentaires strictes. 1l comporte les
espéces Lb.fermentum, Lb.brevis et Lb.sanfransisco.
2. 2. Streptococcus thermophilus

Le genre Streptococcus est, généralement, divisé en trois groupes : -pyogene (la plus
part des espéces pathogenes et hémolytique), groupe oral, tels que (St. salivarus et St. bovis) et
les autres streptocoques. La seule espéce des streptocoques, utilisée en technologie alimentaire
est Streptococcus thermophilus, a été inclue dans les groupes des «autres streptocoques», mais
ensuite transférée au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degrés d’homologie avec
I’ADN de Streptococcus salivarus (Hols et al., 2005 ; Delorme, 2008). Streptococcus
thermophilus, se différencie, par son habitat (lait et produit laitiers), son caractére non
pathogene, espéce ayant le statut : GRAS (Hols et al., 2005; Delorme, 2008). La résistance a la
température, la capacité de croitre a 52°C, la vitesse d’acidification du lait relativement élevée,
I’uréase, et le nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer St thermophilus
de la plus part des autres streptocoques.
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3. Fermentation lactique
3.1. Principales voies fermentaires empreintées par les bactéries lactiques
Selon les genres ou espéces, les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une des deux voies
majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaires (Embden-Meyerhof-
Parnas, EMP) et hétérofermentraire (voie des pentoses phosphate)
3.1.1. Voie homofermentaire (HMF)
Les bactéries lactiques, homofermentaires, comprennent les especes de lactocoques,
pediocoques, ainsi que certaines espéces lactobacilles. Cette voie conduit, dans des conditions
optimales de croissance, a la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP,
par molécule de glucose consommée. La fructose-1,6- bisphophate aldolase (FBA), est une
enzyme clé, indispensable au fonctionnement de la voie EMP (Figure 01) (Hadef, 2012).
3.1.2. Voie hétérofermentraire (HTF) ou voie des pentoses phosphate

Les bactéries lactiques fermentant le glucose en produisant, en plus, de 1’acide
lactique, de I’acétate, de 1’éthanol et du CO> sont dites hétérofermentraire (Figure 5). Les
principaux groupes de bactéries, présentant ce type de métabolisme, sont les : Leuconostoc
ssp et certains lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus d’une enzyme F.B.A.

(Caplice et Fitzgerald, 1999).

Glucose
Homolactic Heterolactic
Glucose-6-P Glucose-6-P
Fructose-6-P 6-phosphogluconate
Fructose-1,6-DP Ribulose-5-P
A Xylulose-5-P
Glyceraldehyde-3-P — Dihydroxyacetone-P Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P
~
H.O ¢ J'
2 Pyruvate Pyruvate Acetaldehyde
2 Lactate Lactate Ethanol

Figure 5 : Voies de fermentations des sucres par les B.L (Caplice et Fitzgerald, 1999).
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4. Roles des B.L. thermophiles en technologie laitiere
4.1. Aptitudes acidifiantes

Les bactéries lactiques, sont utilisées pour la fermentation d’un grand nombre de
produits d’origine animale ou végétale. Leur role principal est la production d’acide lactique,
qui influence la texture, le goQt et la qualité microbiologique des produits.

En outre, la production du lactate facilite la coagulation des caséines du lait, par la présure
(fabrication des fromages). L’acide lactique est connu pour ses propriétés antimicrobiennes
naturelles.

L’abaissement du pH, joue un r6le fondamental dans l'inhibition de la croissance
de plusieurs types de bactéries (Enterobacteriaceae et Pseudomonadaceae) nuisibles
en technologie alimentaire, qui contamine les aliments et des espéces bactériennes pathogenes
et/ou toxinogenes comme : Salmonella sp et Listeria monocytogenes.

Enfin, la production d’acide lactique, contribue également a I’amélioration du gott des
produits fermentés, soit directement dans les produits frais, soit indirectement en agissant
sur les activités enzymatiques au cours de ’affinage des fromages
4.2. Aptitudes aromatisantes
Les bactéries lactiques mésophiles comme : Lc. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, produisent
des composés aromatisants, qui contribuent au golt des produits fermentés. Le diacétyle
(composé aromatique), est un produit du métabolisme du citrate.

Les concentrations de ces composés, peuvent étre trés variables d'un produit laitier a
I’autre. La présence de ces composés carbonylés, dans le beurre, les laits et les crémes
fermentés, dans certains fromages, pour le diacétyle, dans les margarines est tres désirable et
méme indispensable a la flaveur caractéristique de ces produits (Marshal, 1984).

En outre, dans les beurres, les margarines et les cremes fermentées, le diacétyle joue un
réle déterminant dans I'équilibre aromatique. Les quantités du diacétyle trouvees, sont
importantes et se situent entre : 01,5 et 05 mg/kg. Dans les fromages et les yaourts, ou
I'acétaldéhyde et I'éthanol, ont davantage d'importance, les quantités du diacétyle retrouvées
sont plus faibles (0,5 a 02 mg/kg), mais indispensables, a I'ardme final de ces produits
(Lindsay et Day, 1965; Keen et Walker, 1974; Van Den Berg et al., 1977). Les figures 06 et 07

illustrent les differentes voies métaboliques de production de ces deux aromes.
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Acetate

Acetyl - P

pyruvate dehydrogenase CoA
pathway V

(aerobic - metabolism)

Acetyl Co A
CO,
Citrate
CO, CoA
HgOg 02 k."'

Acetateq— Acetyl-P — Pyruvate ™ ——————p O Acetolactate
Pyruvate oxidase pathway

Co A
Formate / CO, ¢ \JCOZ
AcetyYCo A Diacetyl Acetoin
&:\7)\ i
Acetyl-P cetaldehyde 2.3-Butanediol
i l diacetyl/acetoin pathway
Acetate Ethanol

pyruvate-formate-lyase system
(active in anaerobic environment)

Figure 6 : Principaux métabolites (aromes) formés a partir du pyruvate chez les BL (Caplice et
Fitzgerald, 1999).
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Glycolysis
yeoly o & Glucose ~ Hexose monophosphate
&~ g ~N
i | D-xylulose-5-phosphate
dehyd
e phosphoketolase
Glycerinaldehyde-
3-phosphate
pyruvate decarboxylase

P o
Acetyl-CoA
%

Aldehyde dehydrogenase phosphotransacetylase Acetyl-P

ADP
NADH acetate kinase
CoA ATP
NAD+

/v Acetate
Z-deoxyriboseahiohu/' ACETALDEHYDE A%ehyde dehydrogenase

co,

2-deoxyribose-5- \ Serine hydroxymethyl transferase EC 2.1.2.1
Hitabie Alcohol dehydrogenase
T Glycine
NADH
T »
T | Threonine
S Ethanol

Figure 7 : Différentes voies métaboliques de formation de I’acétaldéhyde chez les espéces
Streptococcus thermophilus (Chaves et al., 2002)

4.2.1. Dosage des aromes dans les laits et produits laitiers

4.2.1.1. Dosage du diacetyle et d’acétaldéhyde dans les laits et produits laitiers

Les méthodes analytiques développées, pour le dosage du diacétyle et de I'acétaldéhyde,
dans les milieux de cultures des souches lactiques et dans certains produits laitiers fermentés,
sont variées. Les méthodes colorimétriques sont les plus anciennes, les plus nombreuses des
techniques utilisées.

Ainsi, la méthode officielle de dosage du diacétyle dans le lait et les produits laitiers est
celle utilisée par :
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Pack et al., (1964), puis par Cogan, (1972), développée par Walsh et Cogan, (1974),
puis modifiée par Veringa et al., (1984), elle fait intervenir la conversion du diacétyle en
diméthylglioxime sous l'action d'hydroxylamine en solution tamponnée. Cette molécule réagit
ensuite avec le sulfate ferreux, pour donner un composé rose dont l'intensité de coloration est
mesurée au spectrophotometre a 530 nm (Stien et al., 1999 ; Meribai et al., 2016). De méme,
I'acétaldehyde, peut étre doseé, apres réaction avec la 2,4-dinitrophénylhydrazine ou le 3-méthyl-
2-benzothiazolone hydrazone (Pack et al.,1964; Lindsay et Day, 1965).

Selon Stien et al., (1999), ces techniques restent tres employées, méme si parfois leur
précision et leur sensibilité sont faibles, en raison des nombreuses étapes de préparation des
échantillons (chauffage, distillation, entrainement par un gaz, acidification, modification
chimique, filtration) (Meribai et al., 2016).

4.3. Aptitude protéolytique

Les enzymes impliquées dans la dégradation des caséines du lait, durant la maturation,
incluent la présure, les protéases indigenes du lait (la plasmine) et les enzymes de la flore
secondaire. La protéolyse est considérée comme étant, I’événement biochimique le plus
important, durant la coagulation du lait et la maturation fromagere. L’incapacité des bactéries
lactiques a synthétiser les acides aminés (auxotrophie), essentiels a la synthése protéique,
nécessite, un fonctionnement actif de leur systeme protéolytique, dans les environnements ou
les protéines constituent la principale source d’azote. Ces systémes sont complexes, de par le
nombre et la nature des protéases et peptidases présentes, mais également de par leur

localisation cellulaire.

5. Production de bactériocines par les B.L thermophiles

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques, notamment le par le groupe des
BL thermophiles, sont des peptides antimicrobiens (ou des molécules bioactives, genéralement
de nature protéique), de faible poids moléculaire. Elles ont une activité inhibitrice, dirigéee
contre les bactéries, proches de la souche productrice. Leur spectre d’action est généralement
étroit. Cependant, la plupart des bactériocines ont une activité contre des pathogénes
alimentaires tels que : Listeria monocytogenes, Staphylococcus Spp, Bacillus spp.
L’application des bactériocines ou des souches lactiques productrices de bacteriocines dans les
production et/ou conservation des aliments, pourrait y éviter le développement de bactéries
pathogénes et/ou d’altération des aliments. Cette perspectives était et demeure, un sujet

d’expertise et de recherche prometteur (Dortu et Thonart, 2009). Des études récentes, ont
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démontré, qu’il existe certaines bactériocines, actives également contre des bactéries a Gram

négatif. Ces substances protéiques, biologiquement actives, sont synthétisées au niveau du

ribosome et codées par des génes portés par I’ADN bactérien, leur sécrétion dans le milieu

extracellulaire, étant, conférée par un systeme de transfert. Les bactériocines produites par les

especes lactiques thermophiles, les plus largement utilisées, en industrie laitiere, sont illustrées

sur les tableaux : 15, 16 et 17. Ces molécules bioactives, différent, par leur poids moléculaire,

leurs propriétés biochimiques, leur origine génetique, ainsi que par leur spectre et mode

d’action.

5.1. Production de bactériocines par : les souches St. thermophilus

Tableau 15 : De synthese- Illustration des différentes bactériocines produites par I’espéce
lactique Streptococcus thermophilus.

Auteurs

Pulusani et al.,(1979).

Germond et al.,(1995).

Ward et Somkuti,
(1995).

Villani et al., (1995).

Marciset et al., (1997).

Microorganism
es producteurs

Streptococcus
thermophilus
sur lait écrémé.

Streptococcus
thermophilus
CNCM-I-
1351isolée du
lait fermenté en
Czechoslovaki
a.

Streptococcus
thermophilus
ST134

Streptococcus
thermophilus:
347 isolée du
yaourt.

Isolement du
ML de culture
desStreptococc
us
thermophilus.

Bactériocines

Bactériocines (BLS)
par la méthode de
diffusion sur agar.

La souche CNCM -I-
1351 capable de
produire au
moins1/2bacteriocin
esThermophilin let
2. Isolée du
surnageant du M17et
Cow’s skimed Milk
additionné d’extrait
de levure. Large
spectre d’activité sur
G(+) et (-) et les
spores.

13/41 produisent de
bactériocines;
Thermophilin A, une
protéine.
Thermophilin 147.

Thermophilin 13.

Caractéristiques

Extrait méthanol- acétone:
thermo-résistance pdt 10mn a
100°C, activité anti Gram (-) et

().
De nature protéique, insensible
aux (lipases et o amylase)
Thermorésistance pdt 60mn a 100
°C; conservation de 50%
d’activité apres 05mois de
conservation & 04°C, et 1/3
d’activité conservée apres
stérilisation a121°C pdt 30 mn.

Thermostable avec des
groupements glycolysés.

Thermo-résistance pdt 1h a 100
°C, dénaturation par protéase,
autoclavage réduit ’activité a

50%. 2,5< PM <6,5
Structure=2S/U:«Thm A» et
«Thm B»=facteur activateur,

augmente 1’activité 40%.

45



Synthése Bibliographique

Aktypis et al., (1998).

Ivanova et al., (1998).

Whitford et al.,
(2001).

Aktypis et
Klantzopoulos,
(2003).

Aslim et al.,
(2004;2005).

Kabuki et al., (2007).

Streptococcus
thermophilusA
CA- DCO0040.

Streptococcus
thermophilus
81.

7/35 souches
Streptococcus
isolées du
rumein.
Streptococcus
thermophilus
81ACA-
DCO0001,
souche isolée
du yaourt
traditionnel
Grec.
2/52 souches
Streptococcus
thermophilus
isolées du
yaourt
traditionnel
Turque.
Streptococcus
thermophilus
SBT 1277.

Thermophilin-T.

Large spectre
d’inhibition vers
Gram (-) et (+),
mode
bactériostatique.
Bactériocine Like
Inhibiteur (BLI). De
nature peptidique.

Thermophilin ST- 1.

BLS: bactériocine
like substance.

Thermophilin 1277.

Large spectre d’action vers Gram
(-) et (+), sensibilité aux Enz
protéolytiques, et a amylase,

résistance au pH:(1- 12), stabilité

pdt 30mn 4100°C, PM> 300Kda.
Peptide 32Aa de taille, activité
stable a pH : 3 a10, et apres 06
mois de conservation a 40°C,
thermosensible.

Sensibilité aux protéases. activité
a pH (1- 12), résistance a 100 °C
pdt 15mn, PM: 6Kda.

Large spectre d’activité, Gram (-)
et (+) et Bct phytopathogenes,
sensibilité aux protéases
(pronases et trypsine), et au
chauffage de 60°C pdt 10mn et
aux pH trés acides et basiques.

Les (02) souches Streptococcus
thermophilus: ET5 et H22,;
avaient plus d’activité contre
Listeria sp que I’activité relative a
la Nisine.

Large spectre d’activité (G-) et
(G+) et sporulées. Thermo-
résistance, sensibilité a la protéase
K; PM: 3,7Kda, pH optimum 5,5-
6,5, production sur M17et non sur
Sucrose tryptone(ST), Ext
Nterminale, 15(Aa) ressemble a
celle du I’antibiotique Bovicin
HJ50.

5. 2. Production de bactériocines par 1’espece Lb. acidophilus

Les Lactobacillus thermophiles, sont connus pour leur inhibition de la croissance des

bactéries pathogenes, éventuellement, par la production des composés bioactifs (bactériocines),

tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogene et les bactériocines.
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Tableau 16 : De synthese Illustration des différentes bactériocines produites par I’espéce
lactique Lactobacillus acidophilus.

Références

Vincent et al.,(1959)

Vakil et Shahani,
(1965).

Hamdan et
Mikolajick, (1974).

Barrefoot et
Klaenhammer,
(1983)

Muriana et
Klaenhammer,
(1991).

Bactériocines et souches
d'isolement

Lactocidine

Acidophiline produite
par :
Lb. acidophilus DDSL.

Acidoline produite par :
Lactobacillus
acidophilus 2181.

Lactacine produite par :
Lb. acidophilus N2

Lactacin F: produite

par :

Lb.acidophilus11088(N
CK88).

Caractéristiques des
bactériocines

- Active a une valeur

de pH proche du
neutre.

-Nature protéique.
-Faible poids
moléculaire.

-Thermostable
seulement a pH
acide.

-De trés petit poids
moléculaire (0,2 K
Da).
-Thermostable a
121°C pendant 15
min.

-A un poids
moléculaire de 8,5 K
Da.

-Elle est formée de
79 résidus d'acides
aminés.

-Sa production
maximale a lieu a
pH 6.
-Inactive par le
pronase et par la
protéinase K.
-Résiste a 100°C
durant 60 min a pH
5,0 ou 8,6.
-Elle est trés
hydrophobe.
-Thermostable
-Sa maximale est
obtenue dans un
bouillon MRS
maintenue a un pH
de 7,0

Spectres d'activité

Lactocidine présente
une activité
antimicrobienne vis-
a-vis d'autres souches
de lactobacillus
acidophilus ainsi
contre différentes
bactéries Gram
positive et méme
Gram négative.
Elle présente un effet
antimicrobien envers
des bactéries Gram
positives et Gram
négatives.

Cette bactériocine est
active contre des
bactéries Gram
positives et Gram
négatives, mais non
pas contre les
bactéries lactiques.
Elle inhibe cinq
bactéries lactiques:
lactobacillus
delbrueckii subsp
delbrueckii,
lactobacillus
delbrueckii subsp
lactis ATCC 4797,
lactobacillus
delbrueckii subsp
lactis NCDO 970,
lactobacillus
delbrueckii subsp
bulgaricus NCDO
1489 et lactobacillus
helveticus NCDO 87.

Elle présente un large
spectre d'activité que
lactacin B inhibant
aussi Lb. acidophilus,
Lb.fermentum, et
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Toba et al., (1991).

Tahara et al., (1992);
Kanatani et al.,
(1992); Tahara et.
Kanatani, (1996).

Ten Brinket al. ,
(1994)

Van der -Vossen et
al., (1994).

Chumchalova et
al.,(1995).

Tahara et
Kanatani,(1996).

Acidophilucin A:
produite par :
Lb. acidophilus
LAPT1060.

Acidocin 8912: produite
par :
Lb. acidophilus TK8912.

Acidocin B:
produite par :
Lb. acidophilus M46.

Acidocin CH5: produite
par
Lb. acidophilus CHS5.

Acidocin J1229:
produite par :
Lb.acidophilus
JCM1229.

-Elle a un poids

moléculaire de 2.5 k

Da.

-Elle contient jusqu'a
56 résidus d'acides

aminés.
Elle est sensible a
des enzymes

protéolytiques et a la

chaleur (10min a
60°C).
-Elle est
thermostable

-Sa production a été

maximisée a 30°C
dans le bouillon
MRS.

-Elle est sensible a la

trypsine.

-Stable a la chaleur

(80° C pendant 20
min).

-Elle a un poids
moléculaire de 2,4
kDa.

-Elle est stable a la
chaleur(en
conservant 25% de
I'activité apres
121°C pendant 20
min).

-Elle est efficace
dans une large

gamme de pH de 3 a

9

-Elle est sensible aux

enzymes
protéolytiques et
glycosidique.
Elle est
thermostable.
-Elle a une activité

maximale détectée a

un pH de5.0.
-La masse
moléculaire
d’acidocin J1229est
de 6301Da.

Enterococcus
faecalis.

Cette bactériocine

représente une activité

inhibitrice vis-a-vis
Lb delbrueckii, Lb.
helveticus.
Cette bactériocine a
un effet bactéricide
sur un nombre limité
de micro-organismes
du genre
Lactobacillus et
Lactoccus.

Elle représente une
inhibition contre
Lactobacillus
fermentum et
Clostridium
sporogenes.

Cette bactériocine
exerce un large
spectre d'activité
inhibitrice contre les
bactéries Gram
positives et des

bactéries d'altération

des aliments,
Arthrobacter sp.,
Bacillus sp. et

Corynebacterium sp.

Acidocin J1229

inhibit Lactobacillus
sp. et Lactococcus sp.
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Tahara et al., (1996a) Acidocin J1132:
produite par :
Lb. acidophilus JCM
1132.
Dave et Shah, (1997). Acidophilicin LA-1:
produite par :
Lb. acidophilus LA-1

Bogovic-Matijasic et

al., (1998). produites par :

Lb. acidophilus LF221. |

Zamfir et al., (1999).
par :

| Lb. acidophilus IBB 801.

Oh et al., (2000). |

par : Lb. acidophilus
30SC.

Acidocin LF221 A, B:

Acidophilin 801 produite

Bactériocine produite

Elle est
thermostable.

Elle présente un
spectre étroit
d'inhibition;

seulement contre

| Lactobacillus sp.
Elle est stable sur | Cette bactériocine a
une large gamme de | un effet inhibiteur sur
pH et de quelques espéces de
température, a été Lb. delbrucki, Lb.
active apres casel, et Lb. Jugurti.
autoclavage et n'a
pas été affectée par
un stockage a 37°C,
4 0ul8°C.
La production de la

| bactériocine était |

plus éleveé dans la

| gamme de pH de5.5

a 6.

ND Outre certaines
bactéries lactiques, les
espéces suivantes ont

été inhibées par ces
deux bactériocines: B.
cereus, Clostridium
sp, Listeria innocua,.
Staphylococcus

aureus,
Streptococcus.
-Elle est stable a la Elle inhibe les
chaleur et sensible a | lactobacilles, E. coli
plusieurs protéases. et S. panama.

-Acidophilin 801 a
une faible masse
moléculaire
(inférieure a 6500
Da).

-Elle est active dans
une large gamme de
pH, et est restée
stable a différents
traitements
thermiques.

La masse
moléculaire de la
bactériocine de Lb.
acidophilus30 SC a
été estimée a 3.5k
Da.

Elle affiche des effets
antimicrobiens sur les
bactéries telles que les
especes de Listeria et
Bacillus; bactéries
sporulées, B. cereus et
B. Subtilis.
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Yamato et al.,
(2003).

Deraz et al., (2005;
2007).

Abu Amer, (2007).

Kyoung Sik et al.,
(2007).

Bactériocine produite

par Lb. acidophilus YIT

0154.

Acidocin D20079L.:
produite par :
Lb. acidophilus DSM
20079.

Acidocin D20079
produite par :

Lb. acidophilus AA11.

Acidocinl B :
produite par

Lb. acidophilus GP1B.

-Elle a montré une
stabilité thermique a
pH neutre et acide.
-Le poids
moléculaire de la
substance est de 6.2-
9.5 k Da.

- Ce peptide
antimicrobien a été
extrémement stable a
la chaleur (30 min a
121°C) et a été actif
dans une large
gamme de pH.

- 1l a été constaté
d’étre sensible aux
enzymes
protéolytiques
(trypsine, la ficine, la
pepsine, la papaine,
et la protéinase K).
-La masse
moléculaire de
bactériocine est de
6.6 k Da.

-Elle est sensible aux
enzymes
protéolytiques et a
conservé une activité
complete apres 30
min a 100° C.
-Elle a un poids
moléculaire de 29 a
36 k Da.

-Elle a conservé
environ 67%de
I'activité initiale
apres un stockage de
30 jours a 4°C et
50% de son activité
initiale au bout de 30
jours a 25 et37°C.
-L.a masse
moléculaire de
I'acidocinlB a été
estimée a
4,214.65Da.

ND*: Non Déterminé

Elle présente une
activite
antibactérienne contre
diverses espéces de
Lactobacillus
acidophilus, y
compris Lb.
acidophilus lui-
méme.

Elle posséde un
spectre d'inhibition
plut6t étroit, en
principe, limiter son
action a d'autres
souches de
lactobacilles y
compris Lb. sakei.

Elle inhibe les
especes suivantes:
salmonella, shigella,
E. coli S. aureus, B.
cereus, B. subtilis.

Elle expose une
profonde activité
inhibitrice contre une
variété de LAB et les
agents pathogeénes
comme Shigella, E.
coli, P. aeruginosa, L.
Monocytogenes
Yersinia
enterocolitica.
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5. 3. Bactériocines produites par : Lb. helviticus

Tableau 17 : De synthese - illustration des différentes bactériocines produites par 1’espece
lactique Lactobacillus helveticus.

Caractéristiques de

Spectres d'activité

Klaenhammer,(1986;1990).

481.

produite par :
Lb. helveticus

enzymes
protéolytiques et a la
chaleur (30min a
100°C).

-Sa production a été
maximisée dans un
fermenteur
anaérobique a un pH
constant de 5.5.
-A un poids
moléculaire de 37 K
Da.
-Thermosensible.

Références Bactériocines
et souches bactériocines
d'isolement
Joerger et Helveticin J: | -Elle est sensible a des A un effet bactéricide

contre L. helveticus 1846

et 1244, L. bulgaricus

1373 et 1489, et L. lactis

970.

Vaughan et al., (1992).

Helveticin V-
1829:
produite par :
Lb. helveticus
1829.

-Stable a un p" variant
de2,5a6,5.
-Thermolabile.
-Sa production est p!
dépendante et ayant
lieu au pH 05.5.

Cette bactériocine a un
effet bactéricide contre
Lb. helveticus 1844 et
Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus 1489.

Bonade et al.,(2001).

Produite par Lb.
helveticus G51.

-A un poids
moléculaire de 12.5 K
Da.
-Thermolabile.
-Inactives par les
enzymes
protéolytiques.

-A un mode d’action
bactéricide.

Elle présente un effet
antimicrobien envers les
souches thermophiles de

Lactobacillus.

Atassi et al., (2006).

Produite par :
Lb. helveticus
KS300.

N.D

Gardnerella vaginalis,
Prevotella bivia,
Escherichia coli,

Salmonella enterica
serovar Typhimurium.

51



Synthése Bibliographique

Nikolova et al.,(2009).

Produite par :
Lb. helveticus
50P1.

N.D

Elle présente une
inhibition contre Bacillus
subtilis, Bacillus alvei ,
Escherishia coli et
Pseudomonas
aeruginosa.
A un effet antibactérien
contre Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus
alvei.

Jena et al., (2013).

PJ4 :

PJ4.

Bactériocine

produite par
Lb. helveticus 10.

-Thermolabile.
-Active a un large
intervalle de pH de 2-

-Elle a un poids
moléculaire de 6.5 k
Da.

-Elle est inactivée par
les enzymes
protéolytiques.

-Cette bactériocine a un
effet sur des bactéries
gram positive et des
bactéries gram négative
incluent dans diverses
pathologies (Escherichia
coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas
aeruginosa,
Enterococcus faecalis, et
Staphylococcus aureus).
-A un effet bactéricide
contre les souches

indicatrices E. coli
MTCC443, Lactobacillus
casei MTCC1423, et E.
faecalis DT48.

Strahinic et al., (2013).

BGRA43.

Produite par
Lb. helveticus

Capacité d’hydrolyser
la B-lactoglobuline.

Elle représente une
activité antimicrobienne
contre les agents
pathogeénes de
I’hommme: Yersinia
enterocolitica, Shigella
sonnei, S. flexneri and
Streptococcus

N.D

: Non Déterminé

pneumoniae.
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I. Matériel et Méthodes
1. Lieu de réalisation de I’étude

La présente étude a été réalisée conjointement au niveau des laboratoires suivants :

Le laboratoire de Caractérisation et de Valorisation des Ressources Naturelles (L C V R
N) : Sis a I'université Mohamed El Bachir El Ibrahimi- Bordj Bou Arreridj Algerie.

- Le laboratoire de Microbiologie Industrielle et Alimentaire sis a I’université Oran 1
Algerie.

Une partie de 1’étude expérimentale (Extraction d’ADN bactérien et réalisation de la
PCR, sequencage des ADN) a été réalisé au sein de Laboratoire Microorganismes et
Biomolécules Actives (L M B A) de Université Al Manar Tunis- Tunisie.

2. Matériel

Des listes illustratives et exhaustives du matériel lourd (machines+ appareils), matériel
Iéger, verrerie, réactifs, produits chimiques, étalons, aromes, milieux de culture et additifs ont
été illustrées sur I’annexe : 1. Matériels biologiques : Souches de références, souches
indicatrices, souches eucaryotes et procaryotes pathogénes, disques d’antibiotiques ont été

illustrées sur I’annexe 1)

3. Echantillonnage
3.1. Origine des echantillons du lait cru d’espéce Cameline
La collecte des échantillons du lait cru de chamelle, a été effectuée, durant la saison de
grande lactation de I’année (les mois de Fevrier- Mars-Auvril)
3.1.1. Stratégie d’échantillonnage
Un effectif de 31 échantillons du lait cru d’espéce cameline, collecté de différentes
localités dans 03 wilayas situées au Sud-est d’Algérie : El Oued (Eol10 échantillons), Biskra
(Bs 11 échantillons) et Msila (Ms 10 échantillons)
3.1.1. A. Traite, collecte et transport des échantillons
La traite a été effectuée, la matinée, selon les bonnes pratiques d’hygiéne, sur des
chamelles bien portantes, non soumises a aucun traitement y compris antibiothérapie.
Le lait, recueillit dans des flacons, préalablement autoclaves, le transport au laboratoire
a été effectué dans des conditions isothermiques, selon les bonnes pratiques d’hygiéne un

camion frigorifique a été utilisé pour le transport des échantillons.
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Il. Méthodes
1. Analyses physico-chimiques

Détermination des pH par pH métre Inolab 730 Germany. Acidité évaluée en degré
Dornic (°D) (Amiot et al., 2002), conductivité (en microsciemens/centimétre) a 20 °C par
conductimeétre de marque Inolab Cond730- Germany, Viscosité (en millipascale/ seconde) par
(Viscosimetre : ViscotesterVT- 30). La densité par thermolactodensitométre de marque
Lauda®, model TD1C a 20°C. L’azote totale et protéines selon la méthode Kjeldhal
(Anonyme, 1997; 2014), celle- ci, a été conduite, en trois étapes: La mineéralisation (sur
minéralisateur Buchl DigestionUnit K- 424 Switzerland), distillation et le titrage. La teneur en
azote refléte la teneur du lait en protéines, aprés multiplication par le coefficient : 06,39
(Anonyme, 2014). Taux de lactosérum évalué par centrifugation (Centrifugeuse SIGMA 2/6E;
Germany) d’un volume du lait & 3500 rpm pendant 60 mn, le surnageant indique le volume du
lactoserum en (%). Taux de matiére seche (%), par dessiccation apres évaporation de 05 g de

lait dépose dans une capsule séchée pendant 04H a 103 °C (Anonyme, 2014).

1.2. Exploitation et traitement statistiques des résultats
Les résultats des tests physico-chimiques, ont été soumis a un traitement statistique par
le programme ANOVA, et leur comparaison aux normes nationales et celles du codex ont éte

validé.

2. Analyses microbiologiques

Le control de qualité bactériologiques des échantillons a été réalisé par dénombrement
des flores microbiennes en UFC/ml des groupes et espéces microbiens, sur des milieux de
culture sélectifs et/ou électifs, selon les protocoles recommandés par : (Joffin et Joffin, 1993 ;
1999 ; Larpent 1997 ; Guiraud, 1998 ; Meribai et al., 2017).

Le choix des milieux de culture et bouillons d’enrichissement a été réalisé selon les
protocoles préconisés par : Marshal et al., (1982; 1987) ; Larpent et al., (1997) ; Guiraud,
(1998) tableau n : 18: Ces flores dénombrées étaient :

Flore eucaryotes (levures et moisissures), Flore totale aérobie mésophile (FTAM),
coliformes totaux et fécaux, les streptocoques du groupe D, les flores sulfito-reducteurs
Meribai et al., (2016 ; 2017) tableau n: 18. Tandis que, les especes bactériennes recherchées
étaient : Staphylococcus sp, Salmonella sp (Anonyme, 2014 ; 2015) et Pseudomonas sp
(Meribai et al., 2017).
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Tableau 18 : Représentatif des flores recherchées et milieux de culture utilisés :

Flores/Dénombrement en
UFC*/g

Milieu de culture utilisé/ Marque

Incubation/ Lecture/

Flores eucaryotes (Levures et

Gélose Saboraud/ IPA* Algerie

05 jours/ a température

moisissures aérobies) ambiante

Flore totale aérobie PCA/ Plant Count Agar a 30°C/ Apres 48H a 30°C
mésophile (F.T.A.M) Pronadisa Spain

Coliformes totaux BLBVB*/37°C+ Cloche/ Pronadisa Spain 24H/ 37°C
Coliformes fécaux et flores BLBVB*/ 44.5°C+Cloche Test de Mc Kezy/ 24H/ 44.5°C
indologenes a 44.5°C Pronadisa Spain

Streptocoques du groupe D Milieu Rothe/ 37°C- Test (Présomptif). Litsky 24H/ 37°C

(Test Confirmatif) Pronadisa Spain

Clostridium sulfito-
réducteur (CSR*) (Spores +

formes végétatives)

Gélose. Viande foie/ Sulfite de Na+
Alun de fer a 37°C/ IPA Algerie

24h/ 48H jusqu’a 72H
430°C

Pseudomonas Sp

Gélose Citrimideé/ Idealab Alegrie

24H/ 28°C

Salmonella Sp

Bouillon Muller kauffman+ Gelose hektouen /

Idealab Alegrie

24H/37°C

Recherche des
Staphylococcus Ssp

Bouillon Giolitti Cantoni Enrichissement et isolement

Gélose Baird Parker/ Ideal lab Algerie

24H/37°C

3. Isolement des souches lactiques thermophiles :

3. 1. Isolement et purification des souches lactiques thermophiles :

L’isolement des souches lactiques thermophiles, a partir, des échantillons du lait cru

camelin, s’est faite, par réalisation des séries des dilutions décimales stériles a 1’aide des

solutions stériles de Ringerl/4 et des ensemencements en triplicatas sur des milieux sélectif

solides le MRS (De man et al., 1965) pour les lactobacilles thermophiles et le M17 (Tarzaghi

et Sandine, 1975) pour les souches St. thermophiles. L’incubation des boites s’est fait, dans

des températures optimales relatives a chaque espece recherchée :

Le point de 42 °C pour St. thermophilus et 44 °C pour les souches Lactobacillus ssp. Les

souches retenues apres lecture, ont été objet a des étapes de caractérisation et de sélection. Le

tableau 19 résume les étapes, les milieux, les bouillons et les températures d’incubation) .
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Tableau 19 : Etapes suivies pour isolement, purification et caractérisation des isolats lactiques

Etape
Etape 01

Etape 02

Etape 03

Etape 04

Etape 05
Etape 06

Etape 07

Etape 08

Etape 09

Etape 10

Etape 11

Mode opératoire

Réalisation des dilutions de 104 10 a ’aide des solutions de TSE Stériles (Larpent et
al., 1997)

Ensemencement en profondeur (en masse) sur milieu MRS et en surface sur milieu
Gélosé M17, incubation & 45°C pour les Lactobacillus et & 42 °C, pour S. thermophilus
pendant 72H.

Examen macroscopique des boites, test de catalase. Dénombrement des colonies (en
UFC /Volume ensemencg).

Observation a [1’état frais. Réalisation des frottis, Observation microscopique,
Appréciation des modes d’arrangement des isolats.

Observation a 1’état frais. Coloration au bleu de méthylene, coloration de Gram

Purification des souches par des series des repiquages successifs, sur les milieux de
culture correspondants : MRS a 45 °C (De Man et al., 1965 ), pour les Lactobacilles, M17
(Tarzaghi et Sandine, 1975) pour les St. thermophilus a 42°C.

Ensemencement sur différents milieux hostiles : (milieux hypersalés, ensemencement a
différentes températures d’incubation. Croissance des isolats a différents pH.

Identification des souches, par les divers tests physiologiques et biochimiques. Guiraud
1998 ; 2004).

Sélection des souches d’intérét technologique; par incubation sur milieu lait écrémé
reconstitué a 10%, pendant 48H : Seules les souches ayant coagulé (acidifient) le lait,
pendant 24H ont été retenus (Chamba et prost,1989)

- Conservation des souches :

-Conservation de courte durée :

- Apres incubation pendant 24H dans du MRS Bouillon, M17 liquide ou LER a 10% des
souches, le milieu est additionné de 20% de glycérol (Gyosheva et al., 1995 ; Ayhan et al.,
2005)

Conservation des souches : Conservation pour longue durée :
des souches ensemencées sur MRS, M17 liquide aprés 24h d’incubation addition du de
glycérol a un taux de 30%. -Conservation pour longue durée selon Gyosheva et al., (1995)

3. 2. Caractérisation des souches lactiques thermophiles

3. 2. 1. Etude des caractéres physiologiques et biochimiques :

Les différentes étapes de caractérisation physiologique et biochimiques des souches

thermophiles ont été illustrées sur tableau 20 :

56



Matériel et méthodes

Tableau 20 : Caractérisation physiologique et biochimiques des souches

Tests biochimiques

Production d’indole.

Réduction de nitrate

Croissance en
aérobiose

Test TSI
(Fermentation des
sucres)

Recherche B-
galactosidase (test
d’oxydase)
Recherche de
catalase
Croissance a
différente T°C
Croissance sur
milieux hypersalés

Recherche de
[’uréase

Recherche des ENZ:

L.D.C,O0.D.Cetde
I’hydrolase ADH.

Utilisation de citrate

Principe
La production d’indole, se fait a partir du tryptophane, en présence d’une
tryptophanase, ce qui conduit a la formation d’un halo rouge détecté, apres
incubation de 24 h a 42°C, par ajout de réactif de Kovacs
En présence de cette enzyme, les bactéries vont réduire le nitrate en nitrite,
une réaction positive ; se traduit par virage vers le rouge, apres addition des
réactifs NR1, NR2 et en présence de la poudre de zinc.
Incubation des souches cibles, aprés leur ensemencement a la surface des
milieux correspondants : Gélose MRS et M17
Les bactéries ayants la capacité d’utiliser les trois sucres (lactose, saccharose
et glucose) présents, se développent et provoquent un changement de couleur
du milieu. Si elles sont gazogenes, elles vont libérer des gaz dans la cloche
Enzyme Intra- cellulaire, a pour réle de convertir le lactose en glucose, plus
galactose. Une réaction positive se traduit par virage au jaune, apres libération
du galactose, a partir de I’analogue glucidique (ONPG).
L’enzyme de catalase réduit I’ecau oxygénée (H20>), létale pour la cellule, en
H>0O avec libération (gaz) d’oxygene ; 2H20,—2 H20+Y%2 Os.
Test consiste a des incubations des souches lactiqgues a différentes
températures.
Apres incubation des souches, sur le milieu LER a10%, ajusté a différents
pourcentages de Na Cl; 2.5%, 4.5% et 6.5%.Une croissance bactérienne, se
traduit par la coagulation du milieu.
L’hydrolyse de 1’'urée, provoque une alcalinisation du milieu (Urée-indole),
traduite par ; un changement de sa couleur du rouge vers le jaune.
La dégradation (par décarboxylase et arginine déhydrolase), conduit a
’alcalinisation du milieu Falkaw, gardant sa coloration voilette.

La seule source de carbone dans milieu citrate de Simmons est le citrate.
Lorsque la bactérie utilise cette source, I’indicateur coloré vire vers bleu.

4. Exploration de la diversité des flores lactiques thermophiles dans le lait camelin

4.1. Réalisation de la technique Polymérase Chaine Réaction (PCR)

4.1.1. Rappel sur le principe de la PCR

La technique a eté précédé par des extractions des ADN bactériens, quantifier sur

nanodrop, conservées dans des volumes 1,5ml de TE, a - 80 °C. Cette étape, avait concerne,
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un premier lot, de 11 souches (résultats des extraction des ADN relatifs a ce premier lot de
souches sur tableau en annexe 2), puis un deuxieme lot de 69 souches lactiques thermophiles,
isolées des différents échantillons du lait cru de chamelle, collectés au Sud -Est d’Algerie, ces
derniéres (les souches thermophiles), purifiées et conservées sur milieu MRS et M17
additionnées de 30% de glyceérol, pour conservation. Apres revification de ces derniéres, sur
leurs milieux sélectifs (MRS et M17) par double repiquage de 24 H d’intervalle, sur MRS et
sur M17 a leurs températures optimales relatives, nous avons suivi les étapes suivantes :
- L’extraction d’ADN bactérien :
- Conservation d’ADN
- Amplification d’ADN bactérien par (PCR) Polymérase Chain Réaction
- Amplification de la région ADN intergeneques ITS
- Amplification par PCR de ’ADN 16S
- Analyse ¢lectrophorétique de I’ADN amplifié
- Séquencage des ADN amplifié
5. Extraction d’ADN des isolats lactiques thermophiles
5.1. Rappel sur le principe de la technique d’extraction d’ADN bactérien
L’extraction d’ADN bactérien, a été réalisée par la méthode appelée : Méthode
chloroforme- éthanol- CTAB, adaptée, aprés optimisation, aux bactéries a Gram positif (voir
annexe) (Davidson et Cronin, 1973).
5.2. Extraction d’ADN bactérien a partir d’une culture bactérienne
5.3. Extraction d’ADN des isolats a paroi Gram positif
5. 3. A. Les étapes suivies
- A partir d’une culture bactérienne jeune :
- Resuspendre un volume de 01,5 ml a 02 ml dans 200 ul de TE;
- Centrifuger a 12000 rpm pendant 05 min;
- Eliminer le surnageant (le culot peut étre stocké a -20 °C)
- Resuspendre le culot dans 500ul de TE +17 Lysozyme (35mg/ml);
- Incuber a 37°C pendant 30 min;
- Ajouter 30 pl SDS a 10%+ 03ul protéinase K(20mg/ml);
- Incuber a 37°C pendant 30 min
- Ajouter 100 pl de NaCl 5M (melanger doucement) + 80 ul CTAB : Attaque des
membrane cellulaire (aprés répture des couches de la paroi bacterienne)
- Incuber a 65 °C pendant 10 min
- Ajouter 800 pl de PCAI (Phenol/ Chloroforme/Alcool Isoamylique: 25/24/01)
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- Agiter par inversion pendant 30s

- Centrifuger & 13000 rpm pendant 10 min

- Récupérer la phase supérieure dans un nouveau tube Eppendorf
- Ajouter 600 ul CAI (Chloroform/Alcool Isoamylique: 24/ 01)

- Agiter par inversion pendant 30s

- Centrifuger & 13000 rpm pendant 10min

- Récupérer le surnageant dans un nouveau tube Eppendorf.

5. 3. B. Etape de précipitation d’ADN :
- Ajouter 0.6X du volume récupéré d’isopropanol
- Agiter par inversion (X2)
- Mettre & -20 °C 1H a 2H ou toute une nuit
- Centrifuger & 12000 rpm pendant 30 min
- Eliminer le surnageant doucement
- Laver le culot par 500 pl d’éthanol 70% deja conservé au froids
- Centrifuger a 12000 rpm pendant 30min
- Eliminer le surnageant doucement
- Sécher le culot au mains 40 min (au Speed Vac) a 40 °C afin d’évaporer 1’éthanol

- Resuspendre le culot dans 25ul de TE

5. 3. C. Réactifs utilisés
- Lysosyme : Egg White- Vivant PC-0710-100 Biochemica
- Protéinase K A 3150-1G Biotechnology Activity 30 U/MG- BioMatic
- C.T.A.B : DNA Miniprep for Plant DNA —Isolation- Sigma H6269

5.4. Extraction d’ADN des isolats a paroi Gram négatif :
5. 4. A. Etapes de la technique aprés optimisation

- Un Volume récupéré a partir de culture bactérienne, soit sur boite Pétri, soit sur
bouillon (suspension), est ajouté a 250ul de TE

- Chauffer a 100 °C pendant 10 min

- Déposer la suspension a -20 °C pendant 07 a 08 min, pour provoquer un choc
thermique

- Centrifuger & 12000 rpm pendant 08 min
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- Récupérer le Surnageant dans un volume de 25 pl de TE (tube Eppendorf)

- Lecture des concentrations d’ADN au Nanodrop.

5. 4. B. Extractions de ’ADN génomique des isolats lactiques thermophiles

A partir des culture bactériennes jeunes et pures, sur milieu de culture solide, on racle
quelque colonies de la boite et on solubilise la biomasse récoltée dans 740ul de TE : (10 mM
Tris-HCL, 1Mm EDTA Na2, pH : 8). Apres homogeneisation, la biomasse est traitée avec
20ul de lysosome (Enzyme : Lysosyme : Egg White- Vivant PC- 0710- 100 Biochemica)
(100mg/ml), puis incubée 5min a température ambiante. 40ul de SDS (10%) et 8ul de
protéinase- K (100mg/ml- Protéinase K A 3150- 1G Biotechnology Activity 30 U/MG-
BioMatic) sont additionnés avant une incubation a 37 °C pendant une heure.

On ajoute ensuite 100ul de Na CI (05M) et on homogénéise la solution par une forte
agitation.

Apres incubation a 65 °C pendant 10min en présence de CTAB (10% CTAB dans 0,7
M Na ClI, de marque : DNA Miniprep for Plant DNA —Isolation- Sigma H6269).

Aprés élimination des protéines dénaturées ainsi que les polysaccharides par deux
extractions  respectives au  chloroforme/alcool-  isoamylique (24V/1V) et au
Phénols/Chloroforme/Alcool isoamylique (25V/ 24V/ 1V). La séparation des phases aqueuse
et organique, se fait par centrifugation pendant 10 min a 13000 rpm et a température
ambiante.

La phase aqueuse additionnée de 0.6V de son volume par 1’isopropanol (-20°C) est
incubée pendant 30mn a température ambiante, puis centrifugée 15min a 13000 rpm.

Le précipité d’ADN est lavé avec une solution d’éthanol 70%. Centrifugé par 5min puis
séché et repris dans 20ul d’ADN est lavé avec une solution d’éthanol 70%, centrifugé pour

5min puis séché et repris dans 20l de la solution de TE (Tris EDTA) et conservé -20 °C.

5.4. C. Amplification d’ADN des isolats par PCR ‘Polymérase Chain Réaction’

La PCR est la réaction de polymérisation en chaine. C’est une technique d’amplification
enzymatique (par action d’enzyme taq polymérase) in vitro, qui permet, a partir d’un fragment
d’ADN, d’obtention d’un grand nombre (plusieurs millions) de copies identiques de ce méme
fragment. La PCR comprend 03 phases: 1 une phase de dénaturation, 2 une phase

d’hybridation et la 3e une phase d’élongation.
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a. PADN ribosomal nucléaire

L’ADN ribosomal nucléaire (ADN r) est constitué d’une unité répétée un grand nombre
de fois (50 & 100 selon Cassidy et al., (1984)). Un mécanisme d’évolution concertée s’oppose
a leur divergence et maintient leur homogénéité de séquence (Srivasta et Schlessinger, 1991).

Cette unité contient des génes extrémement conserves, codant pour des ARN
ribosomiques (ARN r) et des régions intergéniques plus variables.

b. Etape d’amplification des régions intergéniques ITS par PCR

L’espace intergénique transcrit (Internal Transcribed Spacer) ITS est considéré comme
conservé au niveau intra- spécifique et variable entre les espéces. Il représente donc un bon
marqueur pour la révélation de la diversité génotypique des isolats.

L’amplification des séquences ITS, a requis I’utilisation de deux amorces universelles
(Wheeler et al., 1996) : S- D- Bact-1494-S ITS 16S-23S (5’- GTCGTAA CAAGGTAGT
CACCCCC- 3’) et S- D- Bact- 0035-A ITS 16S-23S (5’- CAAGGCATCCACCGT -3°).

La réaction PCR, s’est déroulée dans un volume final de 25ul. Le mélange réactionnel.

La concentration des réactifs ainsi que les cycles d’amplification sont indiqués dans le

tableau 21

Tableau 21. Mélange réactionnel de la PCR et sa composition

Constituants du Amplification ITS et ADN16S
mélange réactionnel

Tampon de I’enzyme 10X
Mg Cl; 25 mM
dNTP 25 ul

Amorce F 25 ul

Amorce R 25 pl

DMSO 05 %
Taq polymerase 1U

c. Amplification par PCR de ’ADN 16S des isolats lactiques

L’ADN 168, est le géne codant pour I’ARNr 16S (ARN ribosomique 16 S), c’est un
géne de ménage, essentiel pour le maintien des fonctions vitales de la cellule et présent dans
les génomes de toute cellule. 1l représente, une horloge moléculaire potentielle, pour tracer les
relations phylogénétiques entre les micro- organismes :
- Comporte des séquences internes trés conservées, qui permettent de sélection des amorces

universelles pour 1’amplification de L*’ARNr 16S de la majorité des bactéries existantes.

61



Matériel et méthodes

- Comporte des séquences internes variables, qui une fois analysées, permettent de
distinguer les espéces de bacteries entre elles et de les classer en fonction de leur phylogénie.

- Ce dernier, est d’une taille suffisamment courte (environ 1500 pb) pour étre analysé
rapidement.

L’amplification de la séquence du geéne qui code pour I’ARNr 16S, avait requis
I’utilisation de deux amorces universelles (Wheeler et al., 1996) :

S-D-Bact-0008- S (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°) et S- D- Bact- 1495- A (5°
CTACGGCTACCTTGTTACGA 3°).

La réaction PCR a été déroulée dans un volume final de 25 pl.

Le mélange réactionnel, la concentration des réactifs ainsi que les cycles d’amplification

sont indiqués dans le tableau 21

d) Analyse électrophorétique de L’ADN des souches
Les électrophoréses, de révélations des produits d’amplification par PCR, ont été
effectuées sur des gels horizontaux a 1,5% d’agarose. Les gels sont préparés dans le tampon
TBE 0.5X (0.9M de Tris base, 0.9M d’acide borique, 0.02M d’EDTA-NA; pH: 8) et la
migration s’effectue dans le méme tampon pendant 35 min a voltage égale a 85 voltes.
La visualisation des bandes recherchées, se fait par la coloration dans un bain de
bromure d’éthidium (BET) (1png/ml) et I’observation du gel sous UV (320 nm)

5.4. D. séquencage de I’ADN 16S des souches lactiques isolées

La méthode suivie pour le séquencage des fragments d’ADN r est celle de Sanger
(1977).

Aprés quantification et purification, un aliquote et utilisé comme matrice d’une réaction
d’amplification enzymatique en présence de di- désoxy- ribonucléotides (ddNTP) terminateur
marques au Big- Dye 3.1.

La réaction se déroule dans un volume finale de 20 pl, contenant 1,5 pl de Big- Dye
(ampli Tag DNA polymérase FS + ddNTP), 1ul du tampon de réaction 2,5 X (5X: 400mM
Tris HCI, pH :9, 10Mm Mg Cly)- 2ul de I’amorce S- D- bact-0008- S (25umol) et 5 pl
d’ADN.

Les produits de marquages par le Big- Dye sont ensuite precipités avec un mélange de

éthanol (99 %) et I’acétate de sodium (05M), séchés et repris dans 10ul de Formamide ultra-
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pure. Apres dénaturation, les fragments d’ADN sont résolus par é€lectrophorese capillaire

(ABI Prism ™3130) et analysés avec le programme (Sequencing Analysis ABI 5.3.1).

L’identification des souches lactiques thermophiles, s’est effectuée en se basant sur les
séquencages des séquences I’ARNr 168, a I’aide du programme BLASTn.
La comparaison a été faite par rapport aux souches de références disponibles sur les bases de
données accessibles sur le WEB.

6. Reéalisation des antibiogrammes des isolats lactiques thermophiles :

L’étude de la sensibilité ou de la résistance aux antibiotiques, des isolats lactiques
thermophiles, a été réalisée par la méthode de diffusion sur disques imprégnés d’antibiotiques,
sur milieu complexe gélose Mueller- Hinton (composition en annexe 01), selon les
recommandations du comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(SFM). Les surnageants des isolats lactiques, obtenues par inoculation, dans le lait écrémé
reconstitué a 10% P/V.

Les isolats, ont été ensemencé, par inondations, sur le support d’antibiogramme (M.H
agar), gardées stérilement au froids pendant 40 min, pour une bonne diffusion du surnageant
dans le milieu, ensuite, chaque boite, recoit sept (07) disques du 1°" lot d'antibiotiques a savoir
: Nitroxoline, Imipéneme, Erythromycin, Amikacin, Doxycyline, Amoxycilline, Clavulanic et
Spiramycin (Annexe I). Puis un 2eme lot des antibiotiques au nombre de 10 antibiotiques :
(Amoxicilline+ Acide clavulanique), Ampecilline, Cefotaxime, Ceftazidime, Gentamicine,
Ciprofloxacine, Imipeneme, Vancomycine, Oxacilline, Amoxycilline -voir annexe Il), liste
des antibiotiques et leur charge sont illustrés sur annexe 01.

Aprés incubation en aéroanaérobiose a la température optimale de la souche, les

diamétres des zones d’inhibition (Z.I) ont été mesurés en millimétre (Leroy et Vuyst, 2007).

7. Sélection des isolats lactiques thermophiles d’intérét technologique

7.1. Etude des aptitudes protéolytiques des isolats lactiques
Le pouvoir protéolytique (réalisé, en vue, de présélectionner des souches d’intérét
technologique), des isolats thermophiles, a été testé sur le milieu gélosé : Yeast Milk Agar
(Y.M.A), (composition de ce milieu en annexe 1), apres leur revification, ensemencement par
spot. Ces souches, préalablement ont été réactivées, pendant 24h a 42°C - St. thermophilus et

a 44 °C pour Lactobacillus sp.
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Les resultats d’activité protéolytique €taient considéré comme positif, s’il y‘a apparition
des zones claires dans le milieu, ayant la forme d’empreintes digitales, aprés incubation de
48H a 72H des températures optimales relatives aux deux espéces. La lecture a consisté a

I’enregistrement des diamétres de ces zones de lyses sur le milieu YMA (Drici et al., 2009).

7.2. Suivi de la cinétique d’acidification

La présélection des isolats lactiques thermophiles (d’intérét technologique), s’est
effectué par acidification du lait écrémé reconstitué a 10%, selon la méthode préconisée par :
Chamba et Prost, (1989), développée par Thomas et Chamba, (2000). Le processus de
présélection, a consisté, en 1’élimination des souches n’ayant pas réussi a coagulé le lait au
bout de 24H d’incubation, et n’ayant pas exhibé une activité protéolytique sur le milieu YMA,
puis, a I’incubation et la conservation au froid, des souches acidifiantes (Meribai et al., 2015 ;
2016).

La cinétique d’acidification, a été suivie, par dosage de lactate (°D) (par titration a 1’aide
de Na OH 0,1N et sa réveélation par 1’ajout de quelque gouttes de phénolphtaléine) et la prise
des valeurs des pH (pH- metre WTW Multi 3420- Allemagne), sur l’intervalle de 24
d’incubation, selon le protocole préconisé par : Spinnler et Corrieu (1989); Demirci et
Gunduz (1994) Meribai et al., (2016).

7.3. Suivi de la cinétique d’aromatisation
7.4. Suivi de la production des composés aromatiques par les isolats lactiques

7.4. 1. Evaluation de la production de diacetyle

7.4. 2. Par la méthode classique de VVoges Proskauer

Au milieu de fermentation ; le lait écrémé reconstitué a 10% (Schillinger et Holzapfel,
2012) et aprés 48H d’incubation, 15 gouttes du réactif A : de VVoges Proskauer (Murray et al.,
2007), puis, 05 gouttes du réactif B : Voges proskauer (en Annexe 1 la composition, des
réactifs VP1 et VP2 a été illustrée), sont ajoutées. Aprés une agitation Iégere, a I’air libre,
I’intensité du virage de la coloration, est notée. Pour cela nous avons adopté une échelle
d’appréciation de I’intensité de la coloration allant de O absence de toute coloration, (+, ++,
4, L)

La selection des souches lactiques thermophiles, a consistait a 1’élimination des isolats
n’ayant pas donné de résultats positifs aux tests précédents et de réaction positive aux réactifs
VP. Tandis que celles ayant enregistré un virage positif a partir de I’intensité (+) ont été repris

pour dosage d’aréme (acetoine) sur polarographe de marque : Trace Lab- France.
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7. 4. 3. Evaluation de production d’acetoine (aromes) par polarographie
7. 4. 3. 1. Principe de la polarographie

Le principe de la technique polarographique, était, d’appliquer un potentiel décroissant
au niveau de la goutte de mercure, ce qui permet I’observation d’une intensité d’un courant
due a I’oxydation ou a la réduction des composés présents dans le milieu en fonction de ce
potentiel appliqué.

La présence d’un composé électroactif dans la solution augmente le courant rapidement
lorsque le potentiel arrive a une valeur seuil capable de réduire ou oxyder la substance.
Puisque, I’oxygeéne peut en outre altérer la réponse quantitative d’un élément analysé, le
barbotage d’azote ou d’un gaz inerte permet d’éliminer toute trace d’oxygene (Bilinski et al.,

1976 ; Gilbert, 1997).

7.4. 3.1. A. Différentes techniques polarographiques
Les principales techniques polarographiques utilisées sont :
» Polarographie conventionnelle
» Polarographie a tension sinusoidale surimposeée ;
» Polarographie impulsionnelle normale et impulsionnelle différentielle (NPP et DPP) ;
» Redissolution anodique ou cathodique.
Dans notre étude nous avons choisis la technique de polarographie impulsionnelle

différentielle.

7.4. 3.1. B. Principe de polarographie impulsionnelle différentielle (DPP)

Cette technique est basée sur le principe de surimposer un signal périodique consistant
en une impulsion de potentiel de forme carrée a la fin de vie de la goutte, c’est- a- dire au
moment ou celle-ci est la plus grosse possible et ou sa surface ne varie plus.

En polarographie impulsionnelle différentielle, & des intervalles réguliers de 01 a 03
secondes, de petites impulsions, de hauteur constante (20 a 100 mV), d’une durée de I’ordre
de 05 a 20 millisecondes, sont appliquées a un potentiel linéaire croissant en fonction du
temps.

La fin de chaque impulsion coincide avec la chute de la goutte provoquée
artificiellement par un systéeme électronique. Deux mesures de courant sont effectuées pour

chaque goutte, une avant chaque impulsion et I’autre a la fin de chaque impulsion. L’intensité
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enregistrée est la différence de ces deux intensités. Cette facon de faire présente de nombreux
avantages.

En effet, tout au long de I’impulsion, le courant capacitif décroit rapidement tandis que
le courant faradique diminue lentement.

Le choix des temps de mesure sont avant I’impulsion et a la fin de I’impulsion, ainsi que
leur faible durée permet d’¢liminer les effets perturbateurs dus au courant capacitif. On
obtient une différence d’intensité de courant pour chaque goutte. (Bilinski et al., 1976;
Gilbert, 1997).

8. Cinétique de production d’acétaldéhyde

8. 1. Suivi de la production d’acétaldéhyde par méthode analytique

Le suivi de la cinétique de la production d’acétaldéhyde a été réalisé, selon le protocole
préconise par Yuksekdag et al., (2004), modifiée par Meribai et al., (2016). La sélection des
souches, a été réalisé par 1’élimination de celles n’ayant pas réussi a donner, en plus de
diacetyle, d’acétaldéhyde, au bout de 24H, sur le milieu restreint de fermentation : lait écrémé
reconstitué a 10% (W/V) Meribai et al., (2016).

L’inoculation des souches lactiques, a été effectuée, dans un rapport de 02% 2ml de la
suspension bactérienne dans 100 ml du milieu de fermentation (Meribai et al., 2016), puis par
incubation a 42°C et a 44°C (Meribai et al., 2016). La lecture a été réalisée sur
spectrophotometre contre une solution standard (Etalon) d’acétaldéhyde pure (Annexe II)
(Facteur de conversion sur emballage d’étalon : 1,8 mg/m3= 1 ppm a 25°C) a différents
intervalles d’incubation 04H, O8H, 16H et 24 H. Les résultats ont été exprimé en partie par
million (*ppm) Meribai et al., (2016).

9. Exploration In vitro d’antagonisme entre isolats lactiques et souches pathogenes

9. 1. Antagonisme dirigé contre des souches procaryotes a Gram négatif

9. 2. Antagonisme dirigé contre des souches procaryotes a Gram positif

La détermination de 1’action antimicrobienne des souches lactiques thermophiles,
dirigée contre des souches pathogenes, a Gram (-) et Gram (+), réalisée, selon un protocole
inspiré de ceux ayant étaient déja utilisé par de : Tagg et Mc Given (1971); Tagg et al.,
(1973); Thompson et al., (1996), avec quelques légéres modifications, ayant concerné, les
étapes, la composition du milieu d’interaction, I’entretient et le mode d’ensemencement des

souches lactiques indicatrices et des souches pathogenes cibles (Meribai et al., 2015).
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Ces interactions ont été dirigées entre les souches lactiques thermophiles et les souches
procaryotes pathogenes a Gram (+) et a Gram (-) : (A) et (B) et contre des souches eucaryotes
pathogenes (C) :

a- Entre souches lactiques thermophiles et souches pathogénes a Gram positif.
b- Entre souches lactiques et souches pathogénes a Gram négatif
c- Entre souches lactiques et souches pathogénes eucaryotes

Revivification des souches indicatrices (pathogenes)

Les souches pathogénes, procaryotes, a paroi Gram négatif et a paroi Gram positif, ont
été utilisées comme étant des souches cibles (cibles pour les bactériocines produites par les
BL), ces dernieres impliquées dans des pathologies humaines, ont été conservées sur des
milieux de culture appropriés (bouillon nutritif, pour les souches a Gram négatif, le bouillon
Cceur-cervelle pour les Gram positif, (voir composition de ces milieux en annexe I, a la
température de réfrigération 4°C. Elles ont été réactivées, par double incubation sur bouillon
correspondant, a des températures d’incubation optimales (37 °C) pour leur croissance
pendant 24H, ceci est pour la recherche des substances inhibitrices produites par les souches

lactiques isolées.

10. Etape de revivification des souches lactiques thermophiles
Les souches lactiques, isolées a partir des échantillons du lait cru camelin (LCC),
purifiées, caractérisées, ont été conservées a une température de + 04°C, réactivees avant leur
utilisation, par des transferts successifs, sur des milieux de culture appropriés ; le bouillon
M17 liquide 42 °C pour les St. thermophilus et le milieu MRS liquide & 45 °C, pour les

lactobacilles, pendant 24 H, jusqu’a I’obtention d’un coagulum.

10.1. Mise en évidence de I’activité antagoniste entre isolats et souches pathogenes

La détermination de I’action antagoniste (effet inhibiteur) des souches lactiques isolées
dirigées contre les souches pathogénes (voir annexe 1), est réalisée en utilisant le milieu de
culture complexe : Muller-Hinton comme support d’interaction :

L’activité antimicrobienne (effet bactériocinogéne) se révéle, aprés 48 H d’incubation &
37 °C, par I’apparition des zones d’inhibition (Z. 1) autour des disques, dont le diamétre de la
zone d’inhibition est supérieur ou égal a 02 mm (Tag et al., 1973; Thompson et al., 1996).

Les boites ont été examinées en vue de détecter ces éventuelles zones d’inhibition

autour des disques.
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Pour la mise en évidence des antagonismes entre souches lactiques thermophiles isolées
et les souches indicatrices :

Nous avons utilisées deux lots de souches indicatrices :

Le 1° lot était composé de souches de références, procaryotes a Gram (-) et a Gram (+)
(voir annexe II), pour la plus part, originaires de la collection ATTC, sensibles aux
antibiotiques testés, ces souches ont été fourni par IPA d’Algerie Voir Annexe II.

Le 2eme lot, était compose de souches a Gram (+) et Gram (-), pour la plus part,
impliquées dans des pathologies humaines (pathogenes pour I’homme), ayant une résistance
vis-a-vis d’au moins un antibiotiques testés, ces souches, font partie de la collection de

laboratoire L.C.V.R.N — université de Bordj Bou Arreridj- Algerie.

11. Conservation des souches lactiques
Aprés purification et réactivation des souches lactiques thermophiles, dans des bouillons
correspondants (MRS et M17 en I’occurrence), leurs conservation a était faite a basses
températures et a été effectuée par deux méthodes :
11. A. Conservation de courte durée
Sur le lait écréme reconstitué a 10%, additionné du glycérol a 20 % (Gyosheva
et al., 1995; Fonseca et al., 2000).
11. B. Conservation de longue durée
Sur un milieu approprié (MRS liquide pour les lactobacilles, tandis que le M17
liquide pour les lactocoques thermophiles), additionnée du glycérol a 30% (Gyosheva et
al.,1995).
Toutes utilisations de ces souches lactiques, se fait apres revification par double

incubation de 24H dans les bouillons correspondants : MRS et M17.

68



Résultats

1. Résultats :

1. Résultats des analyses physico-chimiques

Les résultats des tests physico-chimiques, pour I’ensemble des échantillons, étaient les

suivant: pH, conductivité, viscosité, acidité, densité, azote total et protéines, ont été illustré sur

les tableaux n :22 et n : 23.

Tableau 22 : Englobant les résultats des analyses physico-chimiques

Province | N/Ec* | pH Cd* Vs* |Ac/°D |D* N.total | Prt* Lcm* | MG MS*(%)
(us/cm) | mPa/s *ll) | (/) |(%) (g/l)
Bs1l |06.63 |05.74 03.4 |28.97 1.025 | 4.424 |28.26 |82 26 18
Bs2 |06.68 |04.94 03.8 [30.96 1.031 5.6 35.78 |92 29,4 28
Bs3 ]06.60 |05.03 03.5 [30.96 1.03 6.384 |40.73 |94 31,5 26
Bs4 |06.73 |05.54 05 23.97 1.032 504 [32.20 |76 29 24
Bs5 |06.8* |05.89 02 17.98* [1.03 5.208 |33.27 |83.6 |26,7 26.4
Bs6 |06.59 |05.65 02.8 |23.97 1.03 462 |29.52 |80 26 20
Bs7 |06.52 |06.06 02.6 |30.95 1.031 504 |32.20 |86 27,5 24
™ Bs8 |06.45 |06.62 2,11 |30.96 1.035 924 |49.04 |74 29,6 26
% Bs9 |06.64 |05.50 02.9 |25.92 1.03 5.096 |32.563 |80 29 20
< Bs 10 |06.80 |05.44 03.3 |23.94 1.03 595 |38.020 | 60 30,45 38
[ Bs11 |06.74 |06.67 02.8 |23.94 1.03 5.183 |33.100 | 90 31 18
M (Av)* 6,638 |5,734 3,00 |27,06 1,03 562 |3356 [81,6 |28,74 24,5
m(SD)** 0,053 |0,5571 |0,546 |3,336 0,00235 (1,32 [3,73 |9,574 |1,941 5,727
Eol ]06.49 |09.29 4.8 23.94 1.02 476 |30.416 |76 28 24
Eo2 |06.70 |06.59 029 [25.92 1.03 6.58 [42.046 |72 29,6 28
Eo3 ]06.56 |06.91 03 23.97 1.025 5.348 |34.173 |68 27,6 32
Eo4 ]06.59 |06.47 05 30.96 1.03 7.028 |44.08 |68 29 32
Eo5 ]06.54 |07.01 04 22.97 1.03 4.648 |29.70 |69 26 31
= Eo6 |06.36 |08.07 04 27.97 1.021  |4.928 |31.48 |80 26,34 20
w Eo7 ]06.71 |07.23 04.1 [29.97 1.025 5.824 |37.215|60 28 40
3 Eo8 ]06.60 |06.52 03.5 [30.06 1.03 5432 |34.71 |81 28 19
3 Eo9 |06.56 |07.14 03.5 |24.17 1.025 4.9 31.31 |80 28,3 20
[ Eo 10 |06.17 |09.45 04 25.95 1.02 3.92 [25.048 |74 23 26
M.Av* 6,567 |7,2477 |3,755 |26,11 1,025 5,326 |34 72,8 27,32 27
m SD** 0,056 | 0,90805 |0,5939 | 2,66 0,0045 |0,9884|5,796 (6,731 |1,87 6,729
Ms1l |06.71 |05.88 03 23.94 1.03 452 [29.34 |56 25 44
Ms2 [06.52 |06.45 03 23.95 1.03 425 |27.195|64 26 36
Ms3 |06.38 |06.00 045 [27.9 1.03 495 |31.668 |79 28 21
Ms4 |06.66 |05.93 03.3 [19.98 1.025 |4.31 |27.553|81 19 19
Ms5 |06.78 |07.00 03 23.94 1.025 |4.36 |27.911|78 20,26 22
| |[Ms6 |[06.51 |06.50 03.1 |21.97 1.025 3.80 [24.33 |84 19,6 16
@ ’ Ms7 |06.53 |06.66 029 |21.97 1.03 422 |27.016 |81 23 19
2 | Ms8 |06.53 |07.70 03.7 |243 1.03 2.00 [17.88 |60.26 |ND 59.74
,‘—‘_: Ms9 |06.53 |08.00 03.5 [243 1.02 2.14 |18.68 |64.26 |19 59.74
= Ms 10 | 06.53 | 06.43 02.7 |243 1.03 2.799 [17.89 |70.26 |ND 59.74
M. Av* 6,588 | 6,515 3,27 23,583 |0,9344 (3,681 |24,953|71,78 |23,5 35,632
9
m SD** 0,106 |0,61824 |0,5229 | 2,186 0,00353 |1,0889 | 5,0513 | 10,062 | 3,25 18,71
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1.1. Traitement statistiques des résultats des tests physico- chimiques
Pour les variations des valeurs relatives aux résultats des tests physico-chimiques : moyennes
(M) et écart type (m), les valeurs illustrées sur tableau n : 23.

Tableau 23 : Récapitulatif des moyennes (M) et écarts types (m) des tests physico-chimiques.

Région | Constants | Maximum value | Minimum value | Average*(M) | SD* (m)
Biskra (Bs) 11 Echantillons
pH 06.89 06.45 6,638 0,1053
Cd*(ps/cm) 06.67 04.94 5,734 0,5571
Vs* mPals 05 02 3,00 0,546
Ac/°D 30.96 17.98* 27,06 3,336
D* 1.035 1.025 1,03 0,00235
N total* 9.24 4.424 5,62 1,32
. Prt*(g/l) 49.04 28.26 33,56 3,73
ﬁ Whey* (%) 94 60 81,6 9,574
kv, Dry matter *(%) | 38 18 24,5 5,727
5 M.G 31,5 26 28,74 1,941
El Oued (Eo) 10 Echantillons
pH 06.71 06.17 6,5677 0,1056
Cd*(ps/cm) 09.45 06.47 7,2477 0,90805
Vs* mPa/s 05 02.9 3,755 0,5939
Ac/°D 30.96 22.97 26,11 2,66
D* 1.025 1.02 1,025 0,0045
N total* 7.028 3.92 5,326 0,9884
g Prt*(g/l) 44.08 29.70 34 5,796
3 Whey* (%) 81 60 72,8 6,731
3 Dry matter *(%) | 40 19 27 6,729
i M.G (g/1) 29,6 23 27,32 1,87
Msila (Ms) 10 Echantillons
pH 06.78 06.38 6,5889 0,1006
Cd*(ps/cm) 08.00 05.88 6,515 0,61824
Vs* mPals 04.5 02.7 3,27 0,5229
Ac/°D 27.9 19.98 23,583 2,186
D* 1.03 1.02 0,9344 0,00353
N.total* 4.95 2.00 3,681 1,0889
" Prt*(g/1) 31.668 17.88 24,953 5,0513
p Whey* (%) 84 56 71,78 10,062
= Dry matter *(%) | 59.74 16 35,632 18,71
= M.G 28 19,6 23,5 3,25

2. Résultats des analyses microbiologiques

Les valeurs des résultats relatifs aux analyses microbiologiques du lait cru camelin et
leur comparaison aux normes nationales (Anonymes, 1998) et (Anonymes, 2005) ont été
illustrés sur le tableau n : 24.
Hormis I’enregistrement des levures (la moyenne de: 32 UFC/ml) pour I’ensemble des

échantillons, les dénombrements des flores bactériennes sur tableau 24, étaient nulles.
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De méme, I’ensemble des échantillons du lait cru étaient exempt de toutes espéces pathogeénes
et/ou toxinogene.
Tableau 24 : Récapitulatif pour les résultats des analyses microbiologiques du lait.

Flores dénombrées Moyennes Normes : Anonyme (1998)-
Des résultats UFC*/ml | JO : 35/1998
Levures et moisissures 03,2 X 10 <100
FT.AM 0,72 <10
Coliformes totaux Absence <10
Coliformes fécaux Absence <I
Streptocoques Absence I
du groupe D
Clostridium sulfito- réducteur Absence I
Pseudomonas Sp Absence I
Salmonella Sp Absence Absence
Staphylococcus Sp Absence <10

3. Isolement et purification des souches lactiques thermophiles :

Il est a signaler, qu’uniquement, les souches lactiques, ayant donné des résultats
positifs, dans différentes étapes des présélections ou les lots des souches lactiques, a partir
desquels, nous souches ont été sélectionnées, sont présentés dans ce chapitre (Résultats).

3.1. Examen macroscopique des isolats lactiques thermophiles
3.2. Aspects macroscopiques des souches lactiques thermophiles
Les aspects macroscopiques des colonies lactiques ont été présentés sur des figures ci-
dessous. De méme, les étapes suivies, relatives a 1’isolement, purification, les aspects macro
et microscopiques, ont été illustrées sur le tableau n : 25
3. 2. A. Isolats Lactobacillus thermophiles : Aspects macroscopiques
Les colonies de lactobacilles, sur gélose MRS, sont apparues, sous forme de grains de blé,

bien isolées a contour régulier et de couleur brunatre, comme le montre la figure 08.

Figure 8: Aspect macroscopique.-colonies Lactobacillus thermophiles_éUr milieu MRS apreés
incubation de 72H & 44°C. \
\ P

B

71



Résultats

3.2. B. Isolats Streptococcus thermophilus: Aspects macroscopiques
Les colonies des isolats St. thermophiles, Figure n : 09, isolées sur gélose M17, sont apparues
de petite taille, de forme circulaire ou lenticulaire, bien isolées, a contour régulier et de

couleur blanchétre a crémeuse comme le dévoile la figure n : 09.

Figure 9 : Aspect macroscopique des isolats St. thermophilus sur M17 apreés incubation 48H a 42°C.

4. Examen microscopique des isolats lactiques

4. 1. Aspects microscopiques des isolats lactiques (Observation a I’état frais)
L’observation a 1’état frais, entre lame et lamelle, a permet de confirmer la viabilité, la forme,

I’arrangement et I’immobilité des bactéries lactiques isolées (figurel0, 11 et 12).

¥

Figure 10 : Aspects microscopiques (longues chainettes) des isolas St. thermophilus a 1’état frais
(Gx40).
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Figure 11 : Aspect microscopique des isolats A et B St. thermophilus sur M17 aprés incubation sur
M17 pendant 72H & 42 °C.

Figure 12 : Aspects microscopiques A, B, C et D : Colonies Lactobacillus thermophiles sur
milieu MRS apres incubation de 72 H a 44°C.

4.2. Coloration des isolats au bleu de méthyléne
L aspect morphologique des isolats lactiques a été dévoilé par la coloration au bleu

de méthylene, présentée dans la figure n : 13 et 14.
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Figure 13 : Vue microscopique des lactobacilles (A) et des St. thermophilus (B) aprés coloration bleu
de méthyléne (GX40).

4.3. Coloration de Gram

La coloration de Gram (coloration de base en bactériologie), nous a permet de
différencier les bactéries selon deux critéres : leur forme et leur affinité pour les colorants
différentiels (Figures : 13 et 14).

7"
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Figure 14 : Aspects A et B des isolats Lactobacillus sp, aprés la coloration de Gram (GX 40).

5. Purification des souches lactiques thermophiles

5.1. Purification des souches lactiques sur milieux sélectifs MRS figure 15 et 16
Une série, des repiquages successifs, par des stries, d’une colonie isolée, nous a permet
d’avoir une culture pure des isolats lactiques thermophiles, sur M17 pour les isolats
St. thermophilus et sur la gélose MRS pour les Lactobacillus ssp sous forme de stries, dont

I’aspect est élucidé dans les figures n : 15, 16 et 17.
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Figure 15 : Aspect des colonies Figure 16 : Purification par stries des
Lactobacillus sur milieu MRS aprés Lactobacillus spp sur milieu gélose M17.
purification.

5.2. Purification des souches lactiques sur milieu sélectif M17
Figure 17 les aspects A et B.

Figure 17 : Aspects macroscopiques A et B apres purification des isolats St. thermophilus sur
milieu M17

Tableau 25 : Récapitulatif des examens macroscopique, microscopique des isolats lactiques.

Souchesisol | Milieu Examen macroscopique Examen microscopique
ées d’isolement
Aspects des | Mode de
Aspects des colonies cellules regroupement Gram
cellulaire
= [solées
8 M1z = Forme : ronde, = En diplocoques
= = | A 42°C plate ou lenticulaire Cocci men courtes et +
§ S = Couleur : Blanchatrea jaunatre, | ronde longues chainettes,
2 g crémeuse a surface bombée immobiles
& s
“ o = Forme : fusiforme (grains de = Isolées, en paire,
22 blé), de petite taille, Batonnet en longue
R = Couleur : Grise et marrow au | (en longue | chainette, +
:‘é 8 MRS centre, filament) immobiles.
ﬁ E 45°C
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6. Caractérisation physiologique et biochimique des isolats thermophiles (tableau 26)

Tableau 26 : Caractérisation bactériologique, physiologique et biochimique des isolats

Souche
C |5 |5 |5 |5 |6|o g |e|2|2(2|2 |2 |2 2

_ Z 2|2 RIBIRIEIRIZEIBEIRIE|®[B|BIN
Criteres Nolw o N N N
Gram + + + + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Catalase - - - - - - |- - .
Production d’indole - - - - - - - - R T e
Type fermentaire - - - - - - - - S I I I I
Croissance en | - - - - - - |- - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
anaérobiose
Croissance a :
o 30°C ++ +++4+++ R+
° 37°C - + + + + + | + + + + + + + + + +
o 42°C + + + -+ |+ |+ N I S S S O S IO S I IS
. 44°C + + + + |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+
Croissance a :
° 2,5% NaCl + + + + |+ |+ |+ + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
o 4,5 % NaCl + + + + |+ [+ |+ |+ |+ [+t
. 6,5% NaCl + + - - + |- |- + + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+
Croissance a : + + + + |+ |+ |+ + + |+ |- |- |- + |- |+
° pH :09,6
Thermorésistance
a:
o 65°C- 30min | - + - - - - |- + |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+
o 60°C-90min | - - - - - - |- - T
Test citrate de | - - - - - - - - N
Simmons
Fermentation des
principaux sucres :
o Lactose + + + + |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+
o Glucose + + + + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
. Saccharose + + H- |+ |+ |+ - + |+ |+ |+ |+ |+ |-+ |+
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7. Biodiversité des flores lactiques autochtones thermophiles dans le lait camelin
7.1. Extraction d’ADN a partir des isolats lactiques thermophiles lot 1

Les valeurs d’ADN bactérien, (Lot 1) extrait par la méthode des solvants organiques-
CTAB, ayant concernéun premier lot des souches lactiques thermophiles suivantes : LBN 10,
LBND2, LBN11, ST10, V4, LB75 puis un deuxieme lot des souches suivantes : CH6, ST41,
LC3, E13, ST4, STR4, ST01, LCB3, LBBA, S7C et LBN11, avait donné des résultats, sur le
Nanodrop, cernés entre : 6103.20 pg/dl(maximale : valeur relative a la souche S7C) et
101.5pg/dl (minimale : valeur relative a la souche lactique LC3), ces derniéres ont été illustrés

dans le tableau 07 et la figure 11.

7.2. Extraction d’ADN bactérien a partir des isolats lactiques thermophiles lot 2

Tableau 27 : Concentrations d’ADN bactérien (en pg/dl) sur nanodrop des souches lactiques

Souche lactique [DNA] po/dl 260/280 [1.6-2]* 260/230 [2-2.2] **
CH6 4724.80 2.19 2.24
ST41 457.10 2.17 2.00
LC3 101.50 1.45 0.46
E13 1232.50 2.18 2.17
ST4 541.00 2.08 1.87
STR4 2064.70 2.10 1.75
STO01 2217.00 2.16 1.97
LCB3 631.60 2.13 1.94
LBBA 810.40 2.20 1.96
S7C 6103.20 2.10 2.10
LBN110 2091.60 2.06 1.67

*Taux de protéines[1.6-2]**Taux d’ARN [2-2.2]
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Figure 18 : Histogramme illustratif des concentrations d’ADN des isolats lactiques- lot 1.
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Les concentrations d’ADN (pour le lot 2- annexe 2) extrait, dilué dans 25ug de T.E, ont été

conserveés a -80°C : ces derniéres serviront par la suite, comme substrat a la technique PCR.

Figurel9 : Aspect électrophorétique des bandes d’ADN aprés migration sur gel d’agarose
1.Gene Ruller, 2. LBN10, 3-LBND2, 4-LBN11, 5-ST10, 6-V4, 7-LB75, 8-S7C, 9- LBN et 10- LB74.

1 Ml 2 M2
4.6 kb
4.1 kb
3.6kb
3.1kb <—500bp
el = i
2kb <250bp
1.5kb=—> <—200bp
<—150bp
1 kb —>
<—100bp
0.5kb —>

<—50bp

(a) (b)

Figure 20 : Gene Rueller - ADN Standard- bandes de tailles différentes.
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7. 3. Reésultats du sequencage (PCR) des souches lactiques thermophiles lot 2
Résultats des séquencages et aspects des chromas (issus du séquenceur), ayant aboutia
I’identification des souches suivantes : LBN10, LBND 2, LBN11, ST 10, V4 et LB 75 :

La soucheLBN10 :

CTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGT
GGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCCAGTTGAGAGACTGATCGGCCACA
ATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAA

TGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAG
CTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAAC

CAGAAAGTCACGGCTAACT

Pourcentage d’identité :99%
Pourcentage d’homolgie :100%

>0i|953562635|gb|KT159934.1| Lactobacillus fermentum strain KF5 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence.

La souche LBND?2:

GATGCTAATACCGCAGAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG
CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA
GGCGATGATGCATAGCCCAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGC
CCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGG
AGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGA
ACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACCTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGG

Pourcentage d’identité : 99%
Pourcentage d’homolgie : 100%

>0i|953562635|gb|KT159934.1| Lactobacillus fermentum strain KF5 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence.

La souche LBN 111:

GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCT
AATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTT
CTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTGGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGAT
GCGTAGCCAACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTG
AGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCT

Pourcentage d’identité :99%
Pourcentage d’homolgie :100%

>0i|942056513|gb|KT895268.1| Pediococcus acidilactici strain SY1 16S ribosomal RNA
gene, partial séquence.
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La souche ST10

TAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCACAACATTT
TATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGGGCTTTCGGGTGTCACTGATGGATGGACCCGCG
GTGCAATAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
CTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCCCGTGAGTGAAGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGT
CCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT

Pourcentage d’identité : 99%
Pourcentage d’homolgie : 100%

>0i|902546487|gb|KP716578.1| Enterococcus faecalis strain YM11-6 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

La souche V4

CCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACACAGGA
TACCGCCCGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGC
ATTAGCTAGGTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACCGGAGGCAGCACTAC
GGAATCTTCCACAATGGACGCAGTCTGATGGAGAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTC
GGCTCGTAAAGCTCTGTTGTAAAAGAAGAACGT

Pourcentage d’identité 97%
Pourcentage d’homolgie :100%

>0i|665824423|gb|KJ740154.1| Pediococcus acidilactici strain CRL1939 16S ribosomal RNA
gene, partial séquence.

La souche LB 75
CTGCTATCACTTCTGGAGGGACCCGCGGCGCATTAGCTGGTTGGGGAGGTAACGGCTCAC
CAAGGCGATAATGCGTACCCAACCTGAAAGGGGAATCGGCCACATGGGGACGGAAACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAG

Pourcentage d’identité : 94%
Pourcentage d’homolgie : 99%

>0i|834963621|gb|KR153187.1| Pediococcus sp.L-2 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

Uniquement /11 souches ont donnee des résultats positifs (de séquencage) sur le séquenceur
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8. Résultats des antibiogrammes des isolats lactiques thermophiles (figure n: 21, 22 et 23)

Tableau 28 : Englobant les résultats des antibiogrammes (lot 1)

ts B.L Lbl Lb2 |Lb3 Lb4 |Stl St2 | St3 | St4

ATB

4Ntx30 R S S S S R |S S
E15 R S R S S ND |S S
Ak10 S S R R S S R |S
Do 30 S S R S S | S S
AMC 30 R S S S S S S R
Sp100 R S R S S R I R
IMP 10 R S R S S I R |S

S : Sensible — R : Resistant - | : intermediarie.

Figure 21: Aspects des souches lactiques résistantes et sensibles aux antibiotiques -
R zone de résistance- S zone de lyse (sensibilité).

Figure 22 : Antibiogramme des isolats résistants (R) et sensibles (S) aux antibiotiques

.:-\‘ A

) o7

T
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Figure 23 : Aspects des souches lactiques résistantes aux antibiotiques -R zone de résistance
Sur I’ensemble des antibiotiques testés (07 antibiotiques) vis-a-vis de 04 isolats
Lactobacillus Ssp : les profils enregistrent étaient : 11 cas de résistance soit 39,2% (R) et
17 cas de sensibilité (S) soit 60,7% aucune souches Lactobacillus Ssp n’as donné de
résultats intermédiaire (1). Pour le lot des souches S. thermophilus les profils étaient : 18
cas de sensibilité (S) soit 64,8%, 06 cas de résistance soit 10,7% (R) et 03 profils
intermédiaires (1) 10,7%
9. Sélection technologique des isolats lactiques thermophiles
9.1. Etude des aptitudes protéolytiques des souches lactiques
9.2. Résultats des tests de protéolyse sur le milieu YMA
Sur le milieu YMA les isolats Lactobacillus Spp, ont exhibées plus d’activités protéolytiques
que les isolats St. thermophilus. Apres incubation sur YMA, les zones de protéolyses,
variaient entre : 35 (max) et 27 (min) pour les souches Lactobacillus. Ces zones fluctuaient
entre 30,5 (max) et 16 (min) pour les souches St thermophilus.

Tableau 29 : Diameétres des zones de protéolyses apres incubation sur le milieu YMA.

Isolats thermophiles Mode d’encensement @ moyen de la zone en mm
%'T Lb4 Spot 27
S | Lb10 Spot 28
g [Lb12 Spot 27
= | Lb13 Spot 22
¢ | Lb.l Spot 35

Lb2 Spot 32
Lb3 Spot ND
Lb.6 Spot 33
Lb7 Spot ND
2 | st1 Spot 24
= | St4 Spot 19
3 | St5 Spot 21
§ St12 Spot 16
= | St6 Spot 30,5
@ | St7 Spot 24
St 8 Spot ND
St9 Spot 21

ND : Non déterminé
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9.3. Résultats du suivi de la cinétique d’acidification du lait

Les valeurs d’acidité en degré Dornic, pour les isolats lactobacilles, aprés 24H

d’incubation a44°C, oscillent entre 51,09 et 32,23 avec une moyenne de 45.11.

rassemble 1’ensemble de ces valeurs.

Le tableau

Tableau 30 : Etude de I’acidification du lait écrémé reconstitué par les isolats
Temps 04H 06H 16H 24H
pH Acidite | pH Acidité | pH Acidité | pH Acidite

souches (°D) (°D) (°D) (°D)
Lb ks 6,60 |33 6,50 |51 6,10 79 580 |99
LbEs 6,70 |34 570 |62 5,30 85 500 |101
LbEes 6,60 |30 6,00 |46 5,70 67 520 |87
LbEer 700 |25 6,20 |29 5,70 32 530 |32
LbEs 7,00 |33 6,90 |47 6,70 60 6,50 |79
LbEs 7,00 |26 6,80 |55 6,80 75 6,50 | 102
LbEwg 700 |24 6,80 |52 6,70 81 6,40 |98
Lb e 700 |34 6,80 |47 6,80 69 6,70 |92
Steq 6,00 |43 555 |56 5,06 71 4,12 |93
Stewo 590 |43 590 |68 4,89 81 4,20 | 105
Stewr 6,00 |49 560 |61 3,80 95 3,70 | 125
Stes 590 |53 550 |65 3,70 95 3,70 | 103
Steis 6,00 |36 560 |53 3,90 91 3,70 | 129
Stewg 6,00 |56 560 |71 3,70 93 3,30 | 138
Stexo 6,00 |34 560 |52 3,70 96 3,60 |108
Stez 596 |49 560 |52 4,20 86 3,80 |99

St @ isolats St. thermophilus et Lb. spp : Lactobacillus spp

Les valeurs de lactate, en degrés Dornic (D°), aprés incubation des isolats

Streptocoques thermophiles a 42°C variant de 103.17 et 36.96 avec une moyenne de 64.77,

sont indiquées dans le Tableau 30.

Figure 24 : Aspect des isolats sur lait écrémé reconstitué a 10% P/V (coagulation) aprés 24H
d’incubation : a 42 °C pour les St. thermophilus et 44°C pour les lactobacilles Isolats : A,B,C,D, E :
Lactobacillus Spp, Isolats 1,2,3...St. thermophilus
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9. 4. Suivi de la cinétique de production des aromes

9. 4.1.Cinétique de la production des arémes le diacetyle
Sur un ensemble de 16 souches lactiques dont (08 étaient St. thermophilus et 08 isolats étaient
Lactobacillus Spp), traitées par les deux reactifs de Voges Proskauer VP1 et VP 2, sur
1’échelle adoptée pour I’évaluation de la production d’arémes :

Deux souches lactiques seulement avaient des colorations trés intenses (4+), quatre souches
ont démontré une coloration intense (3+), une souche avec une coloration modérée, tandis que
neuf souches ont exhibé une couleur moyennement intense. Ces résultats sont mentionnés
dans le tableau n : 32 et la figure n : 25.

" .
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Figure 25 : Virage de coloration du milieu de fermentation aprés 1’addition des deux réactifs de Voges
Proskaouer : A, B, C, D, E, F, G et H des souches : Lb. Lactobacillus Spp- Les isolats 1,2,3,4,5,6 et
7des souches St thermophilus.

Tableau 31 : Estimation de la production de diacetyle par les deux réactifs VP 1 et VP 2.

Souche Intensité
TCHM +++
TCHA +
TCHF ++++
TCHV ++++
TCHB +
TCHA +
TPB2 +
TPB1 +
DCHA’ +
DCHM +++
DCHA +
DCHB ++
DCHF +++
DCHV +++
DPB1 +
DPB2 +

(++++) : Coloration tres intense
(+++) : Coloration intense

(++) : Intensité de coloration modérée
(+) : Coloration moyennement intense
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9.4.2. Cinétique de production des arémes (diacetyle) par polarographie

Les concentrations du diacétyle chez les isolats Streptococcus thermophiles, variant de

14.07 ppb & 66.98 ppb. Ainsi que chez les Lactobacillus spp oscillent de 15.24 jusqu’a

74.88ppb, sont schématisées dans le tableau 32 et 33 et les figures 26 et 27.

Tableau 32 : Estimation des valeurs aromatiques des isolats (en ppb) sur polarographie.

Souches i pour 1 ml i pour 1 litre V Masse en g ppb
M17CHB2 17,246 nA 17,246 pA 66,98 ul 66,98 10° 66,98
M17CHF 4,8349 nA 4,8349 pA N.D N.D N.D
M17CHM 10,673 nA 10,673 pA 14,07 ul 14,07 10® 14,07
M17CHV 6,83 nA 6,83 HA N.D N.D N.D
MRS-SCHA 10,8004 nA 10,8004 pA 15,24 ul 15,24 10® 15,24
MRS-SCHB 14,0331 nA 14,0331 pA 45,02 pl 45,02 10 45,02
MRS-SCHF 17,275 nA 17,275 pA 74,88 pul 74,88 10°° 74,88
MRS-SCHM 8,6203 nA 8,6203 pA N.D N.D N.D
i =9,14479 + 0,108572
v=i-9,14479 / 0,108572
N.D: Non déterminé
—— MRSCHA 10,8004 nA
— MRSCHB 14,0331 nA
= MRSCHF 17,275 nA
— MRSCHM 8,6203 nA
6,00E-008 -
wE 4,00E-008 -
S
<
[
"~ 2,00E-008
0,00E+000 -

E (MV/ECS)

Figure 26 : Production du diacétyle par les isolats Lactobacillus ssp sur polarographie.
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M17CHB2 17,246 nA
M17CHF 4,8349 nA
M17CHM 10,673 nA
M17CHYV 6,83 nA

8,00E-008

6,00E-008 -

—
Y

‘= 4,00E-008 -
Q
<
| e
— 2,00E-008 -

0,00E+000 -~

-2,00E-008 ; ; . —
-0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -0,4
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Figure 27: Evaluation du profil aromatisant (Diacétyle) des isolats St. thermophilus
sur polarographie.
9.5. Cinétique de la production de I’acétaldéhyde

La cinétique de production d’acétaldéhyde a été suivi sur intervalle de temps de 24H ,
elle est illustrée sur la figure n : 28 pour les isolats S. thermophilus et sur figure n : 29 pour les
souches Lactobacillus ssp.
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0

4H 8H 16H 24H

mM17CHB2 WMI17CHF ®=M17CHM mMmi7cHv | temps (H)

=

w

N

=

Figure 28 : Histogramme illustrant la production d’acétaldéhyde par les isolats
S. thermophilus.
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Figure 29 : Histogramme représentant la production d’acétaldéhyde des isolats

Lactobacillus ssp.

10. Exploration In Vitro d’antagonisme entre isolats lactiques et souches pathogenes
10.1. Entre souches lactiques et souches pathogénes a Gram positif
L’antagonisme microbien entre le SBA, neutralisé, dirigé contre des souches
indicatrices pathogénes a donné des ZI, illustrées dans le tableau 33, et les figures 30 et 31,
allant de 10 mm (contre Staphylococcus aureus), suivi de 17 mm (contre Bacillus cereus) a
21 mm (contre Bacillus subtilis).

Tableau 33 : Diamétres en (mm) des zones d’inhibition (Z.I) obtenues avec des souches
cibles pathogenes a Gram positif.

Isolats Souche pathogene ¢ :(mm)
lactique

(SBA)

DL4 Bacillus cereus (2) 17
CHB2 (17) Bacillus cereus (2) 13
CHF (17) Bacillus subtilis (17) 21
CHM (17) Bacillus subtilis (17) 13
CHV (17) Bacillus subtilis (17) 21
DS3 Staphylococcus aureus (10) 15
TL4 Bacillus subtilis (17) 11
MRS-SCHA | Staphylococcus aureus (10) 14
MRS-SCHB | Staphylococcus aureus (10) 10
MRS-SCHF Staphylococcus aureus (10) 12
MRS-SCHM | Listeria monocytogenes 11
TCHM Staphylococcus aureus résistante a la Méticilline (SARM) 12
DCHM Staphylococcus aureus résistante a la Méticilline (SARM) 11
TCHA Staphylococcus aureus résistante a la Méticillines (SARM) 10
DL4 Bacillus subtilis (17) 21
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Figure 30 : Histogramme illustrant les zones inhibitrices (mm) obtenues contre des souches
pathogenes a Gram positif

Figure 31 : Zones d’inhibition entre les souches lactiques et les procaryotes pathogénes a paroi
Gram positif

10.2. Entre souches lactiques et souches pathogénes a Gram négatif

Les interactions entre le SBA, neutralisé, et les souches pathogénes & Gram négatif,
ont exhibé des zones d’inhibition allant de : 25 mm (contre Proteus mirabilis), suivi de
22 mm (contre E. coli) a une ZI de 09 mm (entre SBA et Salmonella typhimurium).
Le tableau 34 et les figures 32 et 33 récapitulent les diametres des ZI dirigées contre les

souches pathogenes a Gram négatif.
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Tableau 34 : Antagonisme des zones d’inhibition en mm dirigé contre les souches pathogénes a
paroi Gram négatif.

Souche lactique (SBA) | Souches pathogénes ¢ (mm)
DL4 Proteus mirabilis (4) 25
CHB2 (17) Proteus mirabilis (4) il
CHF (17) Escherichia coli (9) 11
CHM (17) Escherichia coli (9) 22
CHV (17) Escherichia coli (9) /
TCHA Salmonella typhimurium (7) 09
TCHA Vibrio cholerae 10
MRS-SCHA Salmonella typhimurium (7) 14
MRS-SCHB Salmonella typhimurium (7) 13
MRS-SCHF Salmonella typhimurium (7) 11
MRS-SCHM Citrobacter freundii (1) 12
DCH Citrobacter freundii (1) 12

FREUNDII (1)

(4)
(4)

CITROBACTER
CITROBACTER
FREUNDII (1)

PROTEUS MIRABILIS
PROTEUS MIRABILIS
ESCHERICHIA COLI (9)
L
ESCHERICHIA COLI (9)
SALMONELLA | ‘
TYPHIMURIUM (7) |
VIBRIO CHOLERAE H
SALMONELLA
TYPHIMURIUM (7) -
SALMONELLA
TYPHIMURIUM (7) B
SALMONELLA
TYPHIMURIUM (7) B
‘ [ '

o

14 | cHB2feHF (17)] CHM [CHV (17

(& % (17)

Figure 32 : Histogramme représentatif des Z.1 (mm) effet inhibiteur des LAB dirigé
contre les souches pathogenes a Gram négatif
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Figure 33: Aspects des zones d’inhibition entre souches lactiques et isolats procaryotes
pathogenes a paroi Gram négatif.

89



Résultats

10. 3. Entre souches lactiques et souches pathogenes eucaryotes

Le diametre maximal noté aprés interaction entre le SBA et Candida albicans est 15mm, tandis

que celui de I’interaction entre le SBA et Fusarium solani est 11 mm.

Le tableau n: 35 et la figure n: 34, représentent les zones d’inhibition Vvis-a-vis les souches

gucaryotes.

Tableau 35 : Tableau représentatif des zones d’inhibition entre isolats lactiques et souches

eucaryotes (levures et champignons).

Souche lactique(SBA) Souche pathogéne ¢ (mm)
TL4 Candida albicans(11) 15
DL4 Candida albicans (11) 13
TL4 Fusarium solani (SO) 11
DL4 Fusarium solani (SO) 09
16

AR
N D

Diamétre (mm)
=
o

o N B O

TL4 #11

DL4 211

Souche

T L4 #So

DL4 #So

Figure 34 : lllustration du pouvoir inhibiteur sur M.H (@ en mm) dirigé contre des souches

eucaryotes.
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Discussion :

Tests physicochimiques du lait cru camelin

Apres transport, une fois au laboratoire, I’ensemble des échantillons ont été¢ soumis
simultanément aux analyses physico- chimiques et microbiologiques. La conservation des
échantillons s’est faite au congélateur a - 4°C. A I’examen des échantillons, 1’aspect visuel du
lait camelin ressemble a la description relatée dans la littérature :

Le lait de chamelle est de coloration blanchatre- opaque (Farah, 2004 ;Al haj et Al
kanhal, 2010) ; sa consistance est relativement moins visqueuse en comparaison a celle du lait
d’espéce bovine. (Kheroutou et al., 2003 ; Shoui et al., 2009).

Ce lait est de saveur douce (Farah, 2004), avec un godt légérement salé (Farah, 2004).
Les changements dans le golt, semblent principalement causeés par la nature du fourrage
(plantes halophytes) et de la disponibilité de I'eau (Farah, 2004 ; Al Haj et Al Kanhal, 2010 ;
Meribai et al., 2016).

Le pH: pour le lait d’espeéce cameline, la moyenne des valeurs des pH de nos
échantillons était de 6,63 pour les échantillons originaire de Biskra, de 6,65 pour les
échantillons collectes a El oued et de 6,58 pour ceux originaire de M’sila.

Ces valeurs sont trés proches (en accord) a celles rapportées par divers auteurs, ces
derniéres oscillent entre : 06,5 et 06.7 (Mehaia et Cheryan, 1983; Mehaia et al.,1995;
Khaskheli et al., 2005). Sont de 06,6 (Hassan et al., 1987 ; Shamsia 2009), de 06,5 a 06.82
(Cavalcante et al., 2005); 06,4 (Abu Taraboush et al., 1996; 1998), 06 (El Hadi-Sulieman et
al., 2006), de 06,48 a 06,65 (Mahboub et al., 2012), 06 (Benyagoub et al., 2013).

Pour I’ensemble de nos échantillons, les pH sont trés proches, sans enregistrement de
grandes variations. Cependant, le pH du lait de chamelle est proche de celui du lait d’espéce
ovine (Yagil et al., 1984), il est Iégerement inférieur a celui du lait d’espéce bovine (Sawaya
etal., 1984).

Les variations des valeurs des pH et d’acidité en degré Dornic (°D) pour le méme
échantillon du lait camelin, sont probablement di aux différences des niveaux d’hygiéne, de
la traite et des charges microbiennes initiales de 1’échantillon (Mehaia et al., 1995).

L’acidité titrable en degré Dornic, pour I’ensemble des échantillons, variait entre :
07,2 °D (minimale) et 27,06 °D (maximale), avec les moyennes de 27,06 °D (Biskara), de 07,2
°D (El oued) et de 23,5 (°D) M’sila,
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Ces valeurs moyennes, notamment, celles relatives aux échantillons de Biskra et d’El
Oued, étaient relativement élevées par rapport a celles rapportées par :Hassan et al.,(1987)
115°D, Kamoun, (1994)15.6°D +1.4, Abu lehia, (1994) 15 °D. Shuiep et al., 2008 (15°D et 14
°D ). Shamsia, (2009) 16,3°D.

Le lait de chamelle, est caractérisé par son effet tampon, plus élevé par rapport aux laits
des autres especes laitieres, ce qui permet d'expliquer I'absence d’une corrélation directe entre
les valeurs des pH et celles d'acidite titrable.

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

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

Les valeurs moyennes de la densité étaient : 01,03 (Biskra), 01,025 (EI Oued) et de
0,934 (pour les échantillons collectés a Msila).

Ces valeurs, sont proches de celles rapportées dans la littérature. Cependant, la densité
moyenne du lait de chamelle est d’environ 1.029g.cm™ (Farah, 1996).

D’aprés Hassan et al., (1987); elle est de 0,99 & 1,034 g/cm?®. Tandis que, pour : Gnan et
Sherida, (1986); Cavalcante et al., (2005), elle variait de 01,025 a 01,032.

Les valeurs moyennes de la viscosité, variaient entre : 03,75 et 03,27 Ca.Pas, avec la
moyenne de 02,11. Ces valeurs étaient légérement plus élevée que les valeurs moyennes
rapportées par : EI Agamy, (2006) : 02,35; Hassan et al., (1987): 02,20; Kherouatou et al.,
(2003): 01,73. Al Hadj et Al Kanhal, (2010) 1,72.

En outre, la saison, le stade de lactation, la composition biochimique, la période de
transport et de conservation, méme a de trés faible température, semblent des facteurs, ayant
influencé la consistance du lait camelin.

Protéines et azote totale : Pour ’ensemble de nos échantillons, la moyenne enregistrée
pour les taux des protéines en (g/l) étaient de : 33,56 (Biskra), 34 (El Oued) et de 25 (pour les
échantillons collectes dans les régions de M’sila). Ces valeurs moyennes sont en accord avec
celles rapportées par Kamoun, (1994); 34.3g/l; Shamsia (2009) (34,6 g/l), relativement
proches des valeurs

92



Discussion

enregistrées par Konuspayeva et al., (2009), (31g/l); Al Hadj et Al kanhal 2010 (31,05 g/l);
Shuiep et al., (2008) 29,44/1.

Cependant, d’aprés Shuiep et al., (2008), les variations saisonniéres (effet de saison),
I’origine géographique et I’effet de la race (population) étaient les facteurs, les plus effectives,
influengant la consistance du lait camelin et sa composition biochimique.

Les valeurs moyennes de la matiere grasse (en g/l) étaient de : 28,7 (Biskra), 27,3(Oued
souf) et de 23,5(Msila). Alors que les valeurs moyennes de la matiere grasse relative au lait
d’espece cameline, rapportées dans la littérature étaient respectivement de : 28g/l en Algerie
(Siboukeur, 2007 ; Madjor 2014), de 12, 30 en Tunisie (Attia et al., 2001 ; El-Hatmi et al.,
2006); de 26,5 au Marroc (Konnibaa et al., 2005); de 37,8 en Egypt (Kamal et al., 2007). De
32,6 ; 34 ; et 23,5 au Saudan (Abdoun et al., 2007 ; Bakheit et al., 2008; Omar et El Tinay,
2009). De 33,9 au Kenya (Guliye et al., 2000). De 29,5 (Haddadin et al., 2008) en Jordanie ;
de 23 (Raghvendar et al., 2004) en Inde et de 27,2 (Sanayei et al., 2015) en Iran.

Cependant, cette derniére (la matiere grasse contenue dans le lait camelin) est
considérée comme une source d'énergie, de méme, elle agit comme support pour les vitamines
liposolubles (Farah, 2004). Toutefois, la teneur en matiere grasse du lait camelin est comprise
entre 1,2% et 6,4 % (Konuspayeva et al., 2009 ; Al Haj et Al Kanhal, 2010).

En revanche, une corrélation positive entre les taux de la matiére grasse et la teneur
en protéines a été notée pour le lait d’espéce cameline collecté en Jordanie (Haddadin et al.,
2008), ce qui est en parfaite concordance avec nos résultats.

Selon Al Haj and Al Kanhal, (2010) : les valeurs moyennes relatives a la composition
biochimiques du lait camelin, rapportées durant ces derniéres 30 années étaient : 03,5+ 01
(359/1) pour la matiére grasse, 3,1+05 (31,05g/l) pour les protéines, matiére seéche 097 + 0,07
et 119.

Matiére seche : la valeur moyenne (73,18%), proche de la valeur (86 %) ; relative a une
saison riche en eau (collecte des échantillons durant la saison printaniére, les mois Fevrier-
mars). En outre, la teneur en matiere séche du lait, varie également en fonction du stade  de
lactation (Bengoumi et al., 1994).

Cependant, la teneur du lait camelin, en eau, a atteint son maximum (91%), pendant la
sécheresse. Cependant, cette restriction (hydrique) en eau alimentaire, se traduit par une
dilution du lait, alors qu’un régime riche en eau, donne un lait avec un taux de 86% de matiére
seche (Faye et Mulato, 1991).
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Cette dilution du lait camelin, pourrait étre I’effet d’'un mécanisme d’adaptation de

I’espeéce cameline aux conditions climatiques des régions arides.

Control de la qualité microbiologique du lait camelin cru
Les indicateurs de la qualitt microbiologique et des bonnes pratiques
d’échantillonnage, des aliments, pour Cardinal (2003), sont les microorganismes, leurs
enzymes et/ou leurs produits métaboliques, notamment les toxines, dont leur présence, dans
des aliments, peut étre utilisé, pour évaluer la qualité¢ (la fraicheur), d’un aliment ou d’un
produit laitier.

L’estimation de la qualité microbiologique du lait camelin, ne se fait que par des
estimations (dénombrements) approximatives des flores contaminants et des especes
pathogenes et/ou toxinogenes, méme si des études ont suggéré, des dosages des enzymes
microbiens pour I’évaluation de la qualité hygiénique de ce lait.

A ce titre, Lorenzen et al., (2011), lors d’une étude, en vue d’optimiser la point de
pasteurisation relatif au lait cru camelin, par I’évaluation de I’activité enzymatique (alkaline
phosphatase (ALP), gamma-glutamyltransferase (GGT), lactoperoxidase (LPO), lipase (LIP)
et la leucine arylamidase (LAP), dans le lait camelin cru et/ou pasteurisé, avaient conclu que
ces enzymes ne sont pas souhaitables, comme marqueurs, a cause de leurs forte activité
résiduaire.

Le lait cru, fraichement consommé ou distribué aux consommateurs, sans traitement
thermique, est un milieu de culture, pour un trés grand nombre de germes, voir un vecteur
potentiel des zoonoses (Aggad et al., 2009; Ghazi et Niar, 2011; Jans, 2011; Jans et al., 2012).

La qualité microbiologique du lait cru camelin, est importante pour sa conservation,
voire sa consommation et/ou sa transformation (Aggad et al., 2009).

L’estimation des flores contaminantes et des especes pathogeénes et/ou toxinogenes pour
I’ensemble de nos échantillons, a donné des résultats contradictoires et divergent de ceux
rapportés par Benyaagoub et al., (2013), ayant estime une qualité hygiénique trés en dessous
des normes, pour 13 échantillons du lait cru camelin, collectés au Sud- Ouest d’Algerie.

De méme, nos résultats, divergent de ceux rapporté par : EI-Ziney et Al turki, (2007) :
lors d’une étude portée sur le control de qualité bactériologique d’un effectif de 33
échantillons du lait cru camelin, collectés dans la région : Al Qassim, au centre d’Arabie
saoudite, les auteurs avaient noté sur I’ensemble des échantillons, des taux de: 45,5% de

coliformes totaux, 12% coliformes fécaux, 70% S. aureus et 24% Salmonella spp.
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De méme, nos résultats divergent, aussi, de ceux rapporté par : Abera et al., (2016) :
ayant enregistré, sur un ensemble de 126 échantillons du lait cru camelin, collectés du marché
laitier dans différentes régions en Somalie et Ethiopie : 108 échantillons (85,7%) étaient
contaminés, de méme, les auteurs avaient dénombré des especes potentiellement pathogénes :
89,8% Staphylococcus spp, 53,7% Streptococcus spp, 31,5% Escherichia coli et 17,6
Salmonella spp.

Nos résultats different de ceux rapportés par : Shokri et Torabi, (2016) : ayant enregistré
la présence, dans le lait cru camelin, collecté en Iran, d’une flore eucaryote hétérogene dont :
Candida spp. (48.2%), Rhodotorula Spp. (22.3%), Trichosporon spp. (13.4%) et des
moisissures : Geotrichum Spp. (16.1%).

Nos résultats étaient différents de ceux rapporté par El haj et al., (2013), ayant affirme
la présence d’une flore procaryote adventice, sur 115 isolats du lait cru camelin, collecté au
Khartoum- Nord du Saudan, avec une prédominance des Gram négatifs : 85,26% (des taux
de : 39,13 % Escherichia. coli ; 7,82 %, Klebsiella spp ; 01,73 % Pseudomonas Spp ; 03,47 %
Proteus spp ; 6,08 % Enterobacter Spp).

Alors que les germes Gram positifs, étaient de : 14,73%, avec des portions de : (07,82%
Micrococcus Spp, 05,21% Streptococcus Spp, 28,69% Staphylococcus Spp).

La flore aérobie mésophile totale (FAMT).

La flore aérobie mésophile totale, nous renseigne toujours sur la qualité hygiénique
du lait cru. Cette flore, reflétant la charge d’échantillon en M.O eucaryotes et procaryotes
aérobie, la plus recherchée dans les analyses microbiologiques. Le dénombrement de cette
flore, pour nos échantillons collectés, a montré une charge microbienne mésophile faible,
et une qualité du lait camelin conforme aux normes requises.

Pour estimer la flore aérobie mésophile totale (FAMT) du lait camelin, nous avons
utilisé un milieu de culture : la Gélose Plant Count Agar (Aggad et al., 2009 ; Meribai et al.,
2017). Ce dernier est le plus recommandé par plusieurs normes.

En effet, nous avons observé que, la plus part de nos échantillons du lait cru camelin
examinés, avaient une tres faible flore (FTAM) ou étaient carrément exempt des especes
pathogenes.

Cependant, les charges maximales tolérées, pour les FTAM, par la reglementation
AFNOR, étaient <5.10° UCF/ml (AFNOR, 1980; Alais, 1984). Pour la législation Algérienne,
la norme pour les FTAM est : < 10° UFC/ml (Anonyme 1998).

Nos résultats, sont contradictoires a ceux rapportés par plusieurs auteurs : Amhouri
(1998); Bonfoh et al., (2003); Chye et al., (2004) et Srairi et al., (2005).
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Ghazi et Niar, (2011), dans une étude menée sur 155 échantillons, des laits crus,
provenant de différents élevages et de différentes espéces, de la wilaya de Tiaret, Algérie,
avaient noté, que, les flores aérobies mésophiles totales (FAMT) étaient supérieure a 10°
UFC/ml pour 81,2% des échantillons.

Selon Bouzaid et al., (2012), et sur un ensemble de 24 échantillons, de lait cru de vache,
collecté au Maroc, la flore aérobie mésophile totale (FAMT) était €levée dans I’ensemble des
échantillons des laits crus de colportage 04,4 10" UFC/m.

Malgré la température saisonniére des régions d’échantillonnage (température
ambiante), relativement élevée, et la température de transport +4°C, la flore aérobie
mésophile totale, était faible, ceci est probablement due a 1’hygiéne de la traite (absence
d’instrument de la traite mécanique pouvant abriter des germes), aussi aux conditions
drastiques d’échantillonnage et aux des bonnes pratiques d’hygi¢ne, probablement di a 1’état
de santé des chamelles traitées.

Les coliformes totaux et fécaux

La recherche des microorganismes, indicateurs de contamination d’origine fécale,
permet de juger 1’état hygiénique, d’un produit alimentaire.

Méme a des niveaux faibles, ils témoigneraient aussi des conditions hygiéniques,
régnant lors de la traite, et/ ou au cours de transport, toutes les normes, en microbiologie
alimentaire, recommandent, la recherche des coliformes sur le bouillon d’enrichissement
(BLBVB), ce dernier renferme un agent sélectif : la bile et le vert brillant.

Ce dernier reste le milieu de référence, le plus recommandé pour la recherche des
coliformes dans les aliments (AFNOR, 1980; Marshal et al., 1987; Guiraud, 1998; Corry et al.,
(2012). Le Bouillon lactosé au Pourpre de bromcrésol (BCPL), est un bouillon
d’enrichissement, riche en lactose, et non sélectif (Joffin et Joffin, 1993), permettant la
récupération de toutes les entérobactéries, lactose+, recommandé, surtout, pour la coliméterie
des eaux (Rodier et al., 2007) et des aliments (Guiraud, 1998; Corry et al., (2012).

Contrairement aux coliformes totaux, les coliformes fécaux, ensemenceés sur le bouillon
BLBVB a 44 °C, ¢taient faibles, ceci ne peut étre expliqué que, par I’étape précédente.

Les teneurs en coliformes fécaux, dénombrés sont inférieures a celles mentionnées par
Hamama et El Mouktafi, (1990).

En outre; la gélose VRBL, ayant deux agents selectifs : le vert brillant et la bile.

(Marshal et al., 1987), et le lactose comme source d’énergie, ce qui signifier que le milieu

96



Discussion

VRBL, utilisé, n’a pas permet le développement d’aucun coliforme fécal, ayant la capacité de
dégrader le lactose a 44°C.

Méme si la traite manuelle augmente, les possibilités de contamination du lait, en accroissant
la surface de contact entre le lait et les microorganismes du milieu ambiant, surtout lorsque, ce
dernier est souillé (Aggad et al., 2009).

La présence de coliformes fécaux, signale, le plus souvent, une contamination exogene
d’origine fécale (Guiraud, 1998; Aggad et al., 2009).

La flore indologénes

Certains coliformes fécaux, ont la capacité, de dégrader, en plus du lactose, ’acide
aminé : la tryptophane, en donnant I’indole, ce composé, forme avec le réactif de Kovacs un
anneau rouge, c’est le test de Mac kenzy, qui refléte une activité enzymatique intense a 44°C,
propre a ce groupe microbien (Djellouat, 1990; Guiraud, 1998).

La richesse du lait cru camelin, en protéine, est un facteur essentiel, qui favorise la
dissémination de la flore indologénes.

Sur I’ensemble des échantillons du lait cru camelin, aucun échantillon, de 1’espéce
cameline n’a refléter la présence des germes indologénes.

Les Clostridiums Sulfito- Réducteurs (CSR)

Pour la recherche du groupe des Clostridiums Sulfito- Réducteurs (CSR), nous avons
utilisé un milieu semi solide (complexe), viande foie (V.F), avec deux additifs : (01,5 ml de
sulfite de sodium a 05% et 05 ml Alun de fer a 05%) (Larpent et al., 1997 ; Guiraud, 1998;).

Un chauffage, préalable de 10 min a 80°C, a été effectué, pour chaque échantillon, pour
provoquer la forme de résistance (les spores) (Joffin et Joffin, 1993).

La flore de contamination, par les bacilles sulfito- réducteurs, pourrait avoir lieu au
cours de la traite ou d’échantillonnage, les téguments de I’animal, le matériel de la traite
manuelle, le fourrage et I’environnement de 1’étable sont des probables facteurs jouant en
faveur des transmissions de ce groupe bactérien ou de ces formes de résistance, toxinogene,
d’origine tellurique (Guiraud, 1998).

Bien que le lait camelin soit consommé cru, un traitement thermique efficace, est
impératif avant la consommation du lait cru.

Les streptocoques fécaux

En régle générale, le taux des streptocoques fécaux, est en rapport avec 1’état de santé

des especes laitieres, les conditions hygiéniques de la traite, et d’éventuelles contaminations,

au cours du dénombrement (Labioui et al., 2009; Jan et al., 2012).
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Les streptocoques fecaux, sont des indicateurs de contamination fécale ancienne, et
moins potentielle, que les pollutions causées, par les coliformes fécaux (Guiraud, 1998).
Toutes les normes de la microbiologie alimentaire, recommandent 1’utilisation des deux
milieux liquides (bouillons): Rothe et Eva-litsky, pour le dénombrement des streptocoques
fécaux (Marshal et al., 1987; Guiraud, 1998).

En outre, La sélectivité du milieu Litsky, est due a la présence de 1’éthyl- violet et I’azide de
sodium, en double concentration, par apport au bouillon Rothe, qui est moins sélectif (Joffin
et joffin, 1993).

La présence des streptocoques fécaux, dans les laits, des especes laitiéres, montre que
la source de contamination est peut étre liée, a 1’état de santé de 1’animal (Labioui et al.,
2009).

Le nombre des streptocoques fécaux éEtaient absentes dans ’ensemble de nos
échantillons.

Probablement, les conditions hygiéniques de la traite et de 1’étable, étaient défavorable
pour une dissémination des Streptocoques fécaux (Agaad et al., 2008).

Recherche Staphylococcus aureus.

La présence des staphylocoques dans le lait cru, représente un risque pour la santé
humaine, parce que certaines souches, d’appartenance principalement, a I'espece
Staphylococcus aureus, produisent des toxines thermolabiles dont, I'ingestion provoque une
toxi-infection alimentaire a staphylocoques (De Buyser, 1996).

Le lait et les produits laitiers, ne deviennent toxiques que s'ils sont contaminés par des
souches Staphylococciques, productrices des toxines et si des conditions favorables a une
multiplication bactérienne importante et a la toxinogénese se trouvent réunies (Poutrel 1992 ;
Poutrel et al., 2004).

Staphylococcus aureus, fait partie de la flore saprophyte de la peau et des muqueuses de
I'nomme et de lI'animal. Parasite habituellement inoffensif, il peut provoquer des infections
(abceés, cutanés, mammites).

La contamination du lait, peut survenir par l'intermédiaire de porteurs sains ou infectés,
ou par I'environnement. Chez les espéces bovines et ovines, 1’espéce Staphylococcus aureus,
était isolé, sur tout, dans les narines, on le retrouve aussi dans de petites lésions cutanées.
(Asperger, 1994).

Cependant, les souches de Staphylococcus aureus, ne sont pas toutes toxinogenes.
D'aprés les nombreuses enquétes réalisées a ce sujet, et dans des conditions optimales de
culture, au laboratoire, le pourcentage de souches toxinogenes, variait de 30% a 60% chez des
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souches d’origine ovines et caprines, contre seulement 04% a 10% chez les souches isolées
des espéces bovines (De Buyser et La peyer, 1994).

Nonobstant, le lait cru, est un vecteur potentiel, d’autres espéces bactériennes,
pathogénes, a ce titre I’ensemble de nos échantillons étaient exempt des espéces Salmonella
spp, la plus redoutable, a paroi Gram négatif, responsable des épidémies: (Anonyme 2005).

D’autres espéces bactériennes non recherchées dans notre étude : Parmi ces dernieres,
I’espéce Listeria monocytogenes, a paroi Gram positif, responsable des zoonoses; causant des
pertes économiques (perte des troupeaux), transmise par le lait cru, responsable de la listériose
humaine.

Le législateur algérien, a travers un décret (Anonyme 2005) Jo 03/2005, a rendu
obligatoire, la recherche de Listeria monocytogenes, dans les laits crus, en précisant et
annexant méme la technique, le protocole et la composition des milieux de culture utilisés
(voir annexe II).

D’aprés de nombreuses études, des auteurs ont confirmé, que le lait cru, reste un vecteur
de transmission incontournable des Listérioses, notamment, celles ou 1’espéce Listeria
monocytogenes est impliquée : (Hayes et al., 1986; Lovett et al., 1987; Rodriguez et al.,
1998).

Néanmoins; méme si d’autres travaux, ont confirmé la transmission d’espéce  Listeria
monocytogenes par le lait cru, collecté, dans la région centre d’Alger, Lebres, (2006), dans
une étude, avance un taux de prévalence, de transmission des Listeria monocytogenes, par le
lait cru, de 01,98%.

En outre, Rodriguez et al., (1998), avance un taux de prévalence de 02,19% et de 02%
de transmission des especes de Listeria, (Listeria innocua et Listeria monocytogenes), dans le
centre de 1I’Espagne, pour cet auteur, le lait d’espece ovine était le principal vecteur dans ces
cas de transmission.

D’autres travaux, ont affirmé que, le nombre des Listeria monocytogenes, cultivées sur
le lait cru, en présence des bactéries lactiques thermophiles (Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus), ont été sérieusement affecté par, 1’abaissement de pH aprés 24h a
72h de fermentation, des taux de 83% a 100%, ont été disparu (Pitt et al., 2000).

Apres analyses des résultats de control de qualité microbiologiques, il ressort que, la
totalite des échantillons des laits crus d’espece cameline, étaient conformes aux normes
nationales recommandées en ce domaine (Anonyme, 1998), ce qui reflete un respect des
conditions d’hygicne, entre les moments de la traite, de la collecte et ceux de la réception des

échantillons et de manipulation au laboratoire.
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Le lait de chamelle, du fait, de sa richesse en composés antimicrobiens (EI Agamy et
al., 1992) et de son effet tampon (richesse en sels minéraux et oligoéléments), semble avoir
un probable effet inhibiteur sur les flores de contamination.

Nonobstant, ceci n’exclut pas le role, des bonnes pratiques d’hygiéne, régnant lors
échantillonnage, de transport et de manipulation.

Le lait d’espéce cameline, connu par ces concentrations ¢levées en sels et en
oligoéléments (Suleiman, 2005), en concentrations élevées, exergant un probable effet tampon
sur ce lait (Abu taraboush, 1996 ; Meribai et al., 2016).

Plusieurs travaux, ont rapporté I’influence du régime alimentaire du chamelle, riche en
plantes halophytes, sur la composition de ce lait en sels (Boublenza et al., 2011; Merbai et al.,
2012 ; 2016).

Il semble, évident, que le lait d’espéce cameline, du fait de ces richesses en sels
minéraux sus mentionné, en enzyme, a joué un rdle sélectif en faveur voir inhibiteur a I’égard
des flores contaminantes et en faveur des flores lactiques autochtones (Merbai et al., 2016).

A cet égard, Siboukeur, (2007), avait rapporté que le lait d’espece cameline, collecté au
sud est Algérien, était riche en une flore, autochtone, halophile hétérogeéne.

De méme, D’activité antimicrobienne du lait de chamelle (présence des protéines
protectrices/ inhibitrices : lysozyme, lactopérodydase, lactoferrine ont joues un réle en
inhibiteur contre les flores de contamination (Barbour et al., 1984).

Réalisation des antibiogrammes pour les isolats lactiques

Pour I’ensemble des isolats lactiques : 39,2% des Lactobacillus (11 profils résistant
vis a vis des antibiotiques testés) étaient résistantes contre 21,5% (06 profil R) des profils
de résistances pour les isolats S. thermophilus.

Les résultats des antibiogrammes, preuve que le lait cru d’espéce cameline collecté
aux Sud- Est d’Algerie, constitue un milieu écologique de premier choix pour une flore
lactique thermophile, adventice et multi-antibioresistante.

Ceci induit la présence des antibiotiques a 1’état de traces dans ce produit cru. Bien
que les éleveurs (Chemaliers) s’accordent a dire que leurs troupeaux ne profitent pas d’une
couverture sanitaires adéquates.

En outre, le rapport de I'organisation mondiale de la santé (O.M.S) pour I’année 2014
relatif a la surveillance mondiale de la résistance aux antimicrobiens, avait révéle que la
question d’antibiorésistance n'est plus une future prédiction, puisque les preuves établissent

des liens directs entre l'utilisation de médicaments antimicrobiens chez les animaux
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producteurs et l'apparition de résistance chez les pathogénes communs (Mathur et Singh,
2005; Economou et Gousia, 2015; Fraqueza, 2015). Cela présente un risque pour le traitement
des infections nosocomiales et des infections communautaires (Anonyme 1999; Capita et
Alonso-Calleja, 2013).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est soit naturelle (innée), soit acquise.

Alors que, la résistance naturelle d’une espéce bacterienne ou d’un genre est :

Une caractéristique propre, concernant I’ensemble des souches de 1’espéce ou du genre
bactérien; elle est portée par un chromosome (caractére stable) est de ce fait, toujours,
transmissible a la descendance : transmission verticale.

La résistance acquise, pour sa part : - Ne concerne qu’une proportion plus ou moins
importante, variable dans le temps, de souches d’une espéce. Elle résulte d’une modification
génétique par mutation ou par acquisition de plasmides ou de transposons, (résistance extra
chromosomique) transmissible horizontalement, parfois entre espéces différentes.

La résistance aux antibiotiques est une caractéristique finale des levains bactériens,
largement utilisées en industrie comme starters (Capita et Alonso- Calleja, 2013), et peut étre
considérée comme un résultat d'adaptation qui se produit facilement sous l'effet d'un
changement environnemental (Rodriguez-Rojas et al., 2013).

Cette antibiorésistance est peut-étre di, soit a ’acquisition des génes (génes acquis par
les bactéries via des transfert d'ADN exogeéne, échange de génes entre bactéries), soit a des
mutations de genes des souches indigénes (Ammor et al., 2007).

En revanche, la résistance acquise (ou résistance non intrinséque), est considérée
comme un potentiel, chez la bactérie, de résistance a lI'antibiotique et de diffusion horizontale,
lorsque les génes de résistance sont présents sur des éléments génétiques mobiles (plasmides
et transposons) (Van Reenen et Dicks, 2011; Devirgiliis et al., 2013,).

Par contre, une antibiorésistance intrinséque (naturelle, non transmissible entre genre
et especes) tres répandues chez les bactéries lactiques thermophiles (Anonyme, 1999).
Dans une étude sur 19 souches lactiques dont: 14 Enterococcus, 03 Lactobacillus
et 02 Streptococcus thermophilus, isolées du lait camelin fermenté Guariss au Saudon :
La réalisation des antibiogrammes avait montré des antibiorésistance intrinseques pour les
Enterocoques avec 58% des isolats Enterococcus étaient résistantes vis a vis au moins un
antibiotique : Les isolats Streptococcus thermophilus, étaient résistantes aux chloramphenicol,
erythromycine et ciproflaxine (Ahmed et al., 2012).

De méme, Flérez et al., (2005)1ors. d’une étude portée-sur 146 sotiches appartenant aux

genres lactiques :" Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus et Leucanostoc, isolées d’un
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fromages traditionnels espagnole, avait relevé que: Tous les isolats Lactobacillus et de
Leuconostoc étaient résistants a des niveaux élevés de vancomycine, un type de résistance qui
n’a pas été rencontré chez les membres analysés des genres Lactococcus et Enterococcus.

Les profils de résistance aux antibiotiques des espéces de Lactococcus et
d’Enterococcus différaient de ceux de Lactobacillus et de Leuconostoc, mais aucun profil
associé au genre ou a I’espéce n’a été observé. Alors que la majorité des résistances observées
semblaient étre soit intrinseque ou non- spécifique, bien que certaines souches de Lactococcus
lactis, Enterococcus spp et Lactobacillus Ssp étaient résistantes a des antibiotiques comme le
chloramphénicol, 1’érythromycine, la clindamycine ou la tétracycline.

De nombreuses especes Lactobacillus ssp dont : Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus sont
résistantes (ayant une résistance intrinséque) envers la vancomycine. Cette résistance est non
comparable a la résistance contre la vancomycine transmissible chez les espéces entérocoques
Anonyme, (1999).

Au cours des derniéres années, l'utilisation d'antibiotiques chez I'nomme et chez les
animaux notamment d’élevage a considérablement augmenté (augmentation de 36% entre
2000 et 2010), principalement dans les pays en développement (Boeckel et al., 2014).

Les plus fortes hausses absolues d'utilisation ont été observé pour les céphalosporines,
les pénicillines a large spectre et les fluoroquinolones (Boeckel et al., 2014 ; Fraqueza, 2015).

Selon Ashraf et Shah, (2011), des résistances intrinséques a la tétracycline, a la
vancomycine et a I'érythromycine sont fréquentes chez les especes Lactobacillus.

Cependant, une résistance a la streptomycine, a la clindamycine, a la gentamicine, a
I'oxacilline et au lincosamide ont été également rapportée chez ces mémes espéces lactiques.

En outre, des rapports suggerent la responsabilité des entérocoques dans le transfert des
génes codant pour des antibiorésistance, dont le tet (M) vers Ec. faecalis et/ou vers les
souches de Listeria spp et le van (A) vers la souche commerciale starters Lactobacillus
acidophilus (Ashraf et Shah, 2011).

Les espéces Streptococcus thermophilus sont trés résistantes a la tetracycline, a la
ciprofloxacine et a l'aztréoname.

De méme le géne tet (M) a été détecté dans les souches d'origine laitiére. (Ashraf et
Shah, 2011).

D’autres part, Sharma et al.,(2016), dans une étude englobant un total de 30 souches
lactiques, ces dernieres, caractérisées, apres leurs isolement de 19 produits laitiers d’origine
commerciale, dont : Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum et Lactobacillus fermentum :
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Les isolats ont montré un haut niveau de résistance (profils R) a I’acide nalidixic,
vancomycine, kanamycine, teicoplanine, co-trimoxazole, amikacine, streptomycine,
norfloxacine, cefepime et nitrofurantoine. Alors qu'aucune des souches susmentionnées ne
s'est révelée résistante a la clindamycine, a I'érythromycine, au linezolide, a la quinupristine /
dalfopristine et a la doxycycline.

Une étude des résistances aux antibiotiques de 45 souches lactiques, appartenant aux
genres Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus et Leuconostoc, avait révélée
des résistances a I'érythromycine, au chloramphénicol, a la tétracycline et aux lactames a des
taux faibles (<07%). Par contre, les résistances aux aminoglycosides (gentamicine et
streptomycine) et ciprofloxacine étaient supérieures a 70%, ce qui indique qu'elles peuvent
constituer des résistances intrinseques Hummel et al., (2007).

Blandino et al., (2008), lors d’une étude menée sur 29 souches lactiques,
renfermant : 15 Lactobacillus spp, 08 Bifidobacterium spp 05 Streptococcus thermophilus
et 01 Enterococcus faecium, isolées de 10 produits probiotiques d’origine
Italienne: L’étude a montré que toutes les souches Lactobacillus ssp, étaient sensibles a
I'ampicilline. Alors que la sensibilité aux céphalosporines, a la gentamicine et aux
ciprofloxacine semblent souche dépendante.

La résistance intrinseque a la vancomycine a été confirmée pour les especes
Lb. paracasei, Lb. salivarius et Lb. plantarum.

Une résistance atypique a I'érythromycine a été détectée dans une souche de Lb.
salivarius.

Les souches Bifidobacterium spp, étaient sensibles a I'ampicilline, au céfotaxime
et a I'érythromycine.

Sornplang et al., (2011), dans une étude sur la résistance aux antibiotiques menée sur 10
souches lactiques, isolées des laits fermentés en Thaillande :

Les diamétres des zones des inhibitions relatives aux antibiogrammes, réalisés
par la méthode de diffusion sur disques, varient entre 0 et 30 mm.

Les 10 souches étaient résistantes a la vancomycine, streptomycine,
sulfamethoxazole- trimethoprime et la metronidazole. Alors que la totalité des souches
¢taient sensibles a 1’érythromycine.

Sur un total de 34 souches lactiques déclarées comme probiotiques, isolées des produits
laitiers et pharmaceutiques.

L’ensemble des souches étaient sensible a 1’ampicilline, bacitracine, clindamycine,

dicloxacilline, erytromycine, novobiocine, penicilline G, rifampicine et résistantes a
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I’aztreoname, cycloserine, kanamycine, acide nalidixic, polymyxine B et la spectinomycine
(D'Aimmo et al., 2007).

En outre, Tosi et al., (2007) lors d’une étude, menée sur un total de 74 isolats:
Streptococcus thermophilus collectés entre 1948 et 2005, provenant de différents
environnements, étudiés pour évaluer leur sensibilité et/ou resistance a I'érythromycine, la
clindamycine, la streptomycine, la gentamicine, la tétracycline, par la méthode de diffusion
sur disques et microdilution. La plupart des souches étaient sensibles a tous les antibiotiques
testés, alors que quelques souches étaient résistantes a I'érythromycine, a la tétracycline et a la
streptomycine.

En outre, la sensibilitt de Quatre-vingt-dix (90) souches Lactobacillus spp,
facultativement hétéro-fermentaires, isolées de produits laitiers fermentés et des viandes.

La réalisation des antibiogrammes par la méthode de diffusion sur disque et la
détermination des concentrations minimales inhibitrice (C.M.lI) par la méthode de
microdilution ont donné: 15 souches (soit 17%) résistantes vis-a-vis d’au moins un
antibiotique, une souche était multirésistante (Duskova et Karpiskova, 2013).

Selon Rizzotti et al., (2009) des isolats Streptococcus thermophilus, résistants aux
tétracyclines, provenant des fromages a pate molle, abritaient les génes tet (S), tet (M) et tet
(L). L'analyse moléculaire de ces génes avait révélé leur expression, leur localisation sur les
plasmides ou des transposons de la famille Tn916- Tn1545, et leur similarité avec les
séquences publiées. L'étude souligne l'importance d'une évaluation précise de la sécurité
d'utilisation de S. thermophilus comme culture starter.

Selon Shazali et al., (2014) et sur 13 souches lactiques isoles des féces de poulets de
chair, la prédominance des isolats étaient résistantes aux antibiotiques testés au nombre de
15.

Somkuti et al., (2014) ont élucidé le mécanisme de résistance des souches lactiques
Streptococcus thermophilus aux 03 groupes d’antibiotiques (macrolide- lincosamide-
streptogramine).

Ce mécanisme d’antibiorésistance, selon 1’auteur, semble di a des mutations
ponctuelles, ciblant le domaine V des ARNr 23s.

Cette résistance aux groupes antibiotiques susmentionnés, semble inductible par les
macrolides et streptogramine B.

Sur un total de 34 souches Streptococcus thermophilus, isolées des yaourts collectés
de différentes régions en Turquie, examinées pour leur résistance/sensibilité aux

08 antibiotiques (Vancomycine, Tetracycline, Chloramphenicol, Erythromycine,
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Cephalothine, Ampicillinsulbactam, Gentamicine and Penicilline G), par la methode de
diffusion sur disques :

Les résultats avaient montré que, la majorité des souches lactiques étaient résistantes
a la gentamicine (79%) et la pénicilline G (64%). Alors que (94%) des souches étaient
sensible au chloramphenicol et (88%) a la tetracycline.

En outre, 1’étude avait montré que 07/34 souches ne renferment pas d’ADN
plasmidiques, alors que la prédominance des souches (27/34 soit 79,5%) avaient des
plasmides, allant de: 01 a 05 plasmides, de différentes taille 1,88 Kb a 19,89 Kb
(Aslim et Beyatli, 2004).

Sur 05 souches lactiques thermophiles, d’appartenance aux espéces : Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis and Streptococcus thermophilus.

Leur sensibilité/résistance vis a vis de 27 antibiotiques a été testée :

Les résultats avaient montré la sensibilité des souches vis a vis des antibiotiques
inhibant la synthése de la paroi (penicillines, cefoxitine et vancomycine). Alors que, des
résistances vis a vis des antibiotiques ciblant la synthése d’ADN bactérien (trimethoprime/
sulfonamides et fluoroquinolones) ont été enregistrées Karapetkov et al., (2011).

Sur 25 souches lactiques : Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus et 16 Streptococcus
thermophilus, isolées de 30 yaourt traditionnels en Turquie. Les souches Streptococcus
thermophilus ont exhibés des résistances vis- a- vis la novobiocine et 1’optochine.

Alors que des cas de résistance vis-a-vis de la polymyxine B et la batracien ont été noté

pour les souches Lactobacillus delbruecki ssp bulgaricus (Akpinar et al., 2011).

Isolement, purification, caractérisation et identification des souches lactiques thermophiles

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

Pour I’isolement de nos souches lactiques thermophiles, nous avons exploité 1’effet de
deux agents sélectifs : la température et le milieu de culture doté d’un agent sélectif :

Le B glycérophosphate (agent sélectif) dans le cas de milieu M17 (Tarzaghi et Sandine,
1975) et le tween 80 ainsi que le pH acide (05,2), dans le cas du MRS (De Man et al., 1960 ;
Anonyme 2004 ; Meribai et al., 2015).

Les températures optimales relatives aux espéces ; étaient 42 °C pour les espéces
Streptococcus thermophilus et 44 °C pour les espéces Lactobacillus sp.
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Aucun milieu bactériologique, ne permettra la récupération et/ou le dénombrement, de
tous les genres lactiques (voir toutes les espéces) lactiques, a partir des laits et/ ou des
aliments fermentés a base du lait (Davidson et Cronin, 1973 ; Furet et al., 2004;
Meribai et al., 2015).

Lorsque les estimations, des bactéries lactiques sont nécessaires, dans les aliments, il
y’avait tendance a ’usage des milieux sélectifs, ou rendus sélectifs pour les genres lactiques
(Rogosa, et al., 1951; Keddie, 1951; De Man et al., 1960; Tarzaghi et Sandine, 1975; Dave et
shah,1996; Ongol et al., 2009; Meribai et al., 2015).

Pour I’isolement sélectif des espéces Streptocoques thermophilus, le milieu M17 est le
plus recommandé (Tarzaghi et Sandine, 1975), la température requise, pour l’isolement
sélectif de I’espece est de 42 °C.

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

En outre, plusieurs auteurs, avaient utilisés ce point de température pour 1’isolement
et/ou incubation des souches Streptococcus thermophilus : (Nunez et al.,1996; Degeest et
al.,2002; Aslim et Beyatli, 2004; Lorenzen et al.,2003; Grade et al.,2004 ; Ayhan et al.,2005).

En outre, Zisu et Shah (2003), lors d’une étudié de ’effet de la température, du pH et de
la supplémentation en protéines sur la production des exopolysaccharides (EPS) par I’espéce

Streptococcus thermophilus 1275, les différentes combinaisons entre ces parametres
avaient montré que les plus grandes quantités des (E.P.S) ont été produits a 37 °C et a 40 °C
et a pH 4,08.

En revanche la température élevée de 45 °C avait diminué sensiblement la production
de ces (E.P.S).

Selon Tabasco et al., (2007) ; Khedid et al., (2008) : une température de 45°C, pour
I’isolement et I’incubation des Streptococcus thermophilus avait été recommandée.

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

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

Lors d’incubation et lecture des résultats, nous avons enregistré des retards de

croissance des souches lactiques thermophiles Streptococcus thermophilus incubées
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sur le M17 et sur le lait écréme reconstitué a 43 °C, ainsi que les Lactobacillus Sp sur les deux
milieux, I’émergence des colonies n’apparait qu’apres 72H et peut aller jusqu’au-dela de 72 H
d’incubation.

A ce titre, nos observations semble en parfaite concordance avec celle enregistrées par
plusieurs auteurs ayant travaillé sur des bactéries lactiques thermophiles (Giraffa et al.,1987 ;
2001; Guarault et al.,2000 ; 2001; Le tort et al., 2002; Courtin et al., 2002; Courtin et Rul,
2004 ; Aslam et Qazi, 2010).

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

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

Nos observations, semblent en parfaite concordance avec les remarques notées par :

Le tort et al., (2002), quant a la croissance de I’espéce Streptococcus thermophilus, qui passe
selon le méme auteur, par deux (2) phases exponentielles de croissance séparées par une
phase non exponentielle, les auteurs avaient noté que durant la seconde phase de croissance,
I’utilisation des caséines (ou protéines du lait, comme source d’acides aminés) engendrés une
diminution de taux de croissance de I’espéce bactérienne, ceci, se traduit par des retards de
croissance.

En outre, Guarault et al., (2000 ; 2001) : ont noté que, les acides aminés a chaines
branchées : (Leucine, Isoleucine et la Valine) et les bases puriques assimilables par I’espéce
Streptococcus thermophilus, pour une croissance optimale, sont insuffisamment couverts dans
le lait.

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

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

capable de croitre rapidement sur un milieu riche comme le M 17.
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Plusieurs auteurs, avaient utilisé cette température (42 °C), proche du point d’optimum
pour I’espéce S. thermophilus (Lorenzen et al., 2003; Aslim et al., 2004; Grade et al., 2004;
Ayhan et al., 2005).

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

Le nombre des UFC le plus élevée a été obtenu sur le M17 agar Oxoid.

Alors que aucune différence significative n’as été enregistré entre les deux milieux
Oxoid et Merck.

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

Selon Ashraf et Shah, (2011), I’isolement sélectif et/ou énumération des espéces Lb.
acidophilus, a partir d’un produit laitier, ou d’une culture mixte, doit étre, réalisé sur le MRS
agar additionné de: 5- bromo 4- chloro3 indolyl B-D-glucopyranoside (X-Glu) ou
le MRS; contenant du maltose (M.R.S.M) et incubation a une atmosphére contenant
20% du CO2.

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

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

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

- MRS pH: 5,2 et RCA 05,3, ont été utilisés, pour les espéces Lb. bulgaricus.
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Alors que, la gélose nutritive (G.N) supplémentée de salicine et le milieu MRS
additionne de clindamycine, ont été pour les especes Lb. acidophilus.

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

A ce titre, le 1égislateur Algérien, dans I’arrété du 24 mai 2004, (Anonyme: 2004)
Journal Official n: 43/2004), a rendu obligatoire les dénombrements, a partir du laits et
produits laitiers fermentés, des colonies caractéristiques des, deux espéces caractéristiques des
laits fermentes et du yaourt : Streptococcus thermophilus et Lb. bulgaricus, sur le milieu MRS
gélosé, acidifié, pour les lactobacilles, le pH doit étre ajusté, par une solution d’acide acétique
stérile (100 %), a un point final égal a 05,4 a 25 °C, I’incubation est préconisée en
anaérobiose.

Cependant, le milieu M17 (Tarzaghi et Sandine, 1975) est recommandé pour le
dénombrement des Streptococcus thermophilus (Meribai et al., 2015).

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

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

Pour I’ensemble des laits fermentés, les nombres des bactéries lactiques est proche de
10%ufc/ml, les chiffres des bactéries estimées sur le milieu sélectifs étaient inférieurs aux
chiffres obtenus par la deuxiéme meéthode, cette derniere est inadéquate pour le
dénombrement des ferments probiotiques. Les dénombrements sélectifs des espéces lactiques
thermophiles et probiotiques, les plus largement utilisées en technologie laitiére, est un sujet
controverse, actuellement il y’a tendance a I’usage des techniques moléculaires (Brigidi et
al., 1996 ; Furet et al., 2004; Ongol et al., 2009).

Contrairement aux autres espéces lactiques, 1’espéce Streptococcus thermophilus,

responsable d’acidification du yaourt, est seule uréase positive, selon Zotta et al., (2008), cette
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enzyme convertit I’urée présente dans le lait (a des proportion de 0,25% g/I) en CO> et NHa,
ce qui influe sur I’abaissement de pH (Mora et al., 2004; 2005).

Selon Spinnler et Corrieu, (1989), le taux d’acidification du lait, semble espéce-
dépendant.

Néanmoins; ce caractére est influencé, par D’activité uréasique relative a 1’espece
précitée et I’activité urolytique lors du chauffage du lait.

En outre, le rble de I’uréase chez I’espéce Streptococcus thermophilus a un double sens
; par I'usage d’un inhibiteur de I'uréase, le fluorofamide, des travaux ont ¢lucidé ce double
role:

D’une part, I’ammoniac (NH4), produit a partir de I'urée tend a alcalinisé le pH, ont
remarqué que I’effet est important, lorsque la concentration de lactate est elevée.

La suppression de métabolisme de 'urée, par 1’'usage de : fluorofamide, diminue le
temps nécessaire d’acidification, et les nombres UFC/ml des Streptocoques lactiques

(Pernoud et al., 2004).

Cinétique d’acidification

Il est a noter, que nos souches lactiques thermophiles, préalablement isolées,
caractérisées, conservées dans le bouillon M17 et MRS additionné de 30% de glycérol,
a (-80°C), revivifiées, n’ayant pas réussi a coaguler le lait écrémé reconstitué, au bout de 24H,
a 42°C, ont été éliminées de 1’étude.

Par ce procédé, nous avons sélectionné des souches technologiquement intéressantes,
selon la régle de Chamba et Prost (1989), qui considérent que toute souche lactique, exercant
une variation de A pH de 0.50, durant un intervalle de temps de 04H, est une souche
technologiquement intéressante, surtout si on prend en considération les contraintes du milieu
de la congélation, de la culture pure et le pouvoir tampon exercé par le milieu de
fermentation.

A cet effet, I’étude comparative d’impact de deux méthodes de conservation des
souches lactiques : la congélation et la lyophilisation, durant six mois, avait montré que la
premiére méthode (congélation) a exhibé des souches lactiques ayant les taux de survie et
d'activité enzymatique intracellulaire, les plus élevés avec un faible taux d'autolyse
(Kendyl et Al Soda, 2015 ; Meribai et al., 2016).

Pour ces raisons et d’antres d’ordre technique (non disponibilité du lyophilisateur) nos
souches ont été conservées sur le milieu MRS liquide M17 liquide additionné du 3% Glycérol
par congélation.
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L’acidification du milieu de fermentation, évaluée en degré Dornic, a été estimée par
neutralisation, a ’aide de la soude N/9, de 10ml du lait fermenté auquel un indicateur de pH
a été ajouté (solution alcoolique de 01% de phénolphtaléine) (Demirci et Gunduz 1994).

Le degré Dornic (°D) est I’évaluation de I’acidité developpée dans le lait, par
transformation du lactose (principal sucre du lait) en acide lactique, un degré Dornic (°D)
correspondant a 0,1g d’acide lactique dans un litre de lait (Chamba et Prost 1989 ; Thomas et
Chamba, 2000).

En outre, Zisu et Shah, (2003), lors d’une étude sur I’effet de la température
d’incubation, du pH et de I’addition des protéines au milieu de fermentation sur le
métabolisme cellulaire et la production des exopolysaccharides (EPS) par 1’espéce
Streptococcus thermophilus 1275 : les différentes combinaisons entre ces trois paramétres, ont
montré que, les plus grandes quantités de métabolites ont été produites a 37°C, a 40°C et a pH

4,08, par I’espece S. thermophilus en culture pure. Alors que la température élevée de
45 °C, a diminué la production des exopolysaccharides.

En autre; la production d’acide lactique, semble espéce dépendante, contrairement aux
autres bactérie lactiques thermophile, 1’espece Streptococcus thermophilus est seule uréase
positive, selon Zotta et al.,(2008), cette enzyme convertit 1’urée présente dans la lait (a des
proportions de 0,25% g/l) en CO2 et NH4, ce qui influe sur I’abaissement de pH (Juillard,
1988; Pernoud et al., 2004; Mora et al.,2005).

Le choix de la température de fermentation (d’incubation) de 42 °C, pour les souches
Streptococcus thermophilus, nous semble judicieux, puisque c’est la température optimale de
croissance, relative a I’espece étudiée en culture pure (Meribai et al., 2016).

A cet égard, plusieurs auteurs avaient recommande la méme température de
fermentation (42 °C), pour I’évaluation d’acidification et de la production d’ardme chez
I’espéce S. thermophilus en culture pure (Chavez et al., 2002 ; 2003 ; Benaama et al., 2011,
2012 ; Meribai et al., 2016).

Selon Lucas et Reyrolle, (1989), I’acidité en degré Dornic (°D), est 1’expression de
I’acidité développée dans le milieu de fermentation (lait écrémé reconstitué¢ a 10% W/V), par
homofermentation du lactose et production d’acide lactique.

A D’examen les résultats obtenus, il a été noté que, I’ensemble de nos souches lactiques;
Lactobacillus spp et Streptococcus thermophilus; ont exhibé une forte production d’acide

lactique, progressive en fonction du temps.
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De méme, un abaissement progressif de pH, a été accompagné ce processus
homofermentaire, pour I’ensemble des souches nous avons enregistré une corrélation entre les
pH et la production d’acide lactique.

Selon Accolas et al., (1977), une acidité Dornic de 90°D, est caractéristique pour tout
lait fermenté acidifié ou yaourt.

De ce fait, en comparaison avec 1’activité acidifiante rapportés a nos isolats, la plus part
de ces derniers pouvaient étre qualifiés comme souches d’intérét technologique, avec
production des teneurs en lactate, oscillante entre : 90,50°D et 103,19°D

De plus, la durée écoulée, entre le début du processus fermentaire et 1’arrivée a ce point
d’acidité, est un autre facteur, permettant de caractériser nos souches, comme starters
(qui démarre et assure la fermentation), potentiellement acidifiante, c’est le cas des isolats :

En outre, il n’y avait pas de concordance, entre nos résultats et ceux rapportés par Zadi-

Karam et Karam, (2007), sur 1’étude de la cinétique de croissance et de production d’acide
lactique par des souches indigénes de Lactobacillus Spp, dont la production d’acide lactique
¢tait d’ordre de 68°D.
De méme, nos résultats sont contradictoire a ceux rapporté par : Zadi-Karam et al.,(2004),
ayant étudié le pouvoir acidifiant des souches mésophiles (Lactococcus Spp), isolées du lait
de chamelle de Timimoune (Sud Algérien), et ayant enregistré des valeurs de lactate d’ordre
100°D et 120 °D.

Cependant; les résultat rapportés par ldoui et al., (2009), corroborent certaines de nos
résultats surtout ceux relatifs du genre Streptococcus thermophilus, dont leur production en
lactate est supérieur a 85°D, a I’exception que ces dernieres sont isolées du beurre.

Selon Lucas et Reyrolle, (1989) L’acidité en degré Dornic, est une expression de
I’acidité développée dans le lait par fermentation du lactose en acide lactique, sous 1’action
métabolique des souches lactiques.

La prise des valeurs des pH, a été realisée selon la méthode de suivi de la cinétique,
dans une intervalle de 24 H d’incubation, sur du lait écrémé reconstitué a 10% :
(Lucas et Reyrolle, 1989 ; Chamba et Prost, 1989; Zourari et al., 1991; Zanatta and Brasso,
1992; Thomas et Chamba, 2000).

Alors que I’acidité en °D, était estimé par neutralisation, a I’aide de la soude N/9, de
10ml de lait fermenté auquel est ajouté un indicateur de pH (solution alcoolique de 1% de
phénolphtaléine, (1D° = 0,1g /1 d’acide lactique) et par des mesures de pH (Meribai et al
2015 ; 2016).
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Il est a noter que, les souches préalablement isolées, conservées sur les bouillons MRS
et M17 liquide a 4 C°, n’ayant pas réussies a coaguler le lait écrémé reconstitué¢ au bout de 4H
d’incubation étaient éliminées de 1’étude, par ce procédé, nous avons sélectionné les isolats
puis nous avons conservé les souches technologiquement intéressantes.

L’ensemble de nos souches sélectionnées semble tres acidifiantes, en comparaison avec
celles de méme espéce, décrits par Zourari et al., (1991); Zourari et Desmazeaud, (1991);
Thomas et Chamba, (2000).

Le profil acidifiant de 1’ensemble de nos souches isolées, semble aussi, proche des
souches isolées par Aslim et Beyatli, (2001); Ayhan et al., (2005).

En autre; la production de lactate semble souche dépendent, elle est relative du
traitement thermique préalable du lait.

Lorenzen et al.,, (2003), dans une étude, de I’impact des différents traitements

thermiques sur le lait écrémé reconstitué et sur les caractéristiques de yaourt fermentés par des

souches lactiques thermophiles; Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus, ont
noté que, le temps requis, pour la fermentation du yaourt a diminué lorsque le traitement
thermique du lait écrémé a été de 85°C, pendant 20 mn.

D’autre part ; les mémes auteurs, ont remarqué que, les qualités d’acide lactique, sont les
mémes, lorsque le traitement thermique du lait a été relativement bas; 85C°, 90C°pendant
20mn.

Les qualités de lactate different, lorsque le traitement thermique est de 95 °C pendant
20mn.

De méme ; ’auteur avait noté qu’avec un traitement thermique du lait, plus élevé et des
souches épaississantes, la fermentation aboutit a des concentrations d’acide lactique (L+) plus

élevées.

Activité proteolytique des bactéries lactiques

Les résultats obtenus, sur le milieu YMA, ont montré, 1’apparition des zones claires,
de diametres variés cerné entre 16 mm et 30,5 mm, pour les souches S. thermophilus et des
diametres situent entre 22mm et 33mm pour les souches Lactobacillus Ssp ou bien des zones
ayant la forme d’empreinte digitale.

Par fois, nous avons enregistré 1’absence totale d’une clarification du milieu, signe
d’absence d’activité protéolytique avec une croissance bactérienne, le cas de la souche (St8)

S. thermophilus et de deux autres souches (Lb3 et Lb7) Lactobacillus ssp.
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De méme les isolats Lactobacillus ssp semblent plus protéolytiques (ayant des zones
de protéolyse avec des diamétres nettement supérieur) sur milieu YMA en comparaison aux
souches S. thermophilus.

D’autre part, selon Vuillemard, (1986), la souche lactique est considérée comme
protéolytique, lorsqu’elle présente un diametre d’une zone de lyse compris entre 05 et 15 mm.
En comparaison, a nos souches, nos résultats sont en accord (concordent) ce principe, dont les
diamétres des zones de protéolyse étaient élevés.

De ce fait, nos souches lactiques thermophiles, sont d’un grand d’intérét technologique
(puisque sont protéolytiques et acidifiantes).

Nos résultats, relatifs aux diamétres des zones de protéolyses, qui étaient relativement
¢levée, ces derniers peuvent étre expliqués par le mode d’ensemencement suivi sur le milieu
gélosé YMA (par spots, inondation), sans 1’utilisation des disques du papier Wattman, ce qui
a augmenté la vitesse de diffusion de I’inoculum dans la gélose. Tandis que, la méthode
utilisée par : Thivierge, (1999) était une méethode de diffusion dans des puis creusés dans la
gélose.

De ce fait, nos isolats, ont exhibé sur le milieu YMA une activité protéolytique,
néanmoins, 1’évaluation de cette activité a été approximative (arbitraire) et quantitative,
uniquement sur ce milieu.

Nos résultats sont en concordance avec le principe avancé par Mayra-Makim, (2004),
ayant déja noté la supériorité de 1’activité des souches Lactobacillus ssp en comparaison aux
autres souches lactiques thermophiles et mésophiles.

Selon Zadi- Karam et al., (2004), I’activité protéolytique, se traduisait par une
clarification du milieu, due a la dégradation du substrat (protéine) du lait; inclus dans ce
dernier. De plus, cette activité présentant des migrations électrophorétiques différentes.

D’aprés Moulay et al., (2006), la protéinase extracellulaire de la paroi cellulaire des
bactéries lactiques, est une enzyme clé dans leur systeme protéolytique, ou son activité est
nécessaire pour leur croissance dans le lait, en dégradant les molécules de caséines en
peptides.

En outre, plus de 16 peptidases (protéinases) ont été décrits chez des especes B.L, le
catabolisme des acides aminés a I’exemple de Arginine, Threonine et Histidine ont été bien
décortiquée (Christensen et al., 1999).

En outre Le B.L ont besoin d'acides aminés essentiels pour leur croissance, le nombre
et le type d'acides aminés essentiels sont espéces méme souche lactique dépendent (Neviani
et al 1995; Garault et al., 2000; Van Kranenburg et al., 2002; Pastinik 2009).
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Selon Pastinik (2009) : les principaux composés aromatiques produits au cours du
métabolisme des acides aminés a I’exemple des aldéhydes, les alcools, les acides
carboxyliques et les esters. En particulier, ceux dérives de la méthionine, des acides aminés
aromatiques et des acides aminés a chaine ramifiée sont importants pour lI'arébme du produit
laitier final.

Dans une étude comparative des activités protéolytiques du lait, entre souches
lactiques de référence Lb. helviticus JCM 1554 and JCM 1120 T et celles isolées de 1’Aireg
boisson fermenté traditionnel originaire de Mongolie: La température optimale
d’acidification du lait pour les souches isolées de I’ Aireg était de 30 °C a 35 °C, tres inférieure
a celles des souches de références. Alors que toutes les souches Lb. helviticus de références
et celles isolées de I’ Aireg posseéde le géne codant pour la CEP : Cell Envelopp Proteinase :
Cependant, la CEP des souches d’Aireg différe de celles des souches de références par sa
température optimale d’activité et les sites de clivages de la B caséine (Miyamoto
et al.,2015).

Plusieurs travaux avaient caractérisés les protéinases liés a la paroi
bacterienne (Cell Well proteinases) des bactéries lactiques thermophiles (Dimitrov et
al., 2005; Hervez Jimenez et al., 2008 ; Liu et al., 2008; Liu et al., 2010 ; Liu 2013).

En outre, I’é¢tude des activités protéolytiques des souches lactiques starters
21 et souches lactiques non starters au nombre de 62, par la method OPA : Ophthaldialhydde
spectrophotometrique et la technique SDS-PAGE, avait montré des niveaux protéolyse
hautement élevé pour les souches non starters Lactobacillus Ssp et S. thermophilus
(Atanasova et al., 2014).

Cinétique de production des ardbmes par méthode analytique
En plus de la production du lactate et de la diminution du pH (acidification du milieu

fermentaire), ce processus fermentaire, assuré par les souches lactiques thermophiles, avait
abouti aussi a la formation de composés aromatiques, dont I’acétaldéhyde.

Cet composé aromatique (I’acétaldéhyde) estimé a des valeurs en ppm, améliore les
caractéres organoleptiques du produit final et augmente sa consistance et sa texture.

Le protocole colorimétriqgue adopté pour le dosage du (premier) principal aréme
(acétaldéhyde), avec de légeres modifications : (concernant 1’entretien et la revification des
souches, mode de préparation du coagulum et d’ensemencement, les températures

d’incubations relatives aux souches lactiques thermophiles.
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I’'usage d’un étalon industriel (de pureté relative), avait montré que 1’optimum de
cette production, pour I’ensemble des souches sélectionnées, était atteint aprés environ 16H
d’incubation a 42°C, température optimale relative aux souches lactiques thermophiles
étudiées (Chaves et al., 2002 ; 2003).

Déja Singh et al., (1980), avaient noté que I’espece S. thermophilus, en culture pure,
comme en culture mixte ; en co- culture avec les espéces Lactobacillus bulgaricus, produit
plus de lactate.

L’espece est, selon le méme auteur, seule responsable, de ’acidification et de la
production d’acétaldéhyde a 37 °C ainsi qu’a 42 °C.

En générale, dans le métabolisme bactérien 1’acétaldéhyde est transformé en éthanol
par une déshydrogenase mais dans la plus part des souches utilisées dans le yaourt cette
enzyme n’as pas pu étre détectée, ce qui explique que I’acétaldéhyde s’accumule dans le
milieu de fermentation (Manca de Nadre et al., 1988; Loones, 1989).

L’acetoine et le diacetyle proviennent du métabolisme des S. thermophilus.

Plusieurs voies ont été¢ décrites pour la production de 1’acétaldéhyde par I’espéce
S. thermophilus :

-A partir des acides aminés tels que la méthionine (Met) et thréonine (Thr)

-A partir d’acides nucléique tels que la thymidine

-A partir de glucose via I’acétyle- COA. Loones, (1989).

En outre, Benaama et al.,, (2011, 2012): avaient noté un maximum de production
d’acétaldéhyde par des souches (indigénes) de S. thermophilus, isolées du lait cru d’espéce
bovine, aprés uniquement 10 H d’incubation a 42 °C, en culture pure, sur un milieu de culture
(lait écrémé reconstitue a 10% W/V).

Pour I’ensemble de nos souches, le suivi de la cinétique, de production des ardbmes, durant
24H d’incubation, a montré une succession de deux étapes :

- Une premiere étape, ascendante, apres environ 16 heures de fermentation, durant
laquelle, il y a synthése d’arome (acétaldéhyde), suivie par une deuxieme étape, de déclin
(descendante), pendant laquelle il y a appauvrissement du milieu en composés aromatiques.

Cette 2éme phase, d’atténuation d’ardme dans le milieu de fermentation, commune
presque a toutes les souches thermophiles étudiées, pourrait étre expliquée, par un probable
épuisement des précurseurs d’arome dans le milieu de culture.

A cela, s’ajoutent les contraintes expérimentales, liées aux pertes d’une partie des

composés aromatiques, en raison de leur nature volatile.
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A ce titre, Imhof et al., (1994), avaient noté que la formation des composés aromatiques
dans le milieu de culture, avait lieu durant la coagulation du lait et pendant les 20 premieres
heures de fermentation ce qu’est en parfaite concordance avec nos résultats.

En outre, Beshkova et al., (1998) : avaient noté que le maximum d’activité aromatisante
(production des arémes), par des souches lactiques thermophiles: S. thermophilus et
Lactobacillus spp, en cultures pures aussi en culture mixtes, a été enregistré durant les
premieres heures de coagulation du lait (aux environs de 07 H de fermentation), alors que les
concentrations maximales d’acétaldéhyde ont été obtenues aux environs de 22 H a 23 H de
fermentation, ceci est contradictoire avec nos résultats.

La production d’acétaldéhyde, semble étre, souche lactique dépendante (Chavez et al.,
2002; 2003).

Le choix de la méthode colorimétrique pour le dosage de I’acétaldéhyde, méthode
utilisée par Lindsay et Day (1965), développée par Xanthopoulous et al., (1994), puis par
Yuksekdag et al., (2004), est justifiée, par le fait que, cette derniere est plus sensible,
permettant le dosage des ardmes a de faibles concentrations, voire des arbmes a I’état de
traces dans le milieu de fermentation (Xanthopoulous et al., 1994).

En outre, I’analyse comparative des composés aromatiques et pour les mémes
échantillons, avait montré que les méthodes colorimétriques, sont plus reproductibles et plus
précises, permettant le dosage des ardbmes a de faibles traces : diacétyle a 12 uM, acétoine
a 57 uM (Xanthopoulous et al., 1994, Meribai et al., 2016).

En outre, la chromatographie gaz-liquide, méthode analytique rapide, est la plus utilisée,
pour quantifier divers composés aromatiques, a I’exemple de [’acétaldéhyde, éthanol et
diacétyle, dans des intervalles de concentrations correspondant a celles des laits fermentés et
divers produits laitiers.

Cependant, cette technique a l’inconvénient d’avoir des limites de reproductibilité
¢levées, allant de 65 uM pour 1’éthanol a 250 uM pour 1’acétaldéhyde (Xanthopoulous et al.,
1994).

A ces limites, le dosage de 1’ardbme (Diacetyle), produit par nos souches est quasiment
impossible.

D’autre part, dans une étude menée par : Georgala et al., (1995), sur du lait cru de
brebis et du yaourt, préparés a base du méme lait, I’auteur a étudié¢ par chromatographie
en phase gazeuse (CPG), la production des principaux composés aromatiques (acétaldéhyde,
diacétyle et acétoine), issus des fermentations par 05 souches : Streptococcus thermophilus,
04 de Lactobacillus bulgaricus et 20 combinaisons entre ces deux espéces :

117



Discussion

L’¢étude a révélé que, parmi les composés volatiles étudiés, la production des aromes,
semble souche dépendante, I’acétaldéhyde étant le produit majeur, des souches en cultures
pures et mixtes et atteint des valeurs maximales de 13 a 14 mg/kg.

Cependant, le diacétyle et I’acétoine étaient produits a de faibles concentrations.

De méme, les auteurs ont observé que les souches de Lactobacillus bulgaricus
produisent de grandes concentrations d’acétaldéhyde en comparaison avec celles produites
par les souches Streptococcus thermophilus.

La combinaison entre les souches, en culture mixte, stimule réciproquement la
production de I’acétaldéhyde.

D’autre part, Beshkova et al., (1998), en comparant la production des composes
aromatiques des souches lactiques starters du yaourt en cultures pures et mixtes, les souches
en culture mixte, ont montré une activité aromatiqgue maximale. Cependant, la souche
Lactobacillus bulgaricus a montré un potentiel aromatisant plus élevé, avec production des
acides organiques de 02°C a 10 °C.

Selon Imhof et al., (1994), les aldéhydes et les alcools, ne sont pas issus du processus
fermentaire et sont formés directement a partir du lait.

Seuls 05 composés, selon le méme auteur, ont un impact aromatique réel sur le produit
laitier final.

Imhof et al., (1995) : ont remarqué que sur un total de 32 composés aromatiques,
quantifiés par chromatographie gaz, seuls 03 composes avaient un impact aromatique riel sur
le produit issu de fermentation par des souches lactiques.

De méme, la production d’acétaldéhyde, semble souche- dépendante, les souches
starters thermophiles produisant 03 a 04 fois plus de butane- dione en cultures mixtes.

En outre, Baranowska (2006), dans une étude menée sur 1’effet de la composition du lait
comme milieu de culture, enrichi par différents composants: (lactose (10g/L), glucose
(0.70g/L), sodium protéinate (25¢/L), sodium citrate (03 g/L), citrate (01g/L) et thréonine (01
and 03 g/L) sur la formation des arémes, de différents yaourts frais, apres 07 et 14 jours de
conservation, avait montré que la thréonine affecte positivement le taux de formation
d’acétaldéhyde et atteint des valeurs de 22, 24 et 56 mg/L, dans plusieurs types de yaourts
étudiés.

A ce titre, I’étude de la croissance (Biomasse) et production de 1’acétaldéhyde sur du
lait écrémé reconstitué a 10%, additionne de 05 Mmol et 10 Mmol de thréonine, des souches

de Streptococcus thermophilus ont montré qu’aprés 10h de fermentation, 1’acide aminé
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n’a pas d’effet sur la croissance et la production de biomasse, alors que la production
d’acétaldéhyde avait augmenté significativement (Benaama et al., 2011).

Selon Benaama et al., (2012), aprés I’addition de 0.5% et 03% de lactose et de
saccharose au milieu M17 (Tarzaghi et Sandine, 1975) contenant trois souches lactiques
thermophiles (indigenes) Streptococcus thermophilus BN1, BN2 et BN3, isolées du lait de
vache, une augmentation significative de la production d’acétaldéhyde a été enregistrée.

Malgreé les contraintes d’une congélation (-80°C) de longue durée, nos souches ST1,
ST2 et ST3, ont exhibé des profils acidifiants a 42°C, technologiguement intéressants avec :
70°D, 74 °D et 69 °D.

Cinétique de la production de d’ardme par polarographie

En plus, de la production du lactate et la diminution du pH (acidification du milieu
fermentaire), le processus fermentaire, assuré par nos souches lactiques thermophiles, avait
abouti, aussi, a la formation des composés aromatiques, dont le diacétyle, ce qui pourrait
améliorer les caractéres gustatifs et organoleptiques du produit laitier final.

Le protocole présélectif, par les deux réactifs de Voges Proskauer, nous a permis une
sélection préalable des souches thermophiles produisant du diacétyle

Déja Bottazzi et Dellaglio, (1967) avaient noté, des rapports de diacétyle/acétaldéhyde,
produit par I’espece: Streptococcus thermophilus sur deux milieux de culture: le lait écrémé et
le bouillon MRS de: 0.3/01 sur le premier et de 0.8 /01 sur le deuxiéme :

Sur les deux milieux, les souches Streptococcus thermophilus produisent plus
d’acétaldéhyde/diacétyle, que toutes les souches Lactococcus sp homofermentaires.

Monnet et Corrieu (2005; 2007), avaient noté que les souches: Streptococcus
thermophilus TIL 865, mutantes (obtenues par mutation directe) déficientes en a - acétolactate
décarboxylase, sur des milieux de culture chimiquement définis, additionné de la leucine ou
additionné de leucine et d’isoleucine, ces derniéres croitront rapidement sur le lait, cette
propriété a été utilisée pour la sélection rapide des souches mutantes sur milieu gélose.

Sous des conditions partielles d’aérobiose et d’anaérobiose, ces mutantes, produisent
des quantités de diacétyle, trois fois plus élevées que les souches meres.

Sur un ensemble de 74 souches Streptococcus thermophilus et 75 Lb. bulgaricus,
isolées d’un yaourt traditionnel Grec, testées pour leur : cinétique d’acidification, aciditg,
viscosité et production d’arémes : en culture pure sur le lait a pH 4,6 : les résultats ont montre

que seules les souches Lb. bulgaricus etaient acidifiantes, produisant d’acétaldéhyde et des
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valeurs ¢€levées de viscosité. Cependant, 1’acétoine était produit uniquement par les souches
Streptococcus thermophilus (Xanthopoulos et al., 2001).

Selon Xanthopoulous et al., (1994), la distillation a la vapeur, est le procédé, le plus
avantageu pour 1’isolement des composes aromatiques volatiles. Les rendements d’extraction
pour I’acétaldéhyde, éthanol et diacétyle étaient de 90%, 1’acetoine était partiellement séparé
du diacétyle.

En outre, la chromatographie Gaz-liquide, semblait 1’une des méthodes rapide pour
quantifier divers composés aromatiques a la fois : diacétyle, acetaldéhyde et éthanol dans des
intervalles de concentrations correspondant a celles des laits fermentés et divers produits
laitiers.

Cependant, cette technique a des limites de reproductibilité élevées, allant de 250 uM
pour I’acétaldéhyde a 65 uM pour 1’éthanol.

En outre, ’analyse comparative des composés aromatiques (diacétyle, acétaldéhyde et
acétoine), pour les mémes échantillons, a montré que les méthodes colorimétriques, sont plus
reproductibles et plus précises, permettant le dosage des ardbmes a de faibles traces :
diacétyle : 12 uM, acétoine : 57 uM (Xanthopoulous et al., 1994).

Cependant, la polarographie, utilisée via une solution étalon (par etalonnage) du
diacétyle, nous a permet la détection et la confirmation de diacétyle produit a I’état de traces
sur le milieu de culture (fermentation) par nos souches.

Selon Xanthopoulos et al., (2001); lyer et al., (2010), les concentrations de diacetyle,
produites dans les laits fermentés, par 1’espece Streptococcus thermophilus varient de 02.5
a 06.5 ppm et de 06.5 a 15 ppm pour des laits fermentés par Lb. bulgaricus.

Dans ces laits fermentés, selon les mémes auteurs, 1’acetoine est formé uniquement par
I’espece Streptococcus thermophilus et 1’acétaldéhyde n’a pas été enregistré dans les deux
cas, ces résultats sont complétement contradictoires avec les nétres, ou nous avons démontré
la présence de cet arome sur le milieu de culture des souches Lactobacillus thermophiles
en culture pure.

En outre, Singh et al, (1980), avaient noté que 1’espéce S. thermophilus, en culture pure,
comme en culture mixte, en co- culture avec les espéces : Lactobacillus bulgaricus, produit
plus de lactate. L’espéece est seule responsable d’acidification et de la production d’ar6émes a
37°C que a 42 °C.

Beshkova et al., (2003), dans une étude comparative, relative a la production des
composés aromatiques, durant la fermentation et la conservation du Kéfir, entre les B.L

starters et les grains de Kéfir, ont montré que, les concentrations des composés aromatiques
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produites par les cultures starters, étaient nettement plus élevées, en comparaison, a celles
produites par les grains de Kefir.

Les concentrations les plus élevées en diacétyle, ont été enregistrée par la culture
starters S. thermophilus T15 en culture pure, avec 1,62 mg/g, suivis par Lb. helveticus MP12
avec 0,85 mg/g et enfin Lc. Lactis sub sp C15 avec 0,42 mg/g.

Alors que la concentration maximale d’acétaldéhyde (18.3 mg/g), a été enregistrée, avec

la culture starter Lb. delbrueckii subsp.bulgaricus HP1.

Exploration In Vitro d’antagonisme entre isolats lactiques et souches pathogénes

Bactériocines produites par les isolats S. thermophilus

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

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

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

Cette hypothése pourrait expliquer, donc, le fait que les souches lactiques thermophiles,
isolées dans ce travail, synthétiseraient de bactériocines dans les conditions testées.

Les bactéries lactiques thermophiles, se caractérisent par : la production des agents
antimicrobiens, ou les bactériocines, ce qui inhibe la croissance de certaines souches
d’altération des aliments et d’autres pathogénes (Labioui et al., 2005; Moghaddam et al.,
2006), par leur pouvoir d’acidification, de protéolyse (Atanasova et al., 2014) et
d’aromatisation Liu et al., (2013).

Les diametres des zones d’inhibitions obtenus, variées en fonction des bactéries, lactique
productrice mise en contact avec la souche cible, car la production de bactériocines, par les
bactéries lactiques, est fortement dépendante des souches productrices, et d’autres facteurs, a
I’exemple de la composition du milieu de culture, du pH final du milieu; du temps et de la

température d’incubation, de la température optimale de croissance relative a la souche
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productrice, et surtout, elle nécessite 1’utilisation des milieux de culture riches et complexes
(Yang et al.,1992).

De plus, (Gomes et al., 1998;1998; Vinod- Kumar et al., 2006), ont démontré que le pH
optimal de production des bactériocines, par les bactéries lactiques, est au environ 06,5 et ils
ont confirmé que 1’action de ces bactériocines, est maximale au méme point du pH (06,5).

En outre, la différence dans 1’activité inhibitrice, entre les souches d’une méme espéce,
peut étre due a une faible homologie de leurs acides nucléiques, responsables des caractéres
héreéditaires codant pour la production de ces molécules (Sutra et al., 1998).

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

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

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

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

En outre, Gastro et al., (2011) n’ont isolé qu’une seule souche lactique bactériocinogéne
sur un ensemble de 141 (1/141) souches lactiques testees.

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

Au contraire, Yateem et al., (2008) ont isolé des souches lactiques a partir du lait cru de
chamelle collect¢ au Kuwait, dont ’effet antagoniste s’était exercé uniquement sur les
bactéries a Gram négatif (Salmonella ssp et Escherichia coli), mais aucun effet n’a été détecté

sur les especes a Gram (+) Staphylococcus aureus.

122



Discussion

Ceci a laissé suggérer que ces bactéries lactiques ont agi par un mécanisme
bacteriocinogene atypique ou autre que la production de bactériocines.

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

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

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

Le siege d’activité des bactériocines est la membrane cellulaire et ayant le plus souvent
le peptidoglycane comme cible, raison pour laquelle les bactériocines n’ont pas ou ayant une
faible activité contre les bactéries a Gram négatif dont la couche de peptidoglycane est mince.

L’espéce Streptococcus thermophilus est 'une des espéces, les plus utilisées en
industrie laitiere (El Sharoud et al, 2013), elle est classée en deuxiéme position, apres
I’espéce Lactococcus lactis (Hols et al., 2005; Meribai et al., 2016).

La seule espece lactique thermophile, dotée d’uréase (Monnet et al., 2004; 2007 ; Mora
et al., 2004; 2005; Zota et al., 2008), ce qui lui permet une résistance (par effet tampon) a
I’acidification rapide et aux diminutions des pH, aux cours des fermentations lactiques
(Meribai et al., 2010 ; Meribai et al., 2015 ; Meribai et al., 2016).

L’effet inhibiteur, du SBA, semble souche Streptococcus thermophilus dépendant, et il
differe d’une souche cible a une autre.

La souche lactique la plus performante avec les meilleures zones d’inhibition, était la
TL4 avec une zone d’inhibition de 17 mm de diametre contre la souche indicatrice
(pathogéne) E. coli. Alors que la souche ayant donné le diametre d’inhibition le plus faible (la
moins performante), était TCHA, avait un diamétre de 09mm contre la souche pathogéne
Salmonella thyphimurium.

L’espéce Streptococcus thermophilus est connue, pour ses productions des
bactériocines, pour I’ensemble thermolabiles, ayant large spectre d’action, contre les Gram
(+) et contre Gram (-) et méme, contre les eucaryotes (levures moisissures et champignons)
(Aktypis et Klantzopoulos, 2003 ; Aslim et al., 2005; Kabuki et al., 2007; Somkuti
et Gilbreth, 2007; Fontaine et Hols, 2008; Kali, 2009; Gul et al., 2012; Rossi et al., 2013).

A cet égard, déja Villani et al., (1995), avaient démontré que, la thermophilin 347,
produite par la souche Streptococcus thermophilus 347, isolée du yaourt commercial, inhibe
la croissance de plusieurs espéces bactériennes a paroi Gram (+) y compris Listeria sp
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Gram (+) et les bactéries lactiques, la thermophilin 347, est thermorésistante, ’activité
inhibitrice reste intacte aprés chauffage a 100 °C pendant une heure, aprés autoclavage a
121°C pendant 15 mn, cette activité, a été réduite, seulement a 50%.

A ce titre aussi, Ward et Somkuti, (1995), dans une étude, sur la susceptibilité des
souches thermophiles; Streptococcus thermophilus, de produire des bactériocine et sur un
total de 41 souches, seulement 13/41, ont montré une activité bacteriocinogene inhibitrice
(étaient productrices de bactériocines), une bactériocine: thermophilin ST134, isolée
et purifiée, thermostable avec large spectre d’inhibition contre des bactéries a paroi Gram
positif et négatif.

En outre, Germond et al., (1995), ont isolé, du yaourt traditionnel d’origine Chéque, la
souche Streptococcus thermophilus CNCM -1-1351, capable de produire au moins une sur
deux (1/2) bactériocines.

Thermophilin 1 et thermophilin 2 isolées a partir du surnageant (SBA) du milieu
de culture M 17, et du lait de vache écrémé, additionné d’extrait de levure.

Ces bactériocines ont montré, de larges spectres d’activité, sur des bactéries a paroi
Gram (+) et Gram (-) et les spores bactériennes.

De méme, 1’étude avait montré que, ces bactériocines, sont de nature protéique,
insensibles aux (lipases et amylases) thermorésistantes pendant 60 mn a 100 °C, 50% de
I’activité a été conservée, aprés un stockage de cinq mois, a - 04 °C, de plus, cette activité
était conservée, apres autoclavage a 121°C pendant 30 minutes.

En outre, la souche S. th CHCC 3534, responsable de la sécrétion d’une bactériocine ;
molécule partiellement caractérisé, de nature peptidique, ayant PM cerné entre 14,4 et 18,4
Kda, thermorésistante, résistante aux pH acides, amylases et lipases. Sensible aux protéases,
ayant large spectre d’action contre des espeéces phylogénétiquement proches de S.
thermophilus et active contre des especes impliquées dans la détérioration des aliments tels

que : Salmonella typhimutrium et Staphylococcus aureus (Khali, 2009).

Les bactériocines des isolats Lactobacillus ssp

Les résultats des interactions, indiquent 1’existence des substances inhibitrices
(métabolites) produites dans le surnageant: SBA du milieu MRS, par les souches
lactobacilles thermophiles. Cependant, 1’ensemble des souches, ne présente pas le méme
spectre d’action vis- a- Vvis des (souches cible) pathogenes.

Le diamétre (en mm) de la plus grande zone d’inhibition (25 mm de diamétre) a été

observée pour la souche DL4 contre la souche pathogene Proteus mirabilis, tandis que le plus
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petit diamétre d’inhibition est de 11 mm, a été observe pour la souche lactique DCHM contre
les souches pathogenes : Listeria monocytogenes, Salmonella thyphimurium

L’activité inhibitrice (antimicrobienne) des bactéries lactiques, est peut étre attribuée a
plusieurs substances (metabolites), ayant des propriétés antimicrobiennes (Dortu et Thonart,
2009). Cependant, I’apparition des zones d’inhibition dans le milicu, ne peut confirmer, a elle
seule, que nos souches lactiques, sont bactériocinogénes, ces zones inhibitrices, peuvent étre
attribuées, en plus I’acidification du milieu (Desmazeaud, 1983), a la production des
composés aromatiques notamment 1’acétaldéhyde et le diacetyle et d’autres métabolites
secondaires ayant effet bactériostatiques et/ou bactéricides contre les souches indicatrices

L’abaissement du pH, dans les milieux MRS et M17 liquides, signifie que chacune des
deux souches lactique posséde un effet acidifiant, en produisant des arbmes et acides
organiques (lactate); les principaux facteurs d’inhibition. (Tabak et Bensoltane, 2012;
Tabak et al., 2012), alors que, dans les cas de nos souches, le second effet a été neutralisé a
I’aide d’une solution stérile de Na OH (0,1M) et I’effet de protéases.

En outre, I’activité inhibitrice des bactéries lactiques, peut étre attribuée, a plusieurs
autres substances telle le CO., le peroxyde d’hydrogéne (H202), des composés aromatiques
autre que le diacétyle, 1’acétaldéhyde (Navarro et al., 2000; Rodriguez et al., 2002;
Moghaddam et al., 2006; Aslam et Qazi, 2010).

Plusieurs especes Lactobacillus thermophiles, notamment les Lb acidophilus, ont été
caractérisé pour leur production de bactériocines : (Vincent et al., 1959; Tramer, 1996; Dave
et shah 1997 ; Oliveira de Souza et al., 2005; Sanders et Klaenhammer, 2001; O’Sullivan et
al., 2002).

Plusieurs travaux, avaient caractérisé¢, des bactériocines produites par 1’espece
Lb acidophilus, pour I’ensemble, ces bactériocines étaient de nature protéique, thermostables
et actives contre des cellules procaryotes cibles a Gram (-) et Gram (+), actives a des pH
acides (Zamphir et al., 1999; Oh et al., 2000; Yamato et al., 2003; Abu Amer, 2007; Deraz
et al., 2005; 2007; Mobarez et al., 2008).

De méme, L’espece Lactobacillus acidophilus selon Zamfir et al., (1999; 2000), produit
une molécule active, thermostable, ayant une stabilité a des pH acides, et de larges spectres
d’activité contre des procaryotes a paroi Gram négatif et & paroi Gram positif.

En outre; selon Strahinic et al., (2013), Giraffa, (2014), des travaux avaient explore, les
activités antagoniques des bactériocines produites par les espéces: Lb helviticus, pour la plus

part, ces derniéres étaient, de nature protéique, de faible PM, avec de larges spectres d’activité
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contre des espéces a Gram (-) et a Gram (+) (Atassi et al., 2006; Nikolova et al., 2009; Jena
etal., 2013).

En outre, ’espéce lactique thermophile: Lb helviticus produit [ helveticine J et lacticine
LP27 helveticine J, est une bactériocine inhabituelle, car elle est codée par I'ADN
chromosomique et active a pH neutre (Joerger et Klaenhammer, 1986), Lb acidophilus
produit de nombreuses bactériocines, y compris lacticines B et F et acidocine JI11229
(Muirana et Klaenhammer, 1991). Les especes Lactobacillus bulgaricus et Lactobacillus
lactis respectivement, ayant large spectre d’activité dirigé contre les souches cibles a paroi
Gram négatif et Gram positif. En outre, et a titre d’exemple, les bactériocines : bulgarican
(Teixeira, 2000 ; Teixeira et al., 2006) et lactacin A et B (Stamatova, 2010), sont produites
par les isolats Lactobacillus thermophiles.

Plusieurs facteurs, peuvent avoir, un effet sur la production de bactériocines a 1’exemple
de la souche productrice, la température, le pH et la composition du milieu de culture
(Abriouel et al., 2001; Mataragas et al., 2003).

Les facteurs supplémentaires ajoutés dans le milieu de culture, tel le glucose, le
magnésium, ainsi que les conditions de culture, peuvent également affecter la production des
bactériocines.

En effet, la production de bactériocines peut étre augmentée si la cellule productrice est
stressée, du point de vue nutritionnel ou écologique (Riley et al., 2002; Riley et Chavan,
2007).

De plus, il a ét¢ observé que, l’effet inhibiteur, des souches lactiques, était
significativement différent selon le type de la paroi Gram, paradoxalement, il est plus
important contre les bactéries indicatrices a Gram négatif que contre celles a Gram positif
(Moghaddam et al., 2006).

En régle générale, les bactériocines des bactéries lactiques, ne sont pas actives contre les
bactéries & Gram négatif. Ceci semble étre di a la différence dans 1’épaisseur et la
composition de la paroi cellulaire des bactéries Gram (+) et Gram (-).

Toutefois, certaines études, ont suggéré qu'un changement des propriétés de
perméabilité de la membrane externe, suite a certains traitements utilisés en combinaison avec
des bactériocines ou encore des conditions de stress, rendraient les bactéries Gram (-)
sensibles aux bactériocines (Abee et al., 1995; Cintas et al., 2001; Deegan et al., 2006).

Les bactéries a Gram positif, sont généralement plus sensibles a I’effet bactéricide des

bactériocines produites par les bactéries lactiques (Onda et al., 2003).
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Les bactériocines sont, surtout, actives sur les pathogénes a Gram + et agissent en
formant des pores dans la membrane cytoplasmique qui entrainent des perturbations des
fonctions cellulaires (Biswas, 1991).

En outre, Thuahault et al., (1991); Jack et al.,(1995); Onda et al., (2003) confirment que
les bactéries a Gram positif, sont plus sensibles a 1’effet bactéricide et/ou bactériostatique des
bactéries lactiques. Ceci laisse suggérer, que nos souches lactiques thermophiles, ont agi par
des bactériocines inhabituelles, voir atypiques ou par un mécanisme autre que la production
de bactériocines, ce qui n’exclut pas ’action des acides organiques, des arbmes, comme
a I’exemple de diacétyle, acétaldéhyde et d’autres composés aromatiques et/ou substance

inhibitrices (Deegan et al., 2006).
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Conclusion

De I’analyse des données relatives a la filiere lait en Algerie, il ressort que cette
derniére, est fortement dépendante du marché mondial du lait en poudre, du faite, d’une totale
déconnexion de I’industrie laitiere nationale de la spheére de production locale. Cette dernicre
reste trés faible, malgré les différents plans d’encouragement, caractérisée par une faible
production et un faible réseau de collecte. Le lait des autres ruminants: camelin, ovin
et caprin pourrait contribuer a I’amélioration de la production nationale.

Le control physico-chimiques, a dévoilé la stabilité et la conformité aux normes, pour
I’ensemble des échantillons du lait cru camelin. Cependant, des variations entre les
échantillons du lait camelin, pour les tests physico- chimiques étudiés, ont été notés : ceci
semble di a de multiples paramétres a I’exemple de : populations cameline, stade de lactation,
saison et typologie d’¢levage, alimentation. L’étude a montré, pour 1’ensemble de nos
échantillons, une qualité microbiologique acceptable, conforme aux normes nationales et
internationales, 1’absence des flores d’altération et/ou de contamination et des especes
pathogénes et/ou toxinogenes ce qui confirme les allégations relatives aux vertus

et caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques du lait d’espéce cameline.

L’exploration de la diversité des floreg lactiques [thermophiles, autochtones, présentes

dans le lait cru camelin, aprés extraction d’ADN bactérien et réalisation de la PCR, a montré
la prédominance des espéeces lactiques homofermentaires : Lactobacillus fermentum suivi par
les especes : Pediococcus ssp puis par les espéces : Enterococcus Sp. En revanche, 1’étude
a dévoilé, des niveaux de I’antibiorésistance, extrémement ¢élevé et la prédominance des
souches lactiques thermophiles résistantes a plus d’un antibiotique. Ces résultats divergent des
données anciennes et récentes, rapportées dans la littérature relative a ce sujet.

Les étapes d’isolement, purification, caractérisation, identification des souches,
indigénes, thermophiles, a partir du lait cru de chamelle, a conduit a 1’élaboration d’un
souchier thermophile. Ces isolats thermophiles, revivifiées, aprés longue période de
congélation, sur des milieux liquides sélectifs MRS et M17, additionnés de 30% du glycérol.

Les étapes de présélection, sélection, ont conduit a 1’élaboration d’un levain
thermophile constitué de souches : Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus ssp, ces
dernieres, ont exhibe, en culture pure, des profils technologiques: de protéolyse,
d’acidification, dépassant, dans certains cas, les potentialités des souches de références. En
outre, le suivi de la cinétique d’aromatisation (production d’acétaldéhyde, de diacetyle), par

des méthodes analytique avait donné des potentialités aromatisantes, pour nos isolats.
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Conclusion

Le choix de ces méthodes analytiques est justifié, sur- tout, par le fait que, ces
derniéres, sont plus sensibles, permettant le dosage des arbmes, méme a de faibles
concentrations.

En outre, le test préliminaire de Voges Proskauer, nous a permis, d’abord, de
préselectionner des souches potentiellement aromatisantes, suivi de dosage par polarographie,
ce qui a confirmé les aptitudes aromatisantes de nos isolats thermophiles.

Toutefois, ces résultats ont affirmé, 1’intérét technologique de nos souches, surtout Si
on prend en considération, les contraintes liées aux opérations de congélations- décongélation,
et revification des isolats, d’autres contraintes, liées a la démarche expérimentale, 1’entretient
du levain, les cultures conduit en model pure et les effets tampon du milieu de fermentation

trés restreint.

Les différents tests d’antagonisme, conduits sur le milieu Muller-Hinton, ont montré,
des effets inhibiteurs des isolats lactiques thermophiles, contre des souches cibles, a Gram
positif, négatif et méme contre des souches eucaryotes. Ceci a montré, la nature
bacteriocinogene de la prédominance de nos isolats thermophiles, et leur production de
métabolites bioactifs, ayant large spectre d’activité contre des Procaryotes et des Eucaryotes,
ceci ouvre des perspectives prometteuses pour leur éventuelle application dans la conservation
des aliments.

La présente étude, avait fixée, comme but préalable, 1’élaboration d’un levain lactique
thermophile a partir du lait cru d’espéce cameline d’Algerie. Méme si cet objectif est atteint,
certaines ¢étapes de 1’¢tude mérite d’étre approfondie par d’autres investigations et

explorations, classées par ordre d’importance dans les perspectives.
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Perspectives

Les résultats primordiaux, de la présente étude, ouvrant des perspectives en domaine
de recherche fondamentale (académique) et appliquée, méritent d’étre approfondis, surtout
par réalisation des étapes suivantes :

- Identification génétique des isolats lactiques thermophiles par PCR en temps riel

- Etablissement des profils protéiques des isolats thermophiles par la technique moléculaire
SDS- PAGE.

- Extraction, purification et caractérisation des bactériocines.

- Exploration comparative, des potentialités aromatiques, en culture mixte, et en présence
d’autres especes lactiques thermophiles et mésophiles, sur différents systémes de
fermentation industrielle.

- Etude des impacts de la lyophilisation sur les isolats lactiques.
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Introduction

La présente étude, intitulée : « Elaboration d’un levain lactique thermophile d’intérét
technologique, isolé du lait cru d’espéce cameline collecté au Sud d’Algerie », dirigée par le
professeur Ahmed Bensoltane,

Comporte deux parties : la premiére relative a une analyse bibliographique d’environ
50 pages et avait trait a une analyse bibliographique de la filiere lait en Algerie, puis une
synthése sur les caractéristiques physico-chimiques, microbiologique du lait d’espéce
cameline suivie par des données sur le groupe des bactéries lactiques thermophiles.

Le deuxiéme volet a été consacrée a la partie expérimentale et avait renfermé les
chapitres suivants : matériel, méthodes, résultats, discussion, conclusion et perspectives.

La thése s’est achevée par une partie consacrée aux références bibliographiques, aux
nombre de 573 références (environ 42 pages).

Lieux de réalisation de la partie expérimentale

La partie expérimentale a été réalisée conjointement aux niveaux des laboratoires
suivants : Laboratoires de Caractérisation et de Valorisation des Ressources Naturelles
(L CV R N) : sis a I’'université Mohamed El Bachir El Ibrahimi- Bordj Bou Arreridj- Algerie
et le laboratoire de Microbiologie Industrielle et Alimentaire, sis a I'universit¢é Ahmed
Ben Bella Oran 1- Algerie.

Une partie de 1’étude : (Extraction d’ADN, identification moléculaires des souches
lactiques thermophiles) : a été réalisée au sein de Laboratoire Microorganismes
et Biomolécules Actives (L M B A) de Université Al Manar Tunis- Tunisie :

La présente étude, avait fixée, comme objectif préalable, 1’élaboration d’un levain
lactique thermophile, d’intérét technologique, iSolé a partir du lait cru d’espéce cameline,
apres une caractérisation physico-chimique et microbiologique, de ce dernier, collecté de

différentes localités dans trois wilayates situées au Sud- est d’Algerie.
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La partie matériel et méthodes s’est initi¢é par la collecte d’un effectif de
31 échantillons du lait cru camelin, dans trois wilayas situées au Sud- est d’Algerie :

Biskara : (10 échantillons), EI Oued : (11 échantillons) et M’sila : (10 échantillons).

La traite, s’est effectuée la matinée tot, sur des chamelles bien portante, non soumises
a aucun traitement.

Les échantillons ont été recueillis dans des flacons en verre de 250 ml de volume,
préalablement autoclavés. Le transport des échantillons vers le laboratoire a été effectué
en respectant la chaine de froid via un camion frigorifique.

Le control physico- chimiques, des échantillons, a été validé par réalisation de tests
mentionnés ci- dessous, avait donné les moyennes, des résultats suivants, pour les trois
wilayas : (Biskra -Bs, El Oued - Eo, et Msila - Ms) : pH : (6,63- 6,56 et 6,58), Acidité titrable
(26- 26,11 et 23,5°D), conductivité : (5,73- 7,24 et 6,51), Viscosité : (3- 3,75 et 3,27), densité :
(1,03 -1,025 et 0,94), taux des protéines : (33,5- 34 et 25), matiére grasses : (28,74- 27,32 et
23,5), taux de matiére séche (24,5- 27, et 35,6) respectivement.

Le control microbiologique des échantillons du lait camelin, a été effectué par
réalisation des dénombrements sélectifs de six flores microbiennes d’altération et/ou de
contamination en 1’occurrence : (flores eucaryotes, flore totale aérobie mésophile, coliformes
totaux et fécaux, les streptocoques du groupe D et les clostridium-sulfito- réducteurs) et
I’estimation, sur des milieux sélectifs, des espéces bactériennes pathogenes et/ou toxinogenes
en UFC/ml : (Pseudomonas Sp, Salmonella Sp et Staphylococcus Sp): avait montré, la qualité
microbiologique acceptable, pour 1’ensemble des échantillons et leur conformité aux normes
nationales et internationales.

L’exploration de la diversité des flores lactiques thermophiles, autochtones, présentes
dans le lait cru camelin, apres extraction d’ADN bactérien et réalisation de la PCR, avait
montré la prédominance des especes: Lactobacillus fermentum suivi par les especes :
Pediococcus Ssp puis par les especes : Enterococcus Ssp.

Ces résultats, qui divergent des données anciennes et récentes, rapportées dans la
littérature scientifique relatives a ce sujet, ont montré, contrairement aux allégations, que le
lait cru d’espece cameline, constitue une niche écologique de choix, pour des flores lactiques
thermophiles aussi bien adventices que diversifiées.

De méme, la réalisation des antibiogrammes par la méthode de diffusion sur disques,
a dévoile, les niveaux de I’antibiorésistance, excessivement élevé, et la prédominance des

souches lactiques thermophiles résistantes a plus d’un antibiotique.
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Les étapes de présélection puis sélection technologique, ont conduit a 1’élaboration

d’un levain lactique thermophile, constitué des isolats appartenant aux espéces:
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus Sp, homofermentaires, ayant exhibée, en culture
pures, et sur milieu restreint de fermentation des potentialités : protéolytiques sur le milieu
Y.M.A, acidifiantes sur le milieu : lait écrémé reconstitué a 10% (par diminution des pH
et production de lactate en degré Dornic (°D), aromatisantes par production simultanée des
deux composés aromatiques caractéristiques : 1’acétaldéhyde et de diacetyle.

- L’exploration, In vitro, d’antagonisme, entre nos isolats lactiques thermophiles et les

souches pathogénes eucaryotes et procaryotes a Gram (+) et Gram (-) :
Les différents tests d’antagonisme, conduit sur le milieu Muller- Hinton, dirigé contre un
premier lot, composé de souches de références a Gram (-) et a Gram (+), puis dirigé contre le
deuxieme lot de souches pathogénes: (impliquées dans des pathologies humaines
et résistantes au moins a un antibiotique : A montré, des effets inhibiteurs des isolats lactiques
thermophiles, contre les souches cibles, a Gram positif, négatif et méme contre des souches
eucaryotes pathogenes, cela méme apres élimination des effets bactériostatiques des H2O, et
celui du pH dans les surnageants bruts actifs (SBA) des isolats lactique.

Ces résultats ont montré, la nature bacteriocinogene de la prédominance de nos isolats
lactiques thermophiles, et leur production de meétabolites bioactifs, ayant large spectre
d’activité contre des souches procaryotes et des eucaryotes.

L’étude a permis, une caractérisation physico-chimique et microbiologique du lait cru
d’espece cameline, collecté sur des vastes régions arides aux Sud-est d’Algerie.

Dans cette étude, pour la premiere fois, les flores autochtones thermophiles du lait cru
camelin, collectés au sud-est d’Algerie, ont été caractérisées.

De méme, 1’é¢tude a montré, la présence d’une flore lactique thermophile, adventice,
hétérogéne, dont les isolats thermophiles, de cette flore sont antibiorésistantes, ces résultats
convergents avec les données rapportées dans la littérature relative a ce sujet.

Dans cette étude, nous avons utilise, pour la premiere fois, avec quelques légéres
modifications, la méthode analytique, standard, pour de dosage d’acétaldéhyde dans un milieu
de fermentation restreint, de méme, nous avons utilisée, pour la premiere fois, une technique
analytique : la polarographie pour le dosage de diacetyle.

Les résultats de 1’étude, ouvre des perspectives prometteuses, pour des éventuelles
applications technologiques de ce levain en technologie laitiére : pour la production des laits
fermentés et maturation des fromages et aussi dans I’amélioration de la conservation des

aliments.
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La thése s’est achevé par plusieurs participations a des colloques, journées d’étude

et conférences nationales et internationales, de méme 1’étude s’est soldée par plusieurs

publications scientifiques en auteur et Co-auteurs, dont la liste exhaustive des articles

scientifiques est citée ci-dessous :

3.Publications (Articles scientifiques)

3. A. Articles publiés en premier auteur
Publications Année 2017

Meribai A., Chibane N., and Bensoltane A (2017). Physicochemical characterization and
microbiological quality assessment of 'klila': a traditional dried hard cheese, made
from small ruminant's milk (goat and ewe) collected in Bibans areas (highlands)
NorthEast of Algeria. International Journal of Applied and Natural Sciences
(IJANS). ISSN (P): 2319- 4014; ISSN(E):Vol 6.Issue 3,Apr 2017.

Meribai A, Jenidi R, Hammouche Y, and A Bensoltane (2017).Caractérisation
physicochimique et qualité microbiologique du Klila : un fromage traditionnel sec
des régions arides d’Algerie : Etude préliminaire.VVolume40(5). Published April,
01, 2017 new sciences, Agriculture and
Biotechnology.www.jnsciences.org.EISSN22865314.

Publications Année 2016

Meribai A, Bensoltane A, Diafat A and A Bahloul (2016). Assessment of chemical and/or
biological pollution of domestic and agricultural use wells water located in Algerian
northeastern Bordj Bou Arreridj Arid province: Preliminary Study Proceeding —
International conference on integrated environmental management for sustainable
development Tunis- Page: 9-16. ICIME 2016. ISSN 1737- 3638. www.iciem-
conference.com.

Meribai A and Bachene A (2016). Screening of antibioresistant procaryotic species associated
with vegetable’s soft rot, collected from Algerian north- Eastern arid areas. Proceeding -
International conference on integrated environmental management for sustainable
development ICIME Tunis- ISSN Pp: 1737-3638 Page 351- 357. www.iciem-
conference.com.

Meribai A, Amzali N and A Bensoltane (2016). Raw camel milk production in Algerian’s
South- Eastern arid areas: Constraint related to collection, storage and transport:
impact on product quality. International Journal of Applied and Natural
Sciences (IJANS) International Journal of Applied and Natural Sciences
(IJANS). ISSN (P): 2319- 4014; ISSN(E): 2319- 4022. Vol. 5, Issue 6, Oct - Nov
2016, 59- 68.

Meribai A, Ouarkoub M and A Bensoltane (2016). Algerian dairy sector analysis: deficit
aspects and perspectives JNS Volume 35(7). Published November, 01, 2016.
Journal Of New Sciences. Agriculture And Biotechnology Www.Jnsciences.Org
E-ISSN 2286- 5314. WWW.JNSCIENCES.ORG. E-ISSN 2286- 5314.

Meribai A, Diafet, A. Bachene A, Bahloul A, Ouarkoub M, Naami S, Madaci, A and
Bensoltane A. (2016). Acetaldehyde and lactate production after long term
freezing for three thermophilic wild Streptococcus thermophilus strains:
evaluation in single culture Volume 32(4). Published August 01, 2016.WWW.
JNSCIENCES.ORG. ISSN 2286- 5314.



http://www.iciem-conference.com/
http://www.iciem-conference.com/
http://www.iciem-/
http://www.jnsciences.org/
http://www.jnsciences.org/
http://www.jnsciences.org/

Rapport de thése de Doctorat

Meribai A, A. Diafet, A. Bahloul, M. Ouarkoub, S. Naami, A. Kahia, A. Bachene,
Bensoltane A. (2016). Laits crus d’espéce cameline (Camelus dromedarius)
collecté au sud-est algerien : Aptitudes a la coagulation et transformation
technologique, effets d’un régime alimentaire riche en plantes hallophytes sur
I’évolution des flores lactiques. Volume 25(9). Published january, 12,
2016. WWW. INSCIENCES.ORG. E-ISSN 2286- 5314.

Publication année 2015

Meribai A, Diafet A, Bahloul A, Ouarkoub M, Naami S, Mekhoukh N and Bensoltanes A
(2015). Stabilité acide et viables starters apres conservation des yaourts
industriels, commercialisés aux Nord-Est d’Algérie. Journal of new sciences,
Agriculture and Biotechnology. Volume 23(2). November, 01, 2015 Journal of
New Sciences, Agriculture And Biotechnology. www. jnsciences.org ISSN 2286
5314.

Publication année 2010

Meribai A.; A. Ait Abdeslam; K. Krantar; M. Mahi M Benzeguir N. Slimane. D. Meghnia
and A. Bensoltane. 2010. Biotechnological study of a thermophilic lactic acid
starter isolated from Algerian cow’s raw milk. Egyptian Journal of Applied
Sciences Vol, 25 N (4B) April. 2010- (243- 254).Lien http://www.egas.zu.ed.eq.

3. B. Publication en co-auteur

Année 2017

Diafat, A.E.O., Benouadah, A., Bouaziz, F., Bahloul, A., Techache, D., Meribai, A.
Laabachi, H. and Mekhalfi, H., Arrar, L. (2017). Physicochemical properties and
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1. Introduction

La présente étude, intitulée : « Elaboration d’un levain lactique thermophile d’intérét
technologique, isolé du lait cru d’espéce cameline collecté au Sud d’Algerie », dirigée par le
professeur Ahmed Bensoltane,

Comporte deux parties : la premiére relative a une analyse bibliographique d’environ
50 pages et avait trait a une analyse bibliographique de la filiere lait en Algerie, puis une
synthése sur les caractéristiques physico-chimiques, microbiologique du lait d’espéce
cameline suivie par des données sur le groupe des bactéries lactiques thermophiles.

Le deuxiéme volet a été consacrée a la partie expérimentale et avait renfermé les
chapitres suivants : matériel, méthodes, résultats, discussion, conclusion et perspectives.

La thése s’est achevée par une partie consacrée aux références bibliographiques, aux
nombre de 573 références (environ 42 pages).

2. Lieux de réalisation de la partie expérimentale

La partie expérimentale a été réalisée conjointement aux niveaux des laboratoires
suivants : Laboratoires de Caractérisation et de Valorisation des Ressources Naturelles
(L CV R N) : sis a I’'université Mohamed El Bachir El Ibrahimi- Bordj Bou Arreridj- Algerie
et le laboratoire de Microbiologie Industrielle et Alimentaire, sis a I'universit¢é Ahmed
Ben Bella Oran 1- Algerie.

Une partie de 1’étude : (Extraction d’ADN, identification moléculaires des souches
lactiques thermophiles) : a été réalisée au sein de Laboratoire Microorganismes
et Biomolécules Actives (L M B A) de Université Al Manar Tunis- Tunisie :

La présente étude, avait fixée, comme objectif préalable, 1’élaboration d’un levain
lactique thermophile, d’intérét technologique, iSolé a partir du lait cru d’espéce cameline,
apres une caractérisation physico-chimique et microbiologique, de ce dernier, collecté de

différentes localités dans trois wilayates situées au Sud- est d’Algerie.
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La partie matériel et méthodes s’est initi¢é par la collecte d’un effectif de
31 échantillons du lait cru camelin, dans trois wilayas situées au Sud- est d’Algerie :

Biskara : (10 échantillons), EI Oued : (11 échantillons) et M’sila : (10 échantillons).

La traite, s’est effectuée la matinée tot, sur des chamelles bien portante, non soumises
a aucun traitement.

Les échantillons ont été recueillis dans des flacons en verre de 250 ml de volume,
préalablement autoclavés. Le transport des échantillons vers le laboratoire a été effectué
en respectant la chaine de froid via un camion frigorifique.

Le control physico-chimiques, des échantillons, a été validé par réalisation de tests
mentionnés ci- dessous, avait donné les moyennes, des résultats suivants, pour les trois
wilayas : (Biskra -Bs, El Oued - Eo, et Msila - Ms) : pH : (6,63- 6,56 et 6,58), Acidité titrable
(26- 26,11 et 23,5°D), conductivité : (5,73- 7,24 et 6,51), Viscosité : (3- 3,75 et 3,27), densité :
(1,03 -1,025 et 0,94), taux des protéines : (33,5- 34 et 25), matiére grasses : (28,74- 27,32 et
23,5), taux de matiére séche (24,5- 27, et 35,6) respectivement.

Le control microbiologique des échantillons du lait camelin, a été effectué par
réalisation des dénombrements sélectifs de six flores microbiennes d’altération et/ou de
contamination en 1’occurrence : (flores eucaryotes, flore totale aérobie mésophile, coliformes
totaux et fécaux, les streptocoques du groupe D et les clostridium-sulfito- réducteurs) et
I’estimation, sur des milieux sélectifs, des espéces bactériennes pathogenes et/ou toxinogenes
en UFC/ml : (Pseudomonas Sp, Salmonella Sp et Staphylococcus Sp): avait montré, la qualité
microbiologique acceptable, pour 1’ensemble des échantillons et leur conformité aux normes
nationales et internationales.

L’exploration de la diversité des flores lactiques thermophiles, autochtones, présentes
dans le lait cru camelin, apres extraction d’ADN bactérien et réalisation de la PCR, avait
montré la prédominance des especes: Lactobacillus fermentum suivi par les especes :
Pediococcus Ssp puis par les especes : Enterococcus Ssp.

Ces résultats, qui divergent des données anciennes et récentes, rapportées dans la
littérature scientifique relatives a ce sujet, ont montré, contrairement aux allégations, que le
lait cru d’espece cameline, constitue une niche écologique de choix, pour des flores lactiques
thermophiles aussi bien adventices que diversifiées.

De méme, la réalisation des antibiogrammes par la méthode de diffusion sur disques,
a dévoile, les niveaux de I’antibiorésistance, excessivement élevé, et la prédominance des

souches lactiques thermophiles résistantes a plus d’un antibiotique.
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Les étapes de présélection puis sélection technologique, ont conduit a 1’élaboration

d’un levain lactique thermophile, constitué des isolats appartenant aux espéces:
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus Sp, homofermentaires, ayant exhibée, en culture
pures, et sur milieu restreint de fermentation des potentialités : protéolytiques sur le milieu
Y.M.A, acidifiantes sur le milieu : lait écrémé reconstitué a 10% (par diminution des pH
et production de lactate en degré Dornic (°D), aromatisantes par production simultanée des
deux composés aromatiques caractéristiques : 1’acétaldéhyde et de diacetyle.

- L’exploration, In vitro, d’antagonisme, entre nos isolats lactiques thermophiles et les

souches pathogénes eucaryotes et procaryotes a Gram (+) et Gram (-) :
Les différents tests d’antagonisme, conduit sur le milieu Muller- Hinton, dirigé contre un
premier lot, composé de souches de références a Gram (-) et a Gram (+), puis dirigé contre le
deuxieme lot de souches pathogénes: (impliquées dans des pathologies humaines
et résistantes au moins a un antibiotique : A montré, des effets inhibiteurs des isolats lactiques
thermophiles, contre les souches cibles, a Gram positif, négatif et méme contre des souches
eucaryotes pathogenes, cela méme apres élimination des effets bactériostatiques des H2O, et
celui du pH dans les surnageants bruts actifs (SBA) des isolats lactique.

Ces résultats ont montré, la nature bacteriocinogene de la prédominance de nos isolats
lactiques thermophiles, et leur production de meétabolites bioactifs, ayant large spectre
d’activité contre des souches procaryotes et des eucaryotes.

L’étude a permis, une caractérisation physico-chimique et microbiologique du lait cru
d’espece cameline, collecté sur des vastes régions arides aux Sud-est d’Algerie.

Dans cette étude, pour la premiere fois, les flores autochtones thermophiles du lait cru
camelin, collectés au sud-est d’Algerie, ont été caractérisées.

De méme, 1’é¢tude a montré, la présence d’une flore lactique thermophile, adventice,
hétérogéne, dont les isolats thermophiles, de cette flore sont antibiorésistantes, ces résultats
convergents avec les données rapportées dans la littérature relative a ce sujet.

Dans cette étude, nous avons utilise, pour la premiere fois, avec quelques légéres
modifications, la méthode analytique, standard, pour de dosage d’acétaldéhyde dans un milieu
de fermentation restreint, de méme, nous avons utilisée, pour la premiere fois, une technique
analytique : la polarographie pour le dosage de diacetyle.

Les résultats de 1’étude, ouvre des perspectives prometteuses, pour des éventuelles
applications technologiques de ce levain en technologie laitiére : pour la production des laits
fermentés et maturation des fromages et aussi dans I’amélioration de la conservation des

aliments.
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La thése s’est achevé par plusieurs participations a des colloques, journées d’étude

et conférences nationales et internationales, de méme 1’étude s’est soldée par plusieurs

publications scientifiques en auteur et Co-auteurs, dont la liste exhaustive des articles

scientifiques est citée ci-dessous :

3. Publications (Articles scientifiques)

3. A. Articles publiés en premier auteur
Publications Année 2017

Meribai A., Chibane N., and Bensoltane A (2017). Physicochemical characterization and
microbiological quality assessment of 'klila': a traditional dried hard cheese, made
from small ruminant's milk (goat and ewe) collected in Bibans areas (highlands)
NorthEast of Algeria. International Journal of Applied and Natural Sciences
(IJANS). ISSN (P): 2319- 4014; ISSN(E):Vol 6.Issue 3,Apr 2017.

Meribai A, Jenidi R, Hammouche Y, and A Bensoltane (2017).Caractérisation
physicochimique et qualité microbiologique du Klila : un fromage traditionnel sec
des régions arides d’Algerie : Etude préliminaire.VVolume40(5). Published April,
01, 2017 new sciences, Agriculture and
Biotechnology.www.jnsciences.org.EISSN22865314.

Publications Année 2016

Meribai A, Bensoltane A, Diafat A and A Bahloul (2016). Assessment of chemical and/or
biological pollution of domestic and agricultural use wells water located in Algerian
northeastern Bordj Bou Arreridj Arid province: Preliminary Study Proceeding —
International conference on integrated environmental management for sustainable
development Tunis- Page: 9-16. ICIME 2016. ISSN 1737- 3638. www.iciem-
conference.com.

Meribai A and Bachene A (2016). Screening of antibioresistant procaryotic species associated
with vegetable’s soft rot, collected from Algerian north- Eastern arid areas. Proceeding -
International conference on integrated environmental management for sustainable
development ICIME Tunis- ISSN Pp: 1737-3638 Page 351- 357. www.iciem-
conference.com.

Meribai A, Amzali N and A Bensoltane (2016). Raw camel milk production in Algerian’s
South- Eastern arid areas: Constraint related to collection, storage and transport:
impact on product quality. International Journal of Applied and Natural
Sciences (IJANS) International Journal of Applied and Natural Sciences
(IJANS). ISSN (P): 2319- 4014; ISSN(E): 2319- 4022. Vol. 5, Issue 6, Oct - Nov
2016, 59- 68.

Meribai A, Ouarkoub M and A Bensoltane (2016). Algerian dairy sector analysis: deficit
aspects and perspectives JNS Volume 35(7). Published November, 01, 2016.
Journal Of New Sciences. Agriculture And Biotechnology Www.Jnsciences.Org
E-ISSN 2286- 5314. WWW.JNSCIENCES.ORG. E-ISSN 2286- 5314.

Meribai A, Diafet, A. Bachene A, Bahloul A, Ouarkoub M, Naami S, Madaci, A and
Bensoltane A. (2016). Acetaldehyde and lactate production after long term
freezing for three thermophilic wild Streptococcus thermophilus strains:
evaluation in single culture Volume 32(4). Published August 01, 2016.WWW.
JNSCIENCES.ORG. ISSN 2286- 5314.
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Physico-chemical characterization and microbiological quality
evaluation of klila, an artisanal hard dried cheese from Algerian’s
arid areas: Preliminary study

Caracterisation physicochimique et qualite microbiologique du
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Abstract - Klila is an artisanal hard dried cheese, made from bovine, ovine or goat milk. This study
aimed to evaluate physic-chemical and microbiological quality of twenty one Klila samples, including
seven samples prepared from cow’s milk (V), seven from goat’s milk (Ch) and seven from sheep’s milk
(Br), collected from various livestock farms in Bibans arid areas, in Bordj Bou-Arreridj region, North-
eastern Algeria. Results Physicochemical tests gave average pH of 4,47, average acidity: 27,71°D,
conductivity : 01,095 ms/cm, dry matter: 35,03% and ash : 0,34%. Microbiological analyzes average
fecal flora (1,24x 10 CFU / g), fecal coliforms (0,84 CFU/g), indol- floras (0,32), fecal Streptococci
(2,130 CFU/g). Conclusion: If sample’s hygiene levels were acceptable, exploration of lactic acid floras,
protein and fat rates are desirable.

Keywords: Klila, Physico-chemicals Analysis, Bacteriological quality, Fecal flora, Streptococci.

Résumé - Klila est un fromage traditionnel dur, fabriqué a base de lait de vache, de brebis ou de chévre.
L’objectif de 1I’étude est d’évaluer les qualités physico-chimiques et microbiologiques d’un effectif de
vingt et un échantillons de Klila dont sept sont préparés a base de lait de vache (V), sept de chevre, (Ch)
et sept de brebis (Br), collectés dans différentes fermes d’élevage de la région aride des Bibans, wilaya
de Bordj Bou-Arreridj, Nord-Est algérien. Les tests physicochimiques ont donné des pH moyens de
I’ordre de 4,47, une acidité moyenne de 27,71°D, une conductivité de 1,095 ms/cm, la matiére séche
étant de 35,03% et le taux de cendres de 0,34%. Les analyses bactériologiques ont donné des charges
moyennes en flore aérobie mésophile de 01,24 x10% UFC/g, les coliformes fécaux étant de 0,84UFC/g,
les flores indologénes de 0,32 et les streptocoques fécaux de 2,13 UFC/g. Conclusion: Si les niveaux
d’hygiéne des échantillons se sont avérés acceptables, 1I’exploration des charges en flores lactiques et la
détermination des taux de protéines et de matieres grasses restent néanmoins sou haitables.

Mots clés: Klila, Analyses Physico-chimiques, Qualité microbiologique, Coliformes fécaux,
Streptocoques.
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1. Introduction

En Algérie, la consommation des produits laitiers reléve d’une longue histoire traditionnellement li¢e a
I’activité d’élevage, les produits laitiers étant fabriqués par des processus artisanaux anciens, a partir du
lait ou de mélanges de laits de différentes especes. Il existe une variété de produits laitiers artisanaux
(du terroir), leur dénomination ainsi que leur processus de fabrication différant d’une région a 1’autre,
ces produits différent aussi par leur goQt et leur consistance, selon la source du lait (vache, chévre, brebis
et chamelle). En matiére de superficie, 1’ Algérie est le premier pays en Afrique, classé neuviéme au
monde, avec

2 281 741 Km? (Nedjraoui et Bédrani 2008). Cependant, plus de 80% de cette superficie est un désert
subissant une secheresse récurrente (Chenma 2003). La région des Bibans dans la wilaya de Bordj Bou-
Arreridj, se situe a 220 km a I’Est d’Alger. Elle s’étend sur ’axe Alger-Sétif-Constantine, posséde
658.968 habitants, et a une superficie de 3920,42 km?. L’altitude varie entre 302 et 1885 m. Elle est
limitée au Nord par Béjaia, a I’Est par Sétif, au Sud par M’sila et a I’Ouest par Bouira. Le relief de la
wilaya est composé de trois grandes zones: une zone de hautes plaines, une zone montagneuse et une
zone steppique. Le climat est de type continental, aride en hiver, rigoureux sec et chaud en été. Le réseau
hydrographique de la wilaya est caractérisé par deux sens d’écoulement opposés, séparés par une ligne
de partage des eaux. Cette limite naturelle correspond a la limite des grands bassins versants de 1’Oued
Soummam et de Chott EI-Hodna (Anonyme 2015).

En Algérie la production locale de lait ne couvre qu’environ 40% de la demande, estimée a plus de 4
milliards de litres, et essentiellement bovine (Belhadia et al. 2009; Meribai et al. 2016a). Selon les
estimations du ministére algérien de 1’ Agriculture et du développement rural (MAADR), le lait des petits
ruminants, caprins et ovins, pourrait étre d’un grand appui a la filiére lait, en état déficitaire (Belhadia
et al. 2009; Meribai et al. 2016a; 2016b). La production du lait par ces trois espéces pourrait contribuer
a hauteur de 25% de la totalité du lait collecté. Plusieurs travaux ont caractérisé des produits laitiers
traditionnels algériens, a I’exemple du S’men; un beurre traditionnel fabriqué a partir du lait de chamelle
dans le Sud de I’ Algérie (Kacem et Karam 2006). Le Raib est un lait fermenté caillé (Mechai et Kirane
2008) et le d’han est obtenu a la fin du barattage du lait caillé de différentes espéces (Idoui et al. 2013;
Guessas et al. 2012). Le I’ben est un lait fermenté, écrémé, traditionnel préparé par acidification
spontanée du lait cru de vache, de brebis ou de chévre sous 1’action fermentaire des flores lactiques
originelles (Samet-Bali et al. 2010). Parmi la longue liste des fromages traditionnels produits en Algérie,
seuls le Djben et le Klila, sont connus (Hallel 2001). Le djben est un fromage frais algérien (EI Marnissi
et al. 2013), non affiné, préparé a partir du lait cru (Ouldabeid et al. 2013), consommeé dans les 10 ou
15 jours aprés sa préparation. Il existe aussi le Bouhazza, un fromage traditionnel affiné, a pate molle et
épicée, non moulée, treés répandu dans I’Est Algérien (Aissaoui-Zitoun et al. 2012; Marino et al. 2012).
Le Michouna est un fromage frais fabriqué a partir du lait et du /’ben de vache ou de chevre ou du
mélange des deux (Derouiche et Zidoune 2015). Le Klila est un fromage traditionnel, consommé frais
ou séché, préparé a base du /’ben de vache, brebis ou chévre ou d'un mélange des trois. Son procédé
empirique de fabrication, est encore en vigueur, et caractérisé par une fermentation spontanée des flores
originelles du lait, a température ambiante. Aprés coagulation et égouttage, le produit est consommé a
1’état frais (Mennane et al. 2007), ou aprés séchage pendant plusieurs semaines (Boubekri et Ohta 1996).
Dans ce dernier cas, le produit est utilisé aussi comme ingrédient, aprés réhydratation dans diverses
préparations culinaires. Peu de données scientifiques sont disponibles sur les caractéristiques
biochimiques, microbiologiques et physico-chimiques de ce fromage traditionnel. De méme, le procés
de fabrication du Klila est mal élucidé, ce dernier semble différent d’une région a une autre. Le protocole
archaique est caractérisé par 1’absence du traitement thermique du lait, ’'usage d’instruments non
stérilisés, sur des surfaces de travail non désinfectées, un personnel non qualifié, la filtration par des
tissus non stériles et le séchage du produit a I’air libre ou il y a prolifération de micro-organismes. De
ce fait, le produit échappe a tout contrdle de qualité, ce qui constitue un risque potentiel pour la santé du
consommateur.

Ainsi, la présente étude s’est fixé comme objectif principal la caractérisation des qualités physico-
chimiques et microbiologiques de 21 échantillons de fromage traditionnel Klila préparé a base de lait
fermenté, /’ben, provenant de trois espéces : bovine (07 échantillons), caprine (07 échantillons) et ovine
(07 échantillons), collectés dans des foyers et de fermes d’élevage extensif dans la région de Bordj Bou
Arreridj dans le Nord-est de 1’ Algérie durant la saison de grande lactation.
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2. Matériel et méthodes

2.1.Origine des échantillons:

Un effectif de 21 échantillons du fromage Klila, séché, fabriqué a base de /’ben d’espéce bovine (07
échantillons), espece caprine (07 échantillons) et d’espéce ovine (07 échantillons), a été collecté dans
des fermes d’élevage mené a I’extensif et des foyers d’éleveurs, dans différentes localités de la région
les Bibans, dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj, Nord- Est algérien, en Mars- Auvril.

2.2. Analyses physico-chimiques :
Cing tests ont été pratiqués afin de déterminer le pH, I’acidité en degré Dornic (°D), la conductivité en
millisiemens/centimétre (ms/cm), le taux de matiére séche (%) et le taux de cendres (%).

2.3. Analyses microbiologiques:

11 s’agit de la réalisation d’estimations des charges moyennes microbiennes (dénombrement en ufc/gr*:
unité formant colonies /gramme de fromage), des différentes flores et des deux espéces microbiennes
(Salmonella sp et Staphylococcus sp), selon les protocoles préconisés par Corry et al. (2012). Le tableau
1 résume les protocoles suivis, les milieux de culture et d’enrichissement et la température optimale
d’incubation utilisée. Les résultats ont été comparés aux normes Algériennes (Anonyme 1998)

Tableau 1 : Dénombrement des différentes flores et espéces microbiennes

Standards (Normes pour

. . - e
Flores/ Dénombrement en UFC*/g Milieu de culture utilisé/ Marque fromages) JORA.dz

Flores eucaryotes (Levures et Gélose Sabouraud/ IPA. Algérie. 05 jours/ a

moisissures aérobies) température ambiante ND
Flore totale aérobie mésophile PCA/Plant Count Agar a 30°C/ Pronadisa. Spain. ND
(F.T.AM) Apres 48H a 30°C

Coliformes totaux BLBVB*/37°C+ Cloche/ Pronadisa. Spain. 24H/37°C 102
Coliformes fécaux et indologénes a BLBVB?*/ 44.5°C+Cloche Test de Mc Kezy/ 10

44.5°C Pronadisa. Spain. 24H/ 44.5°C

Streptocoques du groupe D Milieu Rothe/ 37°C- (Test Présomptif). Litsky 10

(Test Confirmatif) Pronadisa. Spain. 24H/ 37°C
Clostridium  sulfito-  réducteur Gélose. Viande foie/ Sulfite de Na+

(CSR*) (Spores+ formes  Alun de fer a 37°C/ IPA. Algérie. 24H/ 48H jusqu’a 01
végétatives) 72H a 30°C

Bouillon Muller Kauffman+ Gélose Hektoen/Idealab.

SAMEIALE Algérie. 24H/37°C 00
Bouillon Giolitti Cantoni Enrichissement
Recherche de Staphylococcus sp et Isolement sur Gélose Baird Parker/ Idealab. Algérie. 102

24H/37°C

N.D Non déterminé, JORA.DZ : Journal Officiel de la République Algérienne Démocratique et Populaire (www.jora.dz-
JO 35.1998)

3. Résultats
Les résultats des tests physico chimiques avec les moyennes et écart types sont illustrés sur le tableau
n:2

4. Discussion

Les analyses physico chimiques du Klila ont donné un pH moyen de 04.47 et une acidité moyenne de
27.71 °D, ces valeurs montrent bien 1’acidité de ce fromage. A ce niveau, il est a signaler que le pH
acide résulte de ’activité fermentaire des flores lactiques autochtones adaptées au fromage Klila
(Tamime et O’Connor 1995; Abdelsalam et Benkerroum 2006; Pogacic et al. 2013). De méme, Boubekri
et Ohta (1996), pour deux échantillons de Klila collectés dans les hauts-plateaux de 1’Est algérien (Sétif :
K1 ; Batna : K3) et séchés pendant quatre semaines, avaient noté que les espéces Enterococcus faecalis
et Ec. faecium suivies de Lactobacillus sp dominent I’échantillon K1, alors que les espéces Pediococcus
sp suivies de Leuconostoc sp, dominent 1’échantillon K3. Leksir et Chemmam (2015) avaient noté, lors
d’une étude menée sur un effectif de huit échantillons de Klila préparés a base de différents laits (vache,
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chévre et brebis) collectés dans plusieurs localités de I’extréme Est algérien (Guelma, Souk Ahras et
Oum EI Bouaghi), des pH oscillant entre 04.35 et 04.99, des valeurs d’acidité de 24,3°D a 54°D, des
taux d’humidité variant entre 7,00% et 9,13% et des taux de matiére seéche de 90,87% a 90,98%.
Nonobstant, Dahou et al. (2015) avaient noté un pH pour les fromages traditionnels frais J ’ben issus de
lait de brebis de 4,57, pour le J’ben de chévre : 4,81 et un pH de 4,62 pour le J’ben du lait de vache.

Tableau 2 : Variation des valeurs relatives aux tests physico-chimiques

Echantillons Tests physicochimiques

Es* Ech.* pH Acid*(°D) Cond.*(ms/cm) M.S*% T.C.*%

— V1 46 26 2,2 32,96 0,3

2 V2 41 42 1,7 26,48 0,26

2 V3 45 24 2,16* 37,56 0,6

3 V4 42 36 0,71 34,62 0,47

< V5 4.4 33 0,82 25,74 0,31

8 V6 4 44 1,2 25 03

i V7 4.4 38 2,9 48,48 0,25

Ecart type m 0,21930627 7,58758384 1,01690298 8,38912334 0,12998168

Moyenne M 4,31428571 34,7142857 1,58833333 32,9771429 0,35571429

2 Ch1 46 23 0,42 36,68 0,58

s ch2 47 23 1,28 38,75 0,25

o ch3 45 24 1,01 28,32 0,46
Ch4 4,6 23 0,7 35,56 0,2

® Chs 4,6 23 0,83 36,61 0,32

S~ Ché 45 24 0,74 40,09 04

k) Ch7 47 21 0,77 32 0,26

Ecart type m 1,0768642 1 0,268044 4,0420044 0,134748

Moyenne M 4,6 23 0,82142857 35,43 0,35285714
Brl 47 27 0,63 33,33 0,35

= Br2 45 24 0,84 46,03 0,29

b Br3 47 27 0,76 45,88 0,35

S Br4 4,2 30 0,99 27,22 0,26

© Br5 42 26 0,7 30,14 0,44

8 Bré 4,7 20 0,97 33,05 0,21

£ Br7 46 24 1,22 41,29 0,42

Ecart type m 0,2267786 3,1547394 0,2026256 7,6373268 0,083552

Moyenne M 4,51428571 25,4285714 0,87285714 36,7057143 0,33142857

Mr des M Mt 4,47619047 27,7142857 1,09420635 35,0376191 0,34666667

Es : Espéce, Ech* : Echantillon, Acid*(°D) : Acidité en degré Dornic, Cond* : Conductivité en millisiemens/centimétre
(ms/cm), M.S*(%) : Taux de matiére séche, T.C.*(%) : Taux de cendres, Mt : Moyenne totale

Tandis que les especes Enterococcus sp dominent les J 'ben fabriqués a base de lait de brebis et de vache,
les flores lactiques Lactobacillus sp dominent celui fabriqué avec du lait de chevre. Pour un effectif de
cing échantillons de Klila, collectés dans les campagnes de la wilaya de Djelfa (Algérie), Guetouache
et Guessas (2015) avaient noté que les pH varient de 3,8 a 4,8 avec une moyenne de 4,2 bien que I’acidité
titrable, pour les mémes échantillons, variait entre 68°D et 91°D, avec une moyenne de 79,4 °D. A cet
effet, les auteurs avaient relevé que les espéces Lactobacillus sp dominent cet écosystéme fromager avec
: Lactobacillus fermentum : 21.97%, Lb. plantarum : 18.94% et Lb casei : 18.18%. En outre, Mennane
et al. (2007) avaient noté pour un ensemble de 23 échantillons de Klila frais au Maroc, des valeurs de
pH variant entre 4,7et 3,8.

Les dénombrements des flores bactériennes, notamment celles indicatrices des contaminations
(coliformes totaux, fécaux, flores indologenes et Streptocoques du groupe D), ont été enregistrés a de
faibles taux (situées dans les normes), avec 1’absence quasi-totale d’espéces pathogénes et/ou
toxinogénes (Salmonella sp et Staphylococcus sp), traduisant ainsi des niveaux acceptables d’hygie¢ne
des laits fermentés utilisés (1’ben) comme matiére premiére, de I’environnement. de fabrication et de
séchage. Vivegnis et al. (1998), lors d’une étude microbiologique ayant porté,sur 153 échantillons de
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fromages fabriqués & base de lait cru, en Wallonie (Belgique), avaient relevé que les productions
réalisées dans des ateliers de petite taille (a 1’échelle artisanale), ont des niveaux de contamination
inférieurs a ceux observés dans les productions issues des entreprises industrielles. Des travaux récents
ont relevé les niveaux d’hygiéne acceptables du Klila algérien (Guetouache et Guessas 2015; Leksir et
Chemam 2015). Il semble que la texture extra-dure de ce produit artisanal, obtenue aprés séchage, ainsi
que sa consistance granuleuse, ayant de faibles taux d’activité de I’eau, ont joué dans le sens de
I’abolissement de toute prolifération des flores microbiennes.

5. Conclusion

Le profil physico-chimique, aprés caractérisation, a montré que le Klila collecté dans la région de Bordj
Bou Arreridj dans le Nord-Est algérien, est un fromage extra dur, ayant un pH acide (04,47), une acidité
titrable moyenne de 28,37°D, un taux de matiere séche de 35,37% et un taux de cendres
de 0,33%. Les analyses microbiologiques ont révélé que ce produit du terroir est d’un niveau hygiénique
acceptable. Pour I’approfondissement de la caractérisation, notamment biochimique du Kilila, il serait
souhaitable d’effectuer des tests d’exploration des charges en flores lactiques ainsi que la détermination
des taux de protéines et de matiéres grasses.
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ABSTRACT

Klila a traditional dried hard cheese, widely known apgreciated in all regions of Algeria, with a grainy
texture, formulated with raw milk and/drben; a fermented acified milk. The study aimed to vialrthe Algerian
traditional “Klila” cheese, and focused on twenty dri€da’s samples, manufactured from goat’s (10 samples) a
sheep’s (10 samples) fermented niilken. Collected from various livestock farms in Bibansdaaereas, Bordj Bou
Arreridj province, North-Eastern of Algeria, durinigigh lactation season March- April. The explomatiof five
physico-chemicals tests, gave value encircled batweH (04- 04, 7), acidity in Dornic degree °D {224°D),
conductivity microsiemens/centimeter (0, 41- 02, d&/cm), dry matter (25-48, 48%) and ash (0, 18-6%).
Microbiological quality control By enumeration ofne bacterial groups allowed to estimating avertgal mesophilic
aerobic flora (01.24 x£cfu/g), fecal coliforms (08, 4 CFU/g), indologerfiesa (0.32), faecal streptococci (21, 30 cfu/g).
Samples hygiene level was acceptable; howevergémdius lactic flora, total fatty and proteins rategloration are
desirable.

KEYWORDS: Kilila, Lben, Physicochemical, Microbiological
INTRODUCTION

Algeria is classified as the second largest milpdnting country in the world after China (Amella®45) and
imports more than 60% of its milk's powder consuimpt The average annual growth of the Algerianydaiarket is
estimated at more than 20% (Bekhouche 2011). mgef area, Algeria is the first country in Afriaanked nine in the
world, with 2 281 741 Km(Nedjraoui and Bédrani, 2008). However, more t8@% of this area is a desert suffering the
pangs of recurrent drought. Individual consumptibmilk and dairy products per year increased fi@th/Hab*/Year in
1970 (Liter/Habitant/Year) to 95L/Hab/Year in 1988d is estimated at 143L/Hab/Year in 2012 (Kaci&li-Hassani,
2013; Meribai etll., 2016). Algerian’s local raw milk production ceseonly about 40% of the demand estimated at more
than 04 billion liters, the latter being mainlyludvine species (Soukehal 2013). Traditional cheasesources of animal’s

proteins for the nutrition of nomadic populatioparticularly in arid regions.
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16 Meribai A, Chibane N & Bensoltane A

Fermented milks and traditional dairy products comgtion reflects a long history, traditionally led to the
human farming activity, these dairy products macufed by artisan processes, old, from the milkmbtture of milks

from various species.

Several studies have focused the characterizafibaditional cheese and their production procassughout the
world as:Ligvanin Iran (Barouei eal., 2008), in Italy: traditional Mozzarella chee8#ofea etal.,1999);Pecorinocheese
(Todaro etal., 2011);Pasta Filatacheese (Christian etl., 2010); Conciato Romano cheese (Caporasal.ef015);
Italian traditional mountain cheese (Carafaakt 2015); Indigenous brined cheese of the Philippi(Barraquio, 2006);
Kishka very popular cheese in several middle East celmiTamime and O'conner, 1995), Brined Cheesa® iddle
East and Turkey (Toufeili and Ozer, 200fta and other balkan cheese (Anifantakis and Moats6Q6® traditionnel
Kurdish cheese (Milani eal., 2009); Egyptian Domiati cheese (El-Baradealet 2014); North African traditional brined
cheeses (Abdelsalam and Benkerroum, 2006). Thera &ariety of traditional dairy products (cheesesnented milk,
yogurt), their labels and old manufacturing proessdiffer from one area to another, these dairgyets also differ in
taste, consistency, depending on the source of (oitkv, goat, sheep and camel). Several works haeeacterized
traditional Algerian dairy products, such &imenA traditional butter made from camel’s milk inetisouth of Algeria
(Kacem and Karem, 2006[Raib a curdled fermented milk (Mechai and Kirane, 20@#)an obtained at the end of the
milk churning from various dairy species (Idouiagt 2013; Guessas at., 2012).Lbena fermented skimmed traditional
milk; prepared by spontaneous acidification of @w’s, ewe’s or goat’s milk, under the fermentataaion of original
lactic flora (Samet-Bali etl., 2010). From the long list of Algerian’s tradit@ cheese, onlDjben is well known
(Hallel 2001).

Djben: Algerian fresh cheese, (El Marnissiat, 2013), unripened, prepared from raw milk (Oulebid etal.,
2013), consumed within 10 or 15 days after it'sparation.

Bouhazza A traditional cheese, refined, soft and spicymofded, very widespread in Eastern Algerian’s arid
areas (Aissaoui- Zitoun at., 2012; Marino eal., 2012).

Michouna:a fresh traditional cheese, made from the milk ldpehfrom cow or goat or the mixture milks of both

species (Derouiche and Zidoune, 2015).

Klila: A traditional, fresh or dried cheese, preparednfriberi, an acidified fermented milk from different
species (cow, sheep, goat and camel) or a mixfumglks, its empirical manufacturing process idl &i used, this latter is
characterized by spontaneous fermentation of thggnat milk flora at room temperature, after coagidn and draining
the product is consumed fresh (Mennanalgt2007), or after drying for several weeks (Boubakd Ohta 1996). In the
latter case, the product is also used as an irgmedafter rehydration, in various culinary prepiars. Few data are
available on biochemical, microbiological and plegshemical characteristics of this dairy productmiirly,
the manufacturing process kfila cheese is poorly elucidated, this latter, seemieréifit from one region to another.
The archaic protocol, characterized by the absevfcdeat treatment of milk, use of non-sterilizedstinments,
non-disinfected work surfaces, unskilled personfiéation by non-sterile fabrics, product dryirgt air. There is
proliferation of micro-organisms, thus the prodestapes all hygienic quality control; constitutgmgential risk to health

consumer.

Impact Factor (JCC): 3.2816 NAAS Ratj 3.73
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Dried Hard Cheese, Made from Small Ruminant's Milk(Goat and Ewe)
Collected in Bibans Areas (Highlands) North East ofAlgeria

Study aimed to characterize the physico-chemicdl raitrobiological qualities for a total of twentgraples of
traditional Klila cheese prepared from fermented mlilken, from both species: goat and ewe, collected inowari

livestock farms in the province of Bordj Bou ArirNortheastern of Algeria
MATERILS AND METHODS

A total of twenty four samples of hard dritila cheese, made from Goat’s milk (10 samples) andpsienilk
(10 samples), were collected from extensive farmd Breeding centers, in different localities of &ils arid areas,

Bordj Bou Arreridj province, North-eastern of Alggerduring great lactation period: March- April 201
Physicochemical Analyzes

Five tests: pH, Acidity in degree Dornic (°D), caotlvity in microsiemens/centimeter (ms/cm), dryttea
content (%) and ash rate (%).

Statistical Tests

(Statistical data processing) Physico-chemical 'degesults were subjected to statistical processing
(Program-ANOVA) Figure 1

Microbiological Tests

Estimates (counts) of microbial average loads (tounolony forming unit /Gram of cheese), for nimécrobials
floras according to the protocols recommended lfynJand Joffin (1993), Table 1 summarize protodolowed, culture

media, enrichment medium and optimum incubatiorpenature used.

Table 1: Microbiological Tests and Mediums Used

Floras/count ufc/g Medium used/ Label Incubation/Time / Temperature®C
Eucaryotic Floras (Yeasts and Molds) Saboraud Agar/Room temperature/IPA- Algeria Five days at room temperatue
Procaryotaerobic mesophilic total Flora (F.T.A.M) | Plant Count Agar (PCA) at 30°C/Pronadisa- Spain After48H at 30 °C
Total Coliforms group- at 37 °C Bile- lactose broth with -Durham Bell -37°C-Pronadisa- Spain 24H/at 37 °C
Fecal and Indologic Coliform group at 44 °C Bile lactose broth with Durham Bell/ at 44°C-Pronadisa- Spain | 24H/at 44 °C

Rothe broth medium at 30 °C for Presumptive test

Group D> Streptococei Litsky broth for Confirmatory Test- Pronadisa Spain 24H/at 30°C
Sulfitoreductor Clostridium Agar liver meat/Na- Sulphite + Alun iron Fe- at 37 °C/ IPA Alger| 24H/48H/ 72H at 30 °C
Pseudomonas sp Citrimide-Agar medium/28°C- Idealab Algerie 24H/28°C
Salmonellasp Muller-kauffmann Broth /Hektoen agar/at 37°C Idealab-Algeria| 24H/37°C
Staphylococcus sp Giolitti Cantoni Broth- Baird- Parker Agar/Ideal lab Algeria 24H/37°C
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Table 2: Physicochimical Tests Results

Am.mlesf Physicochimical Tests
Es* Samples* pH Acidity* (°D) Cond. * Drymatter(%o) Ash (%)
Br 01 04,6%% 26 02.2% 32,96 0.30
w B Bro2 04,1 42 1.7 26,48 0,26
&3 Br 03 04,5 24% 2.16% 37,56 0,60%%
= Br 04 04,2 36 0,71 34,62 0,47
g BT Br 05 04.4 33 0.82 25,74 0.31
g TS Br 06 04,0% 44% 1.20 23,00% 0,30
R Br 07 04.4 38 0,90 48.48%% 0,25
S £ Br 08 04,6 27 1,29 33,00 0.18%
& Br 09 043 39 0,70% 27.22 0,43
Br 10 04,1 11 0,80 36,45 0,34
Average (M) M 04,32 35 1.25 32,75 0,34
Chol 04,6 23 0.42% 36,68 0,58%%
Choz 04,7%% 23 1,28%* 38,75 0,23
E Ch03 04.5 24 1,01 2832 0.46
= Cho4 04,6 23 0,70 35,56 0.20%
g 2 Chos 04,6 23 0,83 36,61 0.32
o E Cho6 04.5 24 0,74 40,09 0,40
gz Cho7 4, 7% 21 0,77 32,00 0,26
< Eo Chos 4.6 24 1.22 41,29%% 0,42
RS Cho% 4,705 20 0,97 33,05 0,21
M s Ch10 4.2% 26%% 0,70 30,14% 0,44
Average (M) M 4,57 23,1 0,36 35,25 0,35

Cond: Acidity in °D: Dornic degree- ConductivityAsh% -DM: dry matter %: * BrKlila

fermented milk Iben- *ChKlila cheese from goat’s milk-( *):Minimum value- (**Maximum value

Factor 2 :2101%

DISCUSSIONS

05

Figure 1

8 10

Linkage Distance

cheese from ewe’s

pH and titratable acidity (°D):For all samples (#gaf), pH values were ranged between 04(Br 06 sajngpid

04.7 (Ch 02 sample), with average of 04.47, arsetldo those recorded by several authors for tigerfdn traditional

Klila :

Boubekri and Ohtha, (1996): 04,29 and 04,71, lreknd Chemam, (2015): 04.35 and 04.99. Guettouacite

Guessas, (2015): 04.29 and 04.71. Low pH samptais,be explained by it's manufacture process mabiethe use of

Lben: a traditional fermented milk, with low pH around.R4 (Boubekri etal., 1984). Our results corroborate those

reported by Boubekri and Otha, (1996), which reedrgH values of Algerian (dried for a monktija between: 04.29 and

04.71.

Impact Factor (JCC): 3.2816

NAAS Ratj 3.73
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On the other handlila’s acidic pH, seem results from fermentative actiafyKlila’s original lactic floras,
(Tamime and O'conner 1995, Abdelsalam and Benkerr®006, Pogagic &fl., 2013; Kongo and Malcata, 2016). In this
regard, Mennane el., (2007); Rhiat eal., (2011; 2013): had recorded low pH values: 08.84.7; 03.8 to 04.7 and 03.89
to 04.26 respectively. In addition, pH values for samples, seem close to those for traditionahfiteaditional cheese:
BouhezzgpH: 04.6) (Aissoui-Zitoun edl., 2012).Boubekri and Ohta, (1996): for ti&la samples, collected in various
Algerian’s Eastern areas {KSétif and K Batna) and dried for four weeks, noted tliatterococcus faecalisnd
Enterococcus faeciuspecies followed biactobacillussp species dominate the Kample whildPediococcusp species
followed by Leuconostosp dominate the Ksample. However Leksir and Chemmam, (2015): fohteidila’s samples
made from cow’s, goat's and ewe’s milk, collectedni different localities in three Easterns provsaa Algeria
(Guelma, Souk Ahrass and Oum El Bouagui): recopt¢dalues between 04,35 and 04,99, while titratabldity values
were between 24.3°D and 54°D, moisture levels wanged between: 07% and 09,13% and the dry madisvelen:
90,87% and 90,98%.For the Algerian traditional lireseesdjben made from ewe’s, goat's and cow’s milk pH values
were:04,57; 04,81 and 04,62 respectively (Dahoal.e2015).For fiveKlila samples, collected in various rural areas in
Djelfa province-South of Algeria, authors recordeld values ranged from 03.8 to 04.8 (Guetouache @uodssas,
2015).Although, for same sample’s acidity in Dordagree (°D) varied between: 68°D and 91°D, wittraye of 79.4°D:
Authors noted for this cheese ecosystem dominaéeiesplLactobacillus sp:with Lactobacillus fermentun21.97%,
Lactobacillus. plantaruni8.94%,Lactobacillus casell8.18% respectvely. However, Menanekt (2007): for 23 fresh
Klila's samples collected in Morocco, pH values recordedewanged between 04.7 and 03.8.Forldilet sample’s,
titratable acidity values varies from 21°D to 44{ith average: 27,46 °D. Results closed those rexbin Leksir and
Chemam, (2015): 24,3°D and 54°D, much lower thaulte reported by Guettouache and Guessas, (28%b):8nd
91°D.Severaklila’s studies in Marroco: Hamama (1989); Mennanalgt(2007) and Rhiat etl., (2011; 2013) reported
higher titratable acidity values: 99°D, 73°D and?@#espectively. pH and titrable acidity (in Dorrdegree) variations
value’s betweerklila’'s samples could be explain by: the difference in ntémposition, sampling conditions, dried
duration (drying time) process steep, storage ¢mmdi. However, titratable acidity reflects lactacentration, this latter
result from lactose fermentative metabolism by iogg lactic flora associated witKlila cheese (Kongo and Malcata,
2016). The Dornic degree (°D): is the expressiodedfeloped acidity, by lactose conversion to laaticl: a degree Dornic

(°D) corresponds to 0.1 lactic acid in one milkdi{Chamba and Prost, 1989).

Conductivity: for the alklila’s samples values varied from 0.41 to 02.16 sm/crth) thie mean of 0.97 ms/cm.
According to Mabrook and Petty (2003), conductivgysample’s ions content (mainly chloride, phosehtend sodium)
which appear to be present at very low levels inKlila’'s samples. Dry matter rates: varied between 25%4&xi8%
with average of 35.37%. These results were lowan those reported fdflila by Leksir and Chemam, (2015): 90.87%
and 90.98%; Mennane el., (2007):35, 4; Derouiche and Zidoun 2015: 45.%%wever, for Moroccarklila cheese
average value dry matter rate was: 28.14%.Ash: osegh mainly of minerals from raw materials (mill§ ealcium,
phosphorus, potassium, chlorine, sodium, and magmed heklila's samples ash rate values varied from 0.18% to 0.6%
with average of 0.33% and are much lower in congpariwith the value recorded for traditional Morat&éla (0.62%)
(Mennane etl., 2007). Microbiological analyzes: The bacterialiats flora, especially those indicative of contaaion
(faecal coliforms, indol floras and group D straqatoci), recorded at low levels (within the normsjth pathogenic and
toxinogenic species absencBa(monella spand Staphylococcus $preflects hygienic level of milks used sampling,

material, manufacturing and environment drying.
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CONCLUSIONS

Physico-chemical tests showed a hard cheese witlcgeH, high lactate rate, dry matter content ager of

(35.37%) and an average ash rate of (0.33%). Therobiblogical analyzes revealed an acceptable higitevel.

However, indigenous lactic flora, total fatty anwteins rates exploration are desirable. In ounKadge, this is the first

characterization of Algerian traditional cheédiga, made from small ruminant’s (ewe’s and goat’s inifkAlgeria.
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University Elbachir Elibrahimi, Bordj Bou Arreridplgeria

2 aboratory of Food and Industrial Microbiology— g of Biological Sciences University of Oran1,g&ria

ABSTRACT

Background: Camel the most adapted species tosaidas. Camel’s milk, has nutritional, therapepitaperties,
rich in salts, enzymes, inhibiting microbial actyyihence it's long shelf life and low ability caggtion. In Algeria, camel
population is about 315000 heads, distributed dvemprovinces, with 75% in eight desert provinced @6% in nine
steppe provinces. Camel breeding, practiced imekte, dependent on climatic conditions, low mithguctivity, because
of the lack of collection system, intended moreamel’s meat production. Although this milk, higllsquired in urban
areas and Northern provinces for therapeutic useveder, the collection and transport for long-dise alters it's
physico-chemical quality. Aim: Study aimed to explostability of physicochemical parameters pH, canidity,
viscosity, Titratable acidity, density, total azoprotein, whey and dry matter, during milking eaflion, transport and
storage. Results gives values between : pH(6,38)6¢onductivity (5,73- 7,24us/cm); viscosity @75mpa/s); Titratable
acidity (23,58- 27,06°D); density (0,93- 1,03)alcazote (3,68- 5,62g/l); protein (25- 34g/l); wh&yt,78- 81,6%) and dry
matter (24,5- 35,63%).showed the heterogeneityiasidbility of explored physicochemical’s testse€zing seems the
ideal method for the collection, storage, preséswmaand transportation of raw camel milk which ez@ssible only in arid

areas.
KEYWORDS: Camel Milk, Stability, Physicochemical, Analysis
INTRODUCTION

Camel's population estimated around 19 million ve MWorld (FAO 2008), of which 15 million are founmd
Africa and 04 million in Asia (Farah etl.; 2007). Two different species belonging to the ge@amelus One humped
dromedary camelCamelus dromedarigighat mainly live in the desert areas, and two-pedbactrian camel€amelus
bactrianug which living in the cooler areas (Al hadj and Kénhal, 2010). More than 60% of the dromedary pafih is
concentrated in the four Northeastern african atesitSomalia, Sudan, Kenya and Ethiopia. (Farat.e2007). Camels
are big water and food saving (De Almeida, 201T)d&r extreme arid conditions, they have abilitptoduce milk for a
long time more than any other species, (Faradd.e2007). Each camel (both species) produces batd®80 and 2000
liter for 08 to 18 months lactation period (FAO,08).According to Faye eil., (2014) the camel population in North
Africa has decreased from 07% in 1961 to 03.5 ih12@\ccording to F.A.O. data, camel population ilgeXia is about
315000 heads, 237000 head in Tunisia, and 1630&dsHdorocco, only 570000 heads in Libya (FAO-ST2013. http:
/I www. faostat. Org). During the period 1961- 20thamel’'s population, recorded significant growtlfitgeria, has
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60 Meribai A, Amzali N & Bensoltane A

increased 02.14 and recorded a multiplication by D1in Tunisia. While this population decrease®.82 in Libya and
0.62 in Egypt(Faye eal., 2014). However the total number of the camelimeted by the Algerian Ministry of
Agriculture, in 2010, to more than 300000 head#ld data is available on the Algerian camel popoia Nomenclature
of these populations was more related to the nafiedbes who breed thenChaambi, Targui, Reguibi, Sidiche)kinan a
distinction based on phenotypic or/andgenotypicattaristics (Chehma eil., 2008).In Algeria,disertcovers more than
85% of the total area (Chehma 2003; Chehmal.et2008). Dromedary is the only species able to vadothis arid
ecosystem (Chehma at., 2008). Camel population, in Algeria, is spreagroseventeen provinces, with 75% of the
livestock in eight disertic provinces : Ouargla,a@daia, EI-Oued, Tamanrasset, lllizi, Adrar, Tindanfl Bechar and 25%
of livestock in nine steppe provinces: Biskra, Tad@e Khenchela, Batna, Djelfa, EI-Bayad, Naamahbagt and M'sila
(Benaissa 1989).Camel breeding is nomadic (cladsid)to the extensive, dependent on weather donditintended to
meat production and low milk production, becauseadtection system lack, low productivity and beoifl opportunities.
Milk is intended primarily for the young camel'setliand autoconsumption (Chehma 2003).Camel’'s nakk fielatively
similar physico-chemical composition to cow’s miligs a white color, opaque; (Faralakt 2007; Al Haj and Al Kanhal,
2010); because of the structure and compositiofato€ontent, relatively poor ifi-carotene (Sawaya ei.,1984), less
viscous than cow's milk (Kherouatouadt, 2003; Sboui eal., 2009). It has a sweet (Farala¢t 2007), with a slightly
salty taste (Al Haj and Al Kanhal, 2010). Howewelnanges in taste seem mainly caused by the natfieea (halophytes
plants) andwater availability (Farah &t, 2007; Al Haj and Al Kanhal, 2010). This milk éstinguished by it's high
content of vitamin C : 37.4 mg/l (Farahadt, 1992; Haddadin etl., 2008), niacin (B3) (Haddadin at, 2008). Camel’s
milk composition differs from one areas to anotierworldwide, (Konuspayeva ail., 2009): it has04.5 to 03.5%
protein;05,50 to 03,07% Fat; 0,7 to 0,95% ash; @8,85,6% lactose and 12,1 to 15% total solidseetypely(Shuiepet
al., 2008). These wide variations inmilk constituemesre attributed to some factors such as: age, aumbcalving,
management, stage of lactation, the sampling tgclenised and feed quality (Shuiemkt 2008).However, according to
Ereifej etal., (2011) changes in the biochemical compositiogahel’'s milk, are based on the population (raaejnal
age, nutrition, lactation stage, ecological, clima@reas and breeding typology. In addition, seadommgly affects milk
composition through heat stress, feed availabléditguend water availability by affecting the totsblids of milk and this
directly affects other milk components (Shuiepkt 2008). Unlike cow's milk, camel’'s milk can bergd for a longer
time at room temperature(around 30°C). Accordin #mil etal., (1984), at temperature of4°C, it's kept for meman
three months, without recording any changes. Adogrtb Sbhoui etl., 2009 camel’s milk can be preserved for 30hotrs a
room temperature; it would be preserved for moemtbeven days at coldat (-4)°C, unlike cow’s mieéerved only for
five days).It seems that the presence of a stromgreo-protective system (Benkerroumaét 2004; EI Agamy 2009) due
to relatively high enzymes levels as :lactoferiiti Agamy 2000) lactophorine (Konuspayevaaét 2007), lysozyme,
lactoperoxidase and immunoglobulin (EI Agamyatt 1996; El Hatmi etal., 2007) and bacteriocins produced by
indigenous lactic flora (Benkerroum at., 2004), extends the duration of it's shelf withiours. In arid and isolated
southern Algerian provinces, where camel breednagticed, raw camel’s milk collection, storage arahsport, even in
good conditions of hygiene and respect for the cblan, for long distances to urban areas and Mowtprovinces, where
this beverage is highly required for therapeutie, ubis negatively impact the physico-chemical gyadf milk. Study
aimed to explore stability of physicochemical paetens pH, conductivity, viscosity, Titratable atydidensity, total
azote, protein, whey and dry matter, during milkaadjection, transport and storage for thirty-oaenples raw camel milk

samples.
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MATERIALS AND METHODS
2.A. Sampling Strategy

Thirty-one samples of raw camel milk were collechain different localities in three Southeasterovinces of
Algeria: EI Oued(Eo 10 samples), Biskra(Bs 11 sas)pand Msila(Ms 10 samples) Table 1.

2.B. Milking, Collection and Transport of Samples

Milking was conducted according to good hygienectices on good health animals, camel's milk colddn

previously autoclaved bottles. Transport to th@tabory in cold conditions
2.C. Physico-Chemical Tests

Determination of pH by a pH meter ino-Lab 730Gernmé&thamba and Prost 1989). Acidity titratble in Bior
degré(°D) (Amiot and La pointe-Vignola, 2002). Caoativity in microsciemens/centimeter at 20°C, byn@actimeter

InoLab Cond- Germany.

Viscosity in millipascale/second by viscometer: d6testerVT- 30. Density with thermolactodensitométe
Lauda®, model TD1C at 20°C, total nitrogen and giroby Kjeldahl method, conducted in three stageisieralization
(ore-K-424 Buchi Digestion Unit Switzerland), distiion and titration (A.O.A.C 1997), whey rate bgntrifugation on
Sigma Centrifuge 2/6E, Germany a volume of millBa®0rpm for 60 min the supernatant indicates tke oawhey. Dry

matter (%) was measured, after desiccation by eatipa of 5g milk deposited in a dried capsule@3°C during 4H.
2.D. Statistical Treatment of Results by ANOVA Progam:
Results of physicochemical tests were analysed ARDVA program: illustredon Figure 1 Table 2 and 3
RESULTS AND DISCUSSION

pH: The average pH values were :6,63 (Biskara)6 §(H Oued); 6,58 (Msila), are similar to thosenmgpd by
various authors: are between 06,5 and 06,7 (MedradaCheryan, 1983;Mehaia &f 1995; Khaskheli eal., 2005). 06,6
(Hassan eal. 1987; Shamsia 2009). From 06,5 to 06,82 (Cavédcatal., 2005); 06,4 (AbuTaraboush &, 1998), 06
(EIHadiSulieman eal., 2006). From 06,48 to 06,65 (Mahboubaét 2012), 06 (Benyagoub at., 2013). According to
Yagil etal., (1984) the camel's milk pH is similar to the sh&s milkpH. However, it is lower than that of cawmilk
(Sawaya etl., 1984). Changes in pH and titratable acidity galfor the same sample are probably due to diffeem
milking hygiene levels and initial level of milkdita (Mehaia etl., 1995) table 1 and table 2. The average values of
titratable acidity, for all the samples were: 2?DgBiskara); 26,11°D (El Oued); 23,58°D (MsilaheEe values are high
compared to those reported by: Hassaal.e{1987) 15°D, Kamoun(1994) 15,6+1.4 D; Abu Lel{994)15°D;Shuiep et
al., 2008 (15°D);Shamsia 2009 (16,3°D).In additioam@l milkis characterized by a buffering effecthdg relatively to
other species milk:cow, Sheep and goat,these helpsplain the lack of direct relationship betwébka values of pH and
titratable acidity (AbuTaraboush, 1996). Dornic eg(°D) is the expression of the acidity developgdransformation of
lactose to lactic acid, a Dornic degree (°D) cqroesls to 0.1 grams of lactic acid in one liter alkniChamba and Prost
1989).Density:The average values of density wer@3(Biskara); 1,025(El Oued) and 0.94(Msila), arailar to those
reported by: Farah (1996): 1,029.

N/S*Number of samples; Cd*: Conductivity; (us/cmjicrosiemens/cm; Vs*: Viscosity; T.A*; titratableidity;
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°D Dornic Degree; D*: Density; T.N*: Total NitrogeWhe%?*: Whey; Prt : proteins; D.M % Dry Matter; Mverage; m:
means; SD Standard deviation.

According to Hassan etl., (1987) density was of 0,99 to 1,034. While, @van and Sherida, (1986); Cavalcante
etal., (2005) it ranges from:01, 025 to 01,032 respebti In addition, milk density depends directly the content of

camel milk solids, strongly related to the frequeand composition of the diet.

Table 1: Results of Physico-Chemical Tests

Province . -
s Tests Physico- ues.
* * *
Areas | N/S* | pH (uif'cm) m\I’f s | TAFD ‘b& _3' Prt* (g/l) Vz'o% DM*%
Bsl | 06.63| 05.74 03.4 2897  1.025 4.4%4 2826 8h 18
Bs2 | 06.68| 04.94 03.8 30.96 1.031 56 35.18 99 28
Bs3 | 06.60] 05.03 03.5 3096  1.03 6.384  40.{3 ok 26
- Bs4 | 06.73| 0554 05 23.01 1.032 504  32.40 76 24
a Bs5 | 06.89*|  05.89 02 17.981 103 5208  33.2f 836 6.42
o Bs6 | 0659 0565 02.8 2397 108 462 2982 80 20
% Bs7 | 0652| 06.06 02.6 30.95 1.031 504  32.20 86 24
0 Bs8 | 06.45|  06.62 2,11 3096 1.035 9.4  49.04 74 26
BsO | 06.64| 0550 02.9 25.92 1.08 5006 32.563 8b 20
Bs10| 06.80| 05.44 03.3 2394 103 595  38.020 6D 38
Bs1l| 06.74|  06.67 02.8 2394 103 5183  33.100 o 8 1
M(AV)* 6,638 | 5,734 3,00 27,06 1,03 562 3356 81,6 245
m(SD)** 01053| 05571 | 0546| 3334002 132 | 373 | o574 5727
Eol | 06.49| 09.29 4.8 2394 102 47p  30.416 76 24
Eo2 | 06.70]  06.59 02.9 2504 1.08 658  42.046 72 28
= Eo3 | 0656 06.91 03 2397 1.025 5348  34.173 68 32
i) Eo4 | 0659  06.47 05 30.06 1.03 7.048  44.08 68 32
S Eo5 | 0654  07.01 04 2201 108 4648 2970 69 31
E Eo6 | 06.36] 08.07 04 27.01 1.021 4978 3148 80 20
= Eo7 | 06.71| _ 07.23 04.1 29007 1.095 5894  37.215 60 0 4
Eo8 | 06.60]  06.52 03.5 30.06 1.08 5482 3441 81 19
Eo9 | 0656| 07.14 03.5 2417 1.085 4.9 31.31 80 20
Eo10| 06.17] 09.45 04 2508 1.02 39  25.048 74 26
M.AV* 6,5677 | 7,2477 3,755 | 26,11 1,025 5,346 34 872 27
m SD* 0,1056] 0,90805| 05939 2,66 0,0046,9884| 5,796 | 6,731 6,729
Msl | 06.71| 05.88 03 23.94 108 45p  29.34 56 44
Ms2 | 06.52| 06.45 03 2395 1.08 425  27.195 64 36
Ms3 | 06.38| 06.00 04.5 27.9] 108 495 31668 79 21
" Ms4 | 06.66| 0593 03.3 19.08 1.025 431  27.553 81 19
= Ms5 | 06.78| 07.00 03 2394 1.045 43p 2791 78 22
g Ms6 | 06.51| 06.50 03.1 21.01 1.025 3.80  24.33 84 16
= Ms7 | 06.53| 06.66 02.9 21.01 103 42p  27.016 81 19
Ms8 | 06.53| 07.70 03.7 243 108 200 17.88  60.06 .79
Ms9 | 06.53| 08.00 03.5 243 10p 218  18.68  64.06 .74
Ms 10| 06.53|  06.43 02.7 243 108 2799 17.89  70.0669.74
M.AV* 6,5880| 6,515 3,27 | 23583 0,03h43,681 | 24,953| 71,78 35632
m SD** 0,1006| 0,61824 | 0,5229 2,1860'03035 1,0889| 5,0513| 10,062 1871
Impact Factor (JCC): 3.2816 NAAS Ratj 2.74
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Table 2: Average Values and Standard Deviations

Région Constants | Maximum Value | Minimum Value | Average* (M) | SD* (m)
Biskrall Echantillons
pH 06.89 06.45 6,638 0,1053
Cd*(us/cm) 06.67 04.94 5,734 0,5571
- Vs* mPals 05 02 3,00 0,546
% Ac/°D 30.96 17.98* 27,06 3,336
s D* 1.035 1.025 1,03 0,00235
2 Ntotal* 9.24 4.424 5,62 1,32
Prt*(g/l) 49.04 28.26 33,56 3,73
Whey* (%) 94 60 81,6 9,574
Dry matter *(%) 38 18 24,5 5,727
El Oued 10 Echantillons
pH 06.71 06.17 6,5677 0,1056
Cd*(us/cm) 09.45 06.47 7,2477 0,90805
8 Vs* mPal/s 05 02.9 3,755 0,5939
© Ac/°D 30.96 22.97 26,11 2,66
g D* 1.025 1.02 1,025 0,0045
O  [Ntotal* 7.028 3.92 5,326 0,9884
L Prt*(g/l) 44.08 29.70 34 5,796
Whey* (%) 81 60 72,8 6,731
Dry matter *(%) 40 19 27 6,729
Msila 10 Echantillons
pH 06.78 06.38 6,5889 0,1006
Cd*(us/cm) 08.00 05.88 6,515 0,61824
" Vs* mPal/s 04.5 02.7 3,27 0,5229
= Ac/°D 27.9 19.98 23,583 2,186
o D* 1.03 1.02 0,9344 0,00353
2 N.total* 4.95 2.00 3,681 1,0889
Prt*(g/l) 31.668 17.88 24,953 5,0513
Whey* (%) 84 56 71,78 10,062
Dry matter *(%) 59.74 16 35,632 18,71

M*: Average, m* (SD):Standard Deviation
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Figure 1: Correlation between Physico-Chemicals Tés of Camel Milk

Conductivity: is related to camel milk content sonessentially: chlorides, phosphates, citratesboretes,

bicarbonates of potassium, sodium, calcium and esigm (Mabrook and Petty, 2003), present at high na our
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samples, relatively to cow's milk (EI Amin and Wilg 1992; Bengoumi el., 1994); this seems due to a probable effect
of the rich halophytes diet composition. Viscositytie average values of viscosity were between73g&I Oued); 3.27
(Msila) and 03 (Biskara) mPa/s, are higher thanaterage values reported by Hassaalet(1987): 02,20;. Kherouatou
etal., (2003). 01,73. Al Haj and Al Kanhal, (2010) 1,m®a/s respectively. Total nitrogen and proteirts: &l samples,
total nitrogen values varied, from one sample ®dther, with the means of: 05,62g/l (Samples Bisk;32g/l (El Oued
samples) and 3,69g/l for samples of Msila, theyesponding to the average protein: 33.5; 34 ané52d/l respectively.
These protein’s values, are close to those reptteiamoun (1994); 34.3g/l;Shamsia (2009) (34.%, gimilar to values
recorded by Konuspayeva &, (2009), (31 g/l). Al Haj and Al kanhal, 2010 (8% g/l); Shuiep eal., (2008) 29,4 g/l.
According to Shuiep dl., (2008), seasonal changes and geographical prigire the most effective factors influencing
formation and chemical composition of camel millowiever, Al Haj and Al Kanhal, (2010), reported thia¢ average
values of protein on the composition of camel mikcorded during the last three years ago wer&5305 g/l.Vertical
axis | (Factorl) showed 56.57% of the variationjsAX (horizontal) explained 23.64% of the variatitigure 1. Results of

physicochemical tests suggests wide variabilitydiogeneity) between samples of camel milk.
CONCLUSIONS

Raw camel milk collected in southeastern of Algerteas heterogeneous chemical composition, with
physicochemical profile very unstable. All samplesre very viscous with higher titratable aciditgsgite following good
hygiene practices, the cold chain during the samgpéind transport. Exploration of indigenous laéfica and bacterial

indicators of contamination groups is desirableffother study
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Abstract - Algeria is the first largest country in Africa and the tenth largest in the world. Because of
feed traditions, is considered among the major consuming countries of milk and derivatives in
Maghreb. The average milk consumption estimated from 110 to 115 liter/year /inhabitant. However,
this request, of milk, can not be justified solely by the high rate population growth, urbanization and
the improvement of the purchasing power of the population. Local raw milk production, covers about
only 40% of demand, reaching the threshold of 03.6 billion liters in 2015, an increase of 84%
compared to 2000, which coincides with the launch of the national agricultural development plan. This
study aimed to contribute to the understanding of the constraints of the local dairy production sector
and integration of the local raw milk in the industrial circuit, through an analysis of imports milk
powder data, dairy products milk derivatives, collection rates, the distribution of the effective dairy
herd during the past decade.The results of statistical data analysis, dealing the field of external trade,
showed that the dairy industry is highly dependent on the milk world market, it is based primarily on
the recombination of the imported milk powder, made his total disconnection of the local raw milk
production. Despite the action plans, milk production is low, a marginal collection rate, not exceeding
15% essentially. Ensured by improved breeds of imports cattle, unequally distributed across the
territory, concentrated in the coastal areas.

Keywords: Milk, Production, Livestock, Consumption, Import

Résumé - L’Algérie, du fait des traditions alimentaires, est considérée parmi les grands pays
consommateurs du lait et dérivés. La consommation moyenne, en lait, est estimée de 110 a 115
Litre/An/Habitant. Cette demande, sans cesse grandissante, ne peut, se justifiée uniguement, par la
forte démographie, 1’'urbanisation et 1’amélioration du pouvoir d’achat de la population. A ce titre,
I’Algérie importe 60% de sa consommation en lait et est classé deuxiéme pays importateur du lait
aprés la chine. Les importations sont passées de14.758,08 tonnes en 2014 a 17.076,42 tonnes en 2015,
soit 15,71% d’augmentation. La production locale en lait cru, ne couvre qu’environ 40% de la
demande, ayant atteint le seuil de 03,6 milliards de litre en 2015, soit un accroissement de 84% par
rapport a I’année 2000 qui coincide avec le lancement du plan national de développement agricole
(P.N.D.A). L’objective de 1’étude est de contribué a la compréhension des contraintes qui entravent la
production laitiére et 1’intégration de cette denrée alimentaire dans le circuit industriel, a travers une
analyse des données relatives aux importations du lait en poudre, des produits laitiers dérivés, des taux
de collecte, la distribution du I’effectif cheptel laitier, durant ces derniéres dix années. L’analyse des
données statistiques, relevant du domaine de commerce extérieure, du ministére d’agriculture, a
montré que la filiere lait, est fortement dépendante du marché mondial, elle repose principalement, sur
la recombinaison de la poudre importée, du fait d’une totale déconnexion de la production laiticre
locale. En dépit des plans d’action, des mesures incitatives, la production laitiére, reste faible, d’un
taux de collecte marginale, ne dépassant les 15%, assurée par un cheptel essentiellement bovin, de race
importée, d’un élevage mené a ’extensif, reparti inégalement a travers I’ensemble du territoire
national et se concentre au nord du pays.

Mots clés: Lait, Production, Elevage, Consommation, Importation
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1. Introduction

L’Algerie, est le premier pays en Afrique, apres la division du Soudan, classé dixieme pays dans le
monde, en matiéere de superficie, avec 2281 741 Km? (Nedjraoui et Bédrani2008;Nouad 1997), 80% de
cette superficie est un disert (Benslimane et al. 2008). Situées entre deux chaines de montagnes :
I’Atlas tellien et 1’Atlas saharien, les 20 millions d’hectares des régions steppiques, réservées a
I’¢levage, s’¢tendent sur un parcours de plus de 1000 km, d’Est en Ouest (Khaldi 2014). L’¢élevage des
petits ruminants notamment ovins, caprins et camelins se concentre dans ces aires steppigques
(Nedjraoui2003;Bekhouche 2011). Selon certains auteurs, la steppe Algérienne fait 1’objet d’une
surexploitation écologiquement non durable (Khaldi 2014). Ces espaces potentiellement fragiles,
subtiles affres d’une désertification (Benslimane et al. 2008) aussi d’une sécheresse récurrentes
(Nedjraoui et Bédrani 2008). L’ Algérie est peut étre divisée, en fonction des précipitations, en quatre
grandes zones agro- écologiques : -Le littoral : avec des précipitations annuelles cernées entre 600 et
1000 mm -Les hauts plateaux : qui regoivent des précipitations allant de 400 a 600 mm -La steppe :
avec 100 a 400 mm de précipitations -Le Sahara : moins de 100mm (Nouad 1997 ; Nedjraoui 2003).
L’Algérie, a I’instar de nombreux pays en voie de développement, et pour couvrir les besoins locaux
en matiére du lait, fait recours aux importations massives du lait en poudre, la facture relative a ces
importations, ne cesse de croitre d’année en année (Benyoucef 2005).

La production locale du lait cru ne couvre qu’environ 40% de la demande (Bekhouche 2011). Cette
production est essentiellement bovine (Soukehal 2013). L’élevage de ces espéces laitiéres, est
essentiellement bovin; ol la plus part des aires réservées a ces pratiques agricoles, sont concentrées
aux Nord du pays (Belhadiaet al. 2009; 2014); avec apparition, ces dernieres années, de rares
incursions dans d’autres régions sahariennes a 1’instar de certains Oasis (Laameche 2011; Senoussi
2011). Cette production laitiere reste insuffisante, du fait qu'elle n'est pas en mesure de couvrir la
demande nationale estimée a plus de 03,5 milliards de litre par année (Anonyme 2016) d’ou le recours
a l'importation massive du lait en poudre.

L'Algérie est classé deuxiéme pays importateur du lait, au monde aprés la Chine
(Amellal1995;Bekhouche 2011). L’Algérie importe plus de 60% de sa consommation de lait en
poudre, la croissance annuelle moyenne du marché algérien des laits et produits laitiers est estimée a
plus de 20% (Bekhouche 2011). Entre 1970 et 2005 la consommation du lait et dérivées a augmenté de
03.6% en moyenne par année (Hachachnal999;Cheriet 2006).

Si la ration de type consommation variée mondialement entre 80Kg/Hab/An et 220 Kg/ Hab/An, elle
se rapproche de la borne supérieur pour I’algérien (Souki 2009).

En outre, la consommation individuelle du lait par année, est passée de 34L/Hab/Année en 1970 a
95L/ Hab/Année en 1995, elle est passée a 143L/Hab/Année en 2012 (Kali et al. 2011 ; Kacimi-El
hassani 2013). Au niveau maghrébin, 1’algérien est le plus grand consommateur du lait et produits
laitiers. A titre de comparaison cette moyenne de consommation est respectivement de: 87
litres/habitant/an pour la tunisien et de 50 litres/habitant/an pour le marocain (Kali et al. 2011).
L’industrie laiticre algérienne, se distingue, par un marché en constante croissance, due a une forte
demande, qui peut s’expliqué, aussi, par une croissance démographique estimée a 1.6% par année
(Soukehal 2013). Aussi par une urbanisation croissante et I’amélioration du pouvoir d’achat du citoyen
(Kacimi-El Hassani 2013). Ce dernier, recourt, de plus en plus, a la consommation du lait et produits
laitiers (Souki 2009). En outre, le méme constat est émis pour les produits laitiers dérivés a I’exemple
des fromages, yaourts, crémes ....etc (Soukehal 2013). Dans ce contexte précis s’inscrit I’objective de
cette étude- synthese, qui est une contribution a la compréhension des contraintes, qui entravent la
production du lait cru, I’évolution des importations du lait en poudre en Algérie durant ces derniers dix
années, a travers I’analyse des travaux, données et statistiques notamment ceux du ministere de
I’agriculture (MADR*), du ministére de commerce, du centre national d’informatique et statistiques
(C.N.LS) relevant de la direction générale des douanes algériennes
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2. Structure de la filiere lait algérienne

La filiére lait est peut étre définie, comme 1’ensemble des segments qui vont, dela production du lait
cru, a la ferme, jusqu’a sa consommation, en passant par les transformations industrielles et la
distribution sur le marché. (Bekhouche 2011). Il est a signaler, que la couverture des besoins en lait et
produits laitiers en Algérie sont assurées, essentiellement, par les trois ressources suivantes : 1. Le lait
pasteuriseé reconstitué (lait recombiné et lait reconstitué) emballé en sachet polypropylene, base de la
consommation des ménages urbains et suburbains. 2. Le lait cru produit localement, essentiellement
autoconsommé, ou distribué par le secteur informel et/ou artisanal. Ce lait échappe & tout control de
qualité hygiénique par les pouvoirs publics (Belhadia et al. 2009). 3. Le lait industriellement
transformé et conditionné sous emballage divers (Bouteille, Tétra back, lait UHT...), Congu pour de
longues durées de conservation (Kabir 2014).

En Algérie, cette filiére, est peut étre définie, a travers les quatre maillons suivants : La production, la
collecte, la transformation et la consommation.

A cela s’ajoute, I’importation de la poudre du lait et ces dérives. L’industrie laitiére est le maillon le
plus important de la filiere laitiere, constituée le centre de commande a partir duquel surgissent des
boucles de rétroactions, permettant a la filiére lait I’adaptation et 1’évolution (Souki 2009). Faute des
relations bien établies entre les différents acteurs de la filiére lait et faute d’un dispositif d’information
et de guidage a long terme, la filiére connue des déséquilibres et des perturbations. La filiere lait reste
déstructurée avec un taux de collecte trés marginale, qui ne dépasse pas le 10% (Kacimi-El hassani
2013) elle fonctionne exclusivement avec de la poudre du lait importée.

3. Production du lait cru en Algérie tableaux I et 11

La production nationale, estimée a 01,6 milliard de litres par an, ne couvre qu’environ 40% des
besoins (Yakhlefet al. 2010). Le reste est importé, sous forme de poudre du lait et de matiére grasse
laitiecre anhydre (MGLA), auxquels il faut rajouter d’autres ingrédients de fabrication (levains,
enzymes coagulantes, lactoserum, aromes. . .€tc).

La production du lait cru, a été évaluée en 2000 a 01.38 milliards de litre, contre une demande de 03.3
milliard de litre. Evaluée en 2003 a 01.6 milliards de litre (Anonyme 2004). En 2012 la production
laitiere a été évaluée a 03.14 milliards de litres. (Anonyme 2016). En 2015 la production nationale du
lait cru est estimée 03.6 milliards de litres, dont 02,7 milliards de litres est essentiellement bovine
(Anonyme 2016). Cette production globale est fournie a 73% par un cheptel bovin et seulement 1/3 de
cette production est valorisé sur le circuit industriel (Anonyme 2016).

La quasi-totalité de la production ovine, caprine et cameline est autoconsommée (Bekhouche 2011).

Tableau 1 : Estimation de la production locale par les quatre especes laitiéres (Soukehal 2013)

Parametres/Espéces Vache chevre Brebis Chamelle

Effectifs (tétes) 951.0% 2500.10° 135.10° 185.10°

Nbre d’¢éleveurs 215.10° 200.10° 350000 10.10°

Nbre moyen de femelle/éleveur 04 12 38 18

Production/lait(Tonne) 186.10° (72%) 250.103(10%) 400.10° 50.10°(02%)
(16%)

Nbre d’habitants/type de femelle 40 15 03 200

Nbre* Nombre

Le déficit de la production laitiere, fait en sorte que, les structures des unitésde transformation
étatiques et privés fonctionnent en majeure partie, gréce, au traitement du lait recombiné a partir de
poudre de lait et de M.G.L.A*(matiére grasse anhydride) a importées.
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La production du lait, a enregistré un accroissement notable mais insuffisant pour couvrir une forte
demande en perpétuel progression. De méme, le programme de réhabilitation de la production laitiére,
n’a pas pu faire progresser, de maniére significative, la collecte et le taux d’intégration du lait cru qui
ne dépasse pas les 15% (Kacimi- El hassani 2013).

L’ Algérie est le premier pays consommateur du lait au Maghreb (Ghozlane et al.2003; 2010), avec un
marché annuel estimé en 2007 & 01.7 milliard de DA*(Dinar Algeérien).

Ce dernier, ayant un taux de croissance évaluée a 08% (Souki 2009). D’apres Kali et al. (2011), et
depuis les années 2000, malgré les efforts consentis par les pouvoirs publics, a travers les différents
plans de développement agricole; en 2000 PNDA* (Plan National de Deéveloppement Agricole),
élargit en 2002 aux régions rurales par le PNDAR*(Plan National du Développement Agricole et
Rural), afin d’encourager 1’élevage, de booster la production laitiére locale, sur tout de développer la
collecte du lait cru. Le constat selon I’auteur, est que, les importations de la matiére premiére (poudre

du lait en D’occurrence), nécessaire au fonctionnement de I’industrie laitiére restent toujours
prédominante et la consommation laitiére dépendante du marché laitier mondial, pour plus de 70% de
son volume (Tableau I).

Tableau 2: Evolution de la production laitiere 2000-2007 source Ministére d’agriculture et de développement rurale
(MADR)

Années 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Product.x108 L 900 850 1302 1230 1280 1344 904 917
Collecte x10°L 99.9 93.5 130.2 123 140.8 161.3 90.4 119.3

En outre, I’intervention de 1’état a porté essentiellement sur un élargissement de marché, par des
mesures de soutiens des prix a la consommation toute en négligeant I’intensification de la production
laitiére locale, en amont, ce qui est derriére la forte dépendance de la filiére lait en Algérie au marché
mondial de la poudre du lait (Kacimi- El hassani 2013).

Malgré ces efforts susmentionnés, consentis par les pouvoirs publics, des mesures incitatives, initiés
par la ministére d’Agriculture (Djermoun et Chehat2010; 2012; Chedded 2015) la production laitiere
reste insuffisante, un élevage quasi extensif (Soukehal 2013 ), repartir inégalement a travers le
territoire et se concentre au nord du pays (Soukehal 2013).

4. Evolution des importations de I’Algérie en poudre du lait tableaux I11 et IV :

Le lait représente 22% des importations alimentaires totales de 1’Algerie (Bekhouche 2011). Cette
dépendance, s’aggrave de plus en plus, dans un contexte ou les prix de la poudre du lait ne cesse
d’augmenter a ce titre, et entre 1999 et 2000, ces prix ont connu une forte augmentation de 52%, cette
situation était relative a la baisse de 1’offre mondiale de 09% par rapport aux années précédentes
(Souki 2009). En février 2007, les prix de la poudre du lait, ont connu une nouvelle augmentation et la
tonne de la poudre laitiére, avait atteint 3000 USD. Cette tension sur les prix a été expliqué, sur tout,
par 1’augmentation de la demande asiatique (notamment chinoise) sur cette denrée alimentaire et la
baisse des subventions a 1’exportation sous la pression de 1’organisation mondiale de commerce
(OMC), et sur tout, la baisse de la production mondiale, en raison des mauvaises conditions
climatiques (Souki 2009).
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Tableau 3 : Evolution des importations alimentaires (ImpA) et importations laitieres(ImpL) pour la période 2000- 2012-
Valeur en milliards USD.(*Source: Etabli sur la base des données de Statistiques du Commerce Extérieur de L’Algérie
(2000- 2012).

Année 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
ImpA 241 2,39 2,74 2,67 3,59 3,58 3,80 4.95 7.81 5.86 6.05 9.85 8.89
Imp L 0,37 0,26 0,43 0,45 0,74 0,67 0,70 11 1.28 0.82 0.99 1.54 1.26

En outre, les quantités importées, du lait en poudre, cremes de lait et matiéres grasses laitieres,
utilisées comme intrants dans la filiere laitiére, n'ont pas connu une tendance baissiére, puisqu'elles
sont passées a 17.076,42 tonnes a la fin de 2015, contre 14.758,08 tonnes a la fin de I'année 2014, soit
une augmentation de 15,71% (Anonyme 2016).

La consommation individuelle du lait par année et par habitant, est passée de 34L/hab/année en 1970 a
95L/ hab/année en 1995, En 2002 elle est estimée a 105L/hab/année et a 116L/hab/année en 2003, a
115L/ Hab/Année en 2005 (Souki 2009). En 2010, elle est estimé, a 117L/ Année/ Hab (Kali et al.
2011). Cette derniére a été estimee a 143L/hab/année en 2012 (Kacimi-EIl hassani 2013).

Tableau 4 : de synthése, d’apres les données du CNIS* évolution des importations (Imp) des produits laitiéres- poids en
tonnes (Tn) valeur des importations en USD (Dollars) pour la période: 2008- 2013.

Année 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Imp/(Tn) 372188 296739 345438 326387 300150 262896

Imp/USD 1295064771 862552501 993961722 1525744216 1268660792 1075953832

En outre, du fait de la chute des prix, relative a cette denrée alimentaire, sur le marché mondial, la
facture des importations a été estimée, en janvier 2015 a 62,791 millions USD et de 43,787 millions
USD en janvier 2016, soit une chutée de 30,27%. (Anonyme 2016).

5. Lacollecte du lait cru

Le niveau de collecte nationale, du lait cru, n’a été évaluée qu’a 116 millions de litre soit 07% des
capacités de production nationale pour la période 2000- 2004 (Statistiques du M.A.D.R). Ce faible
taux de collecte, a rendu nécessaire, I’importation de 1’équivalent de 742 millions USD en 2005
(Anonymes 2005;Bekhouche 2011).

Des centres de collecte réalisés dans le but de promouvoir la collecte de lait cru, sont représentés par
un nombre, relativement important, au niveau de la zone classée premiére (Zone 1) ; il s’agit de la
zone littorale et sublittoral avec 57 centres de collecte ; 27 centres de collecte sont implantés dans la
zone agropastorale et pastorale (Zone 2) et 16 centres de collecte sont implantés sur le territoire
saharien (Zone 3) (Kali et al. 2011)

Le capital zootechnique laitier par habitant reste trop faible, environ une vache pour 40 habitants
(Soukehal 2013) et sur tout une collecte du lait cru trés marginale, ou plus de 60% de la production du
lait est autoconsommeée en zone rurale, elle concerne la totalité de la production caprines, ovine et
camelines et 2/3 de celle des vaches (Soukehal 2013). L’effectif du cheptel total bovin est d’environ
02 millions de tétes, dont I’effectif des vaches laitiéres est estimé a plus d’un million de tétes
(Anonyme 2016).
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6. Conclusion

De I’analyse des données statistiques, relevant du domaine de commerce extérieure d’Algérie, du
Ministere d’Agriculture et de Développement Rural (MADR), du Centre National d’Informatique et
de Statistique(C.N.L.S), il ressort que la filiére lait en Algérie est fortement dépendante du marché
mondial, du fait d’une totale déconnexion de I’industrie laitiere nationale (qui repose principalement,
sur les transformations (recombinaison) de la poudre importée) de la sphére de production locale, cette
derniere, reste faible, malgré les différentes politiques et plans de soutien et d’encouragement. Les
principales mesures des différents plans, ayant ciblée 1’amélioration de la production laitiére, ont
surtout focaliséles aspects quantitatifde la production et se sont tres peu intéressées a la qualité du
produit et a son évolution.

7. Références bibliographiques

Amellal, R. (1995). La filiere du lait en Algérie : entre I'objectif de la sécurité alimentaire et la réalité de la
dépendance. CIHEAM. Options Méditerranéennes Série B, n14 Pp : 229- 238.

Anonyme (2004). Statistiques du Ministére d’Agriculture et de Développement Rural (MADR). DATA non
publié.

Anonyme (2004). Statistiques du Ministére d’Agriculture et de Développement Rural (MADR). Direction de
production animale DATA non publié.

Anonyme (2016). Bureau National d’Etudes pour le Développement Rural (BNEDER) Ministére d’Agriculture
et de Développement Rural (MADR). DATA non publié.

Bekhouche- Guendouz N (2011). Evaluation de la Durabilité des Exploitations Bovines Laitiéres des Bassins
de la Mitidja et d’Annaba. Thése de Doctorat Ecole Nationale Supérieure Agronomique d’Alger (ENSA).
Algerie. Pp : 49, 58.

Belhadia M, Saadoud M, Yakhlef H, Bourbouze A (2009).La production laitiére bovine en Algérie : Capacité
de production et typologie des exploitations des plaines du Moyen Cheliff. Revue Nature et Technologie 01
Juin 2009. Pp: 54- 62.

Belhadia M, Yakhlef H, Bourbouze A, Djermoun A (2014). Production et mise sur le marché du lait en
Algérie, entre formel et informel. Stratégies des éleveurs du périmétre irrigué du Haut- Cheliff. NEW
MEDIT N. 1/2014, 41- 49.

Benslimane M, Hamimed A, El Zerey W, Khaldi A et Mederbal K (2008).Analyse et suivi du phénoméne de
la désertification en Algérie du nord [VertigO] la revue électronique en sciences de I’environnement, vol 8,
n3, 2008. URI:https://tel.archives-ouvertes.fritel- 01241684/document HAL Id: tel-01241684
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01241684.

Benyoucef M.T (2005). Diagnostic systemic de la filiere lait en Algérie, organisation et traitement de
I’information pour I’analyse des profils de livraison en laiteries et des paramétres de production des
élevages: Thése de Doctorat option: sciences animales, Institut National d’Agronomie (I.N.A) El Harrach
Algérie. Pp : 3,7, 373.

Chedded M. A. (2015). Analyse de I’impact des investissements agricoles réalisés dans le cadre du Plan
National de Développement Agricole (PNDA) sur 1’évolution des techniques de productions laiticres,
céréalieres et oléicoles en Algerie : “étude de cas dans la wilaya de Tizi Ouzou. Thése de Doctorat -
Université d’Avignon. France. https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01241684/document.

Cheriet F (2006).Analyse des alliances stratégiques entre FMN et PME: cas de 1’accord Danone Djurdjura en
Algérie. Thése de Master of Science n° 79, 2006 IAMM, CIHEAM, 2006.

Djermoun A et Chehat F (2012).Le développement de la filiere lait en Algérie : de 'autosuffisance a la
dépendance. Livestock Research for Rural Development 24 1), 2012.
http://www.lrrd.org/lIrrd24/1/abde24022.htm.

Djermoun AEK et Chehat F (2010). Les circuits empruntés par le lait local dans le Chéliff en Algérie:
importance du circuit informel. Livestock Research for Rural Development 22 (11) 2010.
http://www.Irrd.org/Irrd22/11/djer22199.htm.

Meribai et al. (2016) / Journal of new sciences, Agriculture and Biotechnology, 35(7), 1986-1992 1991


https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01241684
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01241684/document
http://www.lrrd.org/lrrd24/1/cont2401.htm
http://www.lrrd.org/lrrd24/1/abde24022.htm
http://www.lrrd.org/lrrd22/11/cont2211.htm
http://www.lrrd.org/lrrd22/11/djer22199.htm

Volume 35(7). Published November, 01, 2016 h JOURNAL
u . Puoli Vi 01, !
WWW.jnsciences.org % OF NEW SCIENCES

E-ISSN 2286-5314 WWW.JNSCIENCES.ORG

Ghozlane F., Yakhlef, H., Yaici S (2003). Performances de reproduction et de production laitiére des bovins
laitiers en Algérie. Annales de I’Institut National Agronomique — El-Harrach- Vol. 24, N°1 et 2, 2003, 55-
68.

Ghozlane F., Belkheir, B., Yakhlef, H (2010).Impact du Fonds National de Régulation et de Développement
Agricole sur la durabilité du bovin laitier dans la wilaya de Tizi Ouzou(Algérie). New Medit. 3. 22-27.
Hachachna Z (1999). Evolution du concept de politique alimentaire et ses effets sur la consommation : exemple

de I’Algérie. Thése de master of science, [AMM, CIHEAM, 1999.

Kabir Ahmed (2014). Contraintes de la production laitiére en Algerie et évaluation de la qualité du lait dans
I’industrie laitiére (Constats et perspectives). Thése de Doctorat Option Microbiologie Alimentaire.
Université d’Oran 1- AlgeriePp: 52. 60

Kacimi-El Hassani S (2013).La Dépendance Alimentaire en Algérie : Importation de Lait en Poudre versus
Production Locale, Quelle Evolution ?Mediterranean Journal of Social Sciences MCSER Publishing,
Rome-Italy. Vol 4 No 110ctober 2013. 152- 158.

Kali S, Benidir M, Ait Kaci K, BelkheirBandBenyoucef M.T (2011).Situation de la filiere lait en Algérie :
Approche analytique d’amont en avallLivestockResearch for Rural Development 23 (8)
2011http://www.lrrd.org/lrrd23/8/Kali23179.htm

Khaldi Abdelkader (2014). La gestion non—durable de la steppe algérienne, VertigO la revue électronique en
sciences de [I'environnement [Online], Regards/ Terrain, URL:http://vertigo.revues.org/15152;DOI
10.4000/vertigo.15152.

Laameche F (2011). La chamelle laitiére : pour une nouvelle stratégie durable de la filiere lait dans les régions
sahariennes, cas de la région de Ghardaia. 1séminaire sur le lait et ses dérivés, entre réalité de production
et réalité de transformation Guelma-Algérie, les 4 et 5 Oct. 2011. Pp: 13.

Nedjraoui D (2003). Profil fourrager Algerie. Doc FAO. 30P. http://www. fao.org/ ag/
agp/agpc/doc/counprof/PDF%20files/Algeria-French. pdf

Nedjraoui D and Bédrani S (2008).La désertification dans les steppes algériennes : causes, impacts et actions
de lutte, VertigO- la revue électronique en sciences de I'environnement [Online], Volume 8Numérol.
URL:http://vertigo. revues. org/ 5375. DOI: 10.4000/ vertigo. 5375.

Nouad M. A (1997). Algeria Country paper ITEBO Birtouta.Algiers Algeria. https:// www. ilri. org/InfoServ/
Webpub/fulldocs/wana/algeria.htm. In: Thomson E.F., von Kaufmann R., Li Pun H., Treacher T. and van
Houten H. (eds). 2000. Global Agenda for Livestock Research. Proceedings of a Consultation on Setting
Livestock Research Priorities in West Asia and North Africa (WANA) Region, ICARDA, Aleppo, Syria,
12— 16 November 1997. ILRI (International Livestock Research Institute), Nairobi, Kenya, and ICARDA
(International Center for Agricultural Research in the Dry Areas), Aleppo, Syria. 172 pp. ISBN 92-9146-
062-1.

Senoussi A (2011). La filiére lait dans les régions sahariennes, source de promotion de produits de terroir - cas
de la région de Ghardaia. 1°" séminaire sur le lait et ses dérivés: entre réalité de production et réalité de
transformation Guelma, Algerie- les 4 et 5 Oct. 2011. Pp: 11.

Soukehal A (2013). Dossier filiére lait : Comment atteindre 1’autosuffisance en 10 ans ! Revue Perspectives N9-
3eme trimestre 2013. Pp : 23- 29. http:// www. Pixal communication.com/perspectives/revue/n9. pdf.

Souki H (2009). Les stratégies industrielles et la construction de la filiere lait en Algerie : Portée et limites.
Revue CampusN: 15/2009. Pp : 3- 15.

YakhleF H, Madani T, Ghozlane F and Bir B(2010).Réle du matériel, animal et de 1’environnement dans
Porientation des systémes d’élevages bovin en Algérie:In: la filiére lait en Algérie. Communication aux
8™ Journées des Science Agri, les 18 et 19 avril. Ecole National Supérieure Vétérinaire d’alger. Algerie.

Meribai et al. (2016) / Journal of new sciences, Agriculture and Biotechnology, 35(7), 1986-1992 1992


http://www.lrrd.org/lrrd23/8/cont2308.htm
http://www.lrrd.org/lrrd23/8/cont2308.htm
http://www.lrrd.org/lrrd23/8/Kali23179
http://vertigo.revues.org/15152
http://vertigo/

Volume 32(4). Published August, 01, 2016 2 JOURNAL
olume . Published August, 01, ;
WWW.jnsciences.org J ) OF NEW SCIENCES

E-ISSN 2286-5314 . WWW.JNSCIENCES.ORG

Acetaldehyde and lactate production after long term freezing for
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Abstract - Streptococcus thermophilus is a homofermentative thermophilic lactic species, the most
widely used in milk process and dairy technology, such as fermented milks, beverages, yoghurts and
cheeses. It is the only urease positive, lactate and flavor compounds (acetaldehyde) production
responsible. Acetaldehyde is the main aroma in yoghurts, produced from lactose, glucose, pyruvate
converted from threonine and methionine. However, biosynthetic pathways and their regulation are not
elucidated. By their resistance to bacteriophages attack, these species are used also in cheeses ripening.
However, in all milk technological process, species are used only in mixed culture, associated with
thermophilic lactic strain such as Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helviticus and Bifidobacterium
sp, where synergies phenomenon were observed, never in single culture. The study aimed to assess
technological behavior of wild Streptococcus thermophilus strains isolated from Algerian raw milk in
single culture. Strains belonging to Streptococcus thermophilus species were isolated, selected from
Algerian raw milk using MRS and M17 medium, their technological skills of lactate and acetaldehyde
production kinetics were explored. From all samples collected, three isolated lactic strains were selected
as having unusual technological performance ST, ST, and STs, milk acidification (°D* Dornic degree)
were respectively 70°D and 74°D and 69°D, flavoring power of reconstituted skim milk (in ppm: parts
per million) was 0.09 ppm for ST1, 0.07 ppm for ST>, and 0.04 ppm for the strain STs.

Keywords: Streptococcus thermophilus; Wild strains ; Selection ; Acetaldehyd ; Lacticacid

Résumé - Streptococcus thermophilus est 1’une des espéces homofermentaires les plus utilisées en
industrie laitiere, comme starter des processus technologiques thermophiles dans la production des laits
fermentés, boissons lactées acidifiées, yaourts et certains fromages a pate dure. Elle est la seule espéce
lactique thermophile, uréase positive, assurant 1’acidification et 1’aromatisation rapide du lait.
L’acétaldéhyde, est I’ardme principal, responsable du goit caractéristique des yaourts, de certains laits
fermentés et des fromages, produit a partir du lactose, du glucose et du pyruvate. Chez ’espéce S.
thermophilus, I’acétaldéhyde est aussi produit a partir de la thréonine et de la méthionine. Les voies
biochimiques de conversion enzymatiques des deux acides aminés et leur régulation sont peu élucidées,
et sujets a des controverses. Ayant une résistance innée aux attaques des bactériophages, [’espece S.
thermophilus est utilisée dans la fabrication et la maturation des fromages a pate cuite. Cependant, dans
ces processus technologiques, 1’espéce n’est utilisée qu’en culture mixte, jamais en culture pure,
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associée a d’autres especes thermophiles a ’exemple de Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
helviticus et Bifidobacterium Sp ou des phénomeénes synergétiques sont observés.

L’objectif de 1’étude est I’exploration du comportement technologique, en culture pure, des souches
(indigénes) de Streptococcus thermophilus, isolées, caractérisées et sélectionnées a partir du lait cru
d’Algérie, leurs aptitudes technologiques d’acidification (production de lactate en °D* :degré Dornic) et
d’aromatisation (production d’acétaldéhyde en ppm* :partie par million) sur milieu restreint de
fermentation; le lait écrémé est reconstitué a 10% W/V, a un intervalle d’incubation de 24h a 42 °C,
aprés une longue durée de cryoconservation. Les résultats ont donné trois souches (indigénes)
sélectionnées, par leurs aptitudes d’aromatisation du lait écrémé reconstitué ST1: 0.09, ST2 : 0.07 et
ST3 0.04 ppm d’acétaldéhyde. L’acidification par production du lactate en degrés Dornic (°D) était de
70°D (ST1), 74°D (ST2) et 69°D (ST3).

Mots clés: Streptococcus thermophilus, Sélection, Acétaldéhyde, Acidification, Aromatisation.

1. Introduction

Streptococcus thermophilus est 1’une des espéces lactiques, homofermentaires, les plus utilisées en
industrie laitiére (El Sharoud et al, 2013), la seconde apres I’espéce Lactococcus lactis (Hols et al. 2005).
C’est la seule espéce lactique dotée d’uréase (Mora et al. 2004, 2005 ; Zota et al. 2008 ; El- Sharoud et
al. 2013), assurant une acidification rapide, par conversion du lactose en lactate (Meribai et al. 2010), la
sécrétion d’exopolysaccharides (Wu et al. 2014 ; Mostefaoui et al. 2015), la synthése de vitamines, dont
I’acide folique (lyer et al. 2010 ; 2010) et la production de composés aromatiques, dont I’acétaldéhyde
(Chavez et al. 2003 ; Benaama et al. 2011, 2012). Traditionnellement, 1’espéce est utilisée en culture
mixte ; en co-culture avec des lactobacilles thermophiles et certaines espéces de Bifidobacterium sp
(Oliveira et al. 2009 ; Almeida et al. 2009), dans les yaourts, en co-culture avec Lactobacillus bulgaricus
(Courtin et Rul 2004 ; Angelov et al. 2009), dans certains fromages en co-culture avec Lactobacillus
helviticus (Bernardeau et al. 2008) et les fromages a pate cuite a I’exemple de I’Emmental, gruyére et
grana, ayant la présomption d'innocuité (GRAS), statut proposeé par I'Autorité Européenne de la Sécurité
des Aliments (Delorme 2008). L’acétaldéhyde est reconnu comme 1’ardme majeur des laits fermentés
acidifiés (Ott et al. 2000 ; Valero et al. 2001), des yaourts (Chavez et al. 2002) et de certains fromages
(Ottetal. 1997). Il est responsable du go(t agréable, fruité, caractéristique des yaourts, hautement désiré
par le consommateur (Bongers et al. 2005 ; Ott et al. 1997, 2000). Les voies biochimiques de synthese
de I’acétaldéhyde et leur régulation, chez les bactéries lactiques, semblent souches lactiques dépendantes
(Chavez et al, 2002).

Des auteurs, ont rapporté qu’en culture mixte, I’espeéce thermophile: Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus est plus productrice d’acétaldéhyde que [D’espéce Streptococcus thermophilus,
(Xanthopoulous et al. 1994 ; Georgala et al. 1995 ; Beshkova et al. 1998), d’autres travaux, ont montré
le contraire (Schirch etal. 1985 ; Ott et al. 1997 ; Chavez et al. 2002, 2003).Chez les bactéries lactiques,
I’acétaldéhyde, est peut étre, formé directement lors de la fermentation du lait, par décarboxylation du
pyruvate, sous I’action de la pyruvate décarboxylase, ou indirectement a partir de 1’acétyle Co-enzyme
A (*Acétyle CoA), via la pyruvate déshydrogénase et I’aldéhyde déshydrogénase (Chavez et al. 2003 ;
Bongers et al. 2005). Chez I’espéce Streptococcus thermophilus, 1’acétaldéhyde est aussi formé a partir
de la thréonine, sous ’action enzymatique de la serine hydroxyméthyle transférase (*SHMT), par
clivage de la thréonine et la formation d’acétaldéhyde et de la glycine (Chavez et al. 2003 ; Benaama et
al. 2011, 2012).

La production des composés aromatiques, lors de la fermentation lactique, est un phénomeéne
biochimique complexe, lié aux caractéres physiologiques et biochimiques de la souche lactique
aromatisante et d’autres facteurs exogénes, a ’exemple du potentiel d’oxydoréduction du milieu de
culture (Martin et al. 2011), des conditions de culture et de la composition du milieu de fermentation
(Escamilla-Hurtado et al. 2005 ; Baranowska 2006), de la durée et de la température de conservation
(Valero et al. 2001), du mode de conservation et de la nature de I’emballage du produit final (Saint-Eve
et al. 2008). Chez I’espece lactique Streptococcus thermophilus, 1’acétaldéhyde est peut étre produit a
partir du métabolisme des sucres, des acides aminés, des nucléotides et du métabolisme du pyruvate
(Chavez et al. 2002). D’autres facteurs, peuvent influencer la production d’acétaldéhyde, a I’exemple
du traitement thermique (chauffage) préalable du lait (Lorenzen et al. 2003), du temps et de la
température de fermentation, et du choc thermique exercé sur les levains starters thermophiles (Ozer

Meribai et al. (2016) / Journal of new sciences, Agriculture and Biotechnology, 32(4), 1871-1878 1872



Volume 32(4). Published August, 01, 2016 % JOURNAL
u . Publi ugust, 01, !
WWW.jnsciences.org % OF NEW SCIENCES

E-ISSN 2286-5314 WWW.JNSCIENCES.ORG

and Ataso 2002). Les voies métaboliques de dégradation des peptides et des acides aminés, chez I’espéce
S. thermophilus semblent responsables des niveaux de production d’acétaldéhyde, cependant la
régulation de ces voies biochimiques et le role de ’'uréase et son implication dans la production
d’acétaldéhyde, ne sont pas clairement élucidés. L’objectif de I’étude est 1’exploration du comportement
industriel des souches indigenes de S. thermophilus, isolées du lait cru d’Algérie, en culture pure,
I’évaluation de leur activité métabolique, sur milieu de fermentation restreint : le lait écrémé reconstitué
a 10%W/V, par le suivi de la cinétique d’aromatisation (acétaldéhyde) et d’acidification (lactate), aprés
une longue durée de cryoconservation a -80°C.

2. Matériel et méthodes

2.1. Origine des souches lactiques thermophiles

Les souches lactiques thermophiles (Streptococcus thermophilus), isolées du lait cru collecté dans le
Nord-Est algérien, et préalablement caractérisées, appartiennent a la collecte des souches lactiques
thermophiles, d’intérét technologique (Meribai et al. 2014 : DATA non publiées). Elles ont été
conservées a -80°C sur Bouillon M17 (Pronadisa- Spain), additionné de 30% de glycérol bidistillé
(Gyosheva et al. 1995).

La souche de référence STL- Streptococcus thermophilus, isolée a partir d’un ferment thermophile
Iyophilisé (souche starter), destiné a la fabrication du yaourt, est importée par 1’Office National
Interprofessionnel du Lait (*ONIL).

2.2. Revivification des souches lactiques thermophiles

La réactivation des souches lactiques est réalisée par double ensemencement de 24h, sur Bouillon M17
(Tarzaghi et Sandine 1975) a 42°C puis par incubation de 24h, sur le milieu de fermentation (Lait écrémé
reconstitué a 10% : W/V). La souche de référence STL, a subi un traitement de réactivation et de
revivification, similaire a celui des souches indigenes.

2.3. Cinétique de production d’acétaldéhyde

Le suivi de la cinétique de production d’acétaldéhyde a été réalisé, selon le protocole préconisé par
Yu.ksekdag, et al. (2004). La sélection des souches, s’est faite par 1’élimination de celles n’ayant pas
donné d’acétaldéhyde, au bout de 24 H, sur le milieu: lait écrémé reconstitué a 10% (W/V).
L’inoculation des souches lactiques et de la souche de référence (STL), a été effectuée, dans un rapport
de 02% (2ml de la suspension bactérienne dans 100ml du milieu de fermentation) puis par incubation a
42°C. La lecture a été réalisée sur spectrophotométre contre une solution standard (Etalon)
d’acétaldéhyde pur (Facteur de conversion sur emballage : 1.8 mg/m®= 1 ppm a 25°C) a différents
intervalles d’incubation 04H, 08H, 16H et 24H. Les résultats sont exprimés en partie par million (*ppm).

2.4. Cinétique d’acidification (titration de I’acide lactique)

L’acidification, par titration du lactate, sur milieu de fermentation (lait écrémé reconstitué a 10%) a été
suivie pendant 24H d’incubation a différents intervalles de temps : 04H, 08H, 16H, et 24H, selon la
méthode décrite par Demirci et Gunduz (1994), avec de légéres modifications.

3. Résultats et discussion

3.1. Résultats

Le tableau 01 illustre les principales caractéristiques des souches lactiques, apreés leur réactivation sur le
milieu de culture sélectif M17.

La figure 1 représente le suivi de la cinétique de production d’acétaldéhyde a intervalle de 24H
d’incubation a 42°C sur le lait écrémé reconstitué a 10%.

4. Discussion

4.1. Cinétique de la production d’acétaldéhyde

En plus de la production du lactate et de la diminution du pH (acidification du milieu fermentaire), le
processus fermentaire, assuré par les souches lactiques thermophiles, aboutit aussi a la formation de
composés aromatiques, dont 1’acétaldéhyde estimé a des valeurs de 0,09°D(ST1), 0,07°D(ST2) et
0,04°D(ST3), ce qui améliore la texture et les caractéres organoleptiques du produit final.
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Tableau 1 : Caractérisation biochimique des souches lactiques thermophiles aprées leur réactivation

Souches :
Aspects des colonies

Aspect des cellules

Coloration de Gram

Mobilité

Test de catalase

Test d’oxydase

Test de Nitrate réductase

Croissance a différente température a 10°C
Croissance a différente température a 45°C
Croissance a différente température a 55°C
Thermo résistance pendant 30mn a 60°C
Croissance en présence de 2% Na CI
Croissance en présence de 04.5% Na Cl
Croissance en présence de 6,5% Na Cl
Croissance sur milieu alcalin (pH : 9.6)
Croissance sur lait bleu de Sherman

Action sur le lait tournesolé
Test d’homofermentation

Recherche de Citratase
Production d’acétoine(Test)

ST1 ST2 ST3 STL*
Blanchatres, bombées crémeuses

Coccie Coccie Coccie Coccie
+ + + +

+ + + +

+ + — +

+ + + +

+ + + +

+ _ _ _
*A.C *A.C.R *A.C.R *A.C.R
HMF HMF HMF HMF
+ _ _ _

+ + + +

STL* souche de référence, ST1,2, 3souches indigénes, HMF homofermentation, HTF heterofermentation
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Le protocole colorimétrique adopté pour le dosage du principal ardbme (acétaldéhyde), avec de légeéres
modifications, a montré que I’optimum de cette production, pour I’ensemble des souches, est atteint vers
16H d’incubation a 42°C, température optimale relative aux souches lactiques thermophiles étudiées

(Chavez et al. 2003).
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Déja Singh et al. (1980), avaient noté que I’espéce S. thermophilus, en culture pure, comme en culture
mixte, en co-culture avec les especes Lactobacillus bulgaricus, produit plus de lactate. L’espéce est
seule responsable de ’acidification et de la production d’acétaldéhyde a 37 °C ainsi qu’a 42 °C.

En outre, Benaama et al. (2011, 2012) avaient noté un maximum de production d’acétaldéhyde par des
souches (indigenes) de S. thermophilus, isolées du lait cru de vache, aprés uniquement 10H d’incubation
a 42°C, en culture pure, sur un milieu de culture (lait écrémé reconstitué a 10% W/V). Pour I’ensemble
de nos souches, le suivi de la cinétique, de production des ardmes, durant 24H d’incubation, a montré
deux étapes successives : une premiere étape, ascendante, apres 16 heures de fermentation, durant
laquelle, il y a synthése d’ardme (acétaldéhyde), suivie par une deuxiéme étape, de déclin (descendante),
pendant laquelle il y a appauvrissement du milieu en composés aromatiques.

Cette 2éme phase, de déclin, commune a toutes les souches étudiées, ST1, ST2 et ST3, peut étre
expliquée par un probable épuisement des précurseurs d’ardme dans le milieu de culture. A cela,
s’ajoutent les contraintes expérimentales, liées aux pertes d’une partie des composés aromatiques, en
raison de leur nature volatile.

A ce titre, Imhof et al. (1994), avaient noté que la formation des composés aromatiques dans le milieu
de culture, avait lieu durant la coagulation du lait et pendant les 20 premiéres heures de fermentation.
Beshkova et al. (1998) avaient noté que le maximum d’activité aromatisante (production des arémes),
par des souches lactiques thermophiles, en cultures pures et mixtes, a été enregistré durant les premiéres
heures de coagulation du lait (aux environs de 07H de fermentation), alors que les concentrations
maximales d’acétaldéhyde ont été obtenues aux environs de 22H a 23H de fermentation, ce qui est en
parfaite concordance avec nos résultats.

La production d’acétaldéhyde, semble étre une souche lactique dépendante (Chavez et al. 2002 ; 2003).
Le choix de la méthode colorimétrique pour le dosage de 1’acétaldéhyde, méthode utilisée par Lindsay
et Day (1965), développée par Xanthopoulous et al. (1994) puis par Yu.ksekdag, et al. (2004), est justifié
par le fait que cette derniére est plus sensible, permettant le dosage des arbmes a de faibles
concentrations, voire des traces (Xanthopoulous et al. 1994).

En outre, I’analyse comparative des composés aromatiques et pour les mémes échantillons, a montré
gue les méthodes colorimétriques sont plus reproductibles et plus précises, permettant le dosage des
arémes a de faibles traces : diacétyle a 12 uM, acétoine a 57 uM (Xanthopoulous et al. 1994).

En outre, la chromatographie gaz-liquide, méthode analytique rapide, est la plus utilisée pour quantifier
divers composés aromatiques a I’exemple de I’acétaldéhyde, éthanol et diacétyle dans des intervalles de
concentrations correspondant a celles des laits fermentés et divers produits laitiers. Cependant, cette
technique a I’inconvénient d’avoir des limites de reproductibilité élevées, allant de 65 uM pour 1’éthanol
a 250 uM pour I’acétaldéhyde (Xanthopoulous et al. 1994).

Dans une étude menée par Georgala et al. (1995), sur du lait cru de brebis et yaourt, préparés a base du
meéme lait, I’auteur a étudié¢ par chromatographie en phase gazeuse (CPG), la production des principaux
composés aromatiques (acétaldéhyde, diacétyle et acétoine),issus des fermentations par 05 souches de
Streptococcus thermophilus, 04 de Lactobacillus bulgaricus et 20 combinaisons entre ces deux espéces.
L’étude a révélé que, parmi les composés volatiles étudiés, la production des ardmes semble souche
dépendante, I’acétaldéhyde étant le produit majeur des souches en cultures pures et mixtes et atteint des
valeurs maximales de 13 a 14 mg/kg. Cependant, le diacétyle et I’acétoine étaient produits a de faibles
concentrations. De méme, les auteurs ont observé que les souches de Lactobacillus bulgaricus
produisent de grandes concentrations d’acétaldéhyde en comparaison avec celles produites par les
souches de Streptococcus thermophilus. La combinaison entre les souches en culture mixte stimule
réciproquement la production de 1’acétaldéhyde. D’autre part, Beshkova et al. (1998), en comparant la
production des composés aromatiques des souches lactiques starters du yaourt en cultures pures et
mixtes, les souches en culture mixte, ont montré une activité aromatique maximale. Cependant, la
souche Lactobacillus bulgaricus a montré un potentiel aromatisant plus élevé, avec production des
acides organiques de 2C & 10C. Selon Imhof et al. (1994), les aldéhydes et les alcools ne sont pas issus
du processus fermentaire et sont formés directement a partir du lait. Seuls 05 composés ont un impact
aromatique réel sur le produit final. Imhofet al. (1995) ont remarqué que sur un total de 32 composés
aromatiques, quantifiés par chromatographie gaz, seuls 03 composes avaient un impact aromatique sur
le produit de fermentation. La production d’acétaldéhyde, semble souche-dépendante, les souches
starters thermophiles produisant 03 a 04 fois plus de butane-dione en cultures mixtes. Baranowska
(2006), dans une étude sur I’effet de la composition du lait comme milieu de culture, enrichi par
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différents composants : (lactose (10g/L), glucose (0.70g/L), sodium protéinate (25g/L), sodium citrate
(03 g/L), citrate (01g/L) et thréonine (01 and 03 g/L) sur la formation des arémes de différents yaourts
frais, aprés 07 et 14 jours de conservation, a montré que la thréonine affecte positivement le taux de
formation d’acétaldéhyde et atteint des valeurs de 22, 24 et 56 mg/L, dans plusieurs types de yaourts
étudiés. En outre, 1’¢étude de la croissance (Biomasse) et production de I’acétaldéhyde sur du lait écrémé
reconstitué a 10%, additionné de 05 Mmol et 10 Mmol de thréonine, des souches de Streptococcus
thermophilus ont montré qu’aprés 10h de fermentation, ’acide aminé n’a pas d’effet sur la croissance
et la production de biomasse, alors que la production d’acétaldéhyde a augmenté significativement
(Benaama et al. 2011). Selon Benaama et al. (2012), aprés 1’addition de 0.5% et 03% de lactose et de
saccharose au milieu M17 (Tarzaghi et Sandine 1975) contenant trois souches lactiques thermophiles
(indigenes) Streptococcus thermophilus BN1, BN2 et BN3, isolées du lait de vache, une augmentation
significative de la production d’acétaldéhyde a été enregistrée.

Malgré les contraintes d’une congélation (-80°C) de longue durée, nos souches ST1, ST2 et ST3, ont
exhibé des profils acidifiants & 42°C, technologiquement intéressants avec :70°D, 74°D et 69°D. Selon
Lucas et Reyrolle (1989), I’acidité en degré Dornic (°D), est I’expression de 1’acidité développée dans
le milieu de fermentation (lait écrémé reconstitué a 10% W/V), par fermentation du lactose et production
d’acide lactique. Il est a noter que nos souches lactiques, préalablement isolées, conservées dans le
bouillon M17 additionné de 30% de glycérol, a (-80°C), revivifiées, n’ayant pas réussi a coaguler le lait
écrémé reconstitué, au bout de 24H, a 42°C, ont été éliminées de 1’étude. Par ce procédé, nous avons
sélectionné des souches technologiquement intéressantes, selon la régle de Chamba et Prost (1989), qui
considérent que toute souche lactique appartenant a ’espéce Streptococcus thermophilus, exercant une
variation de ApH de 0.50, durant un intervalle de temps de 04H, est une souche technologiquement
intéressante, surtout si on prend en considération les contraintes de la congélation, de la culture pure et
le pouvoir tampon exercé par le milieu de fermentation. L’étude comparative d’impact de deux
méthodes de conservation des souches lactiques : la congélation et la lyophilisation, durant six mois,
montre que la premiére méthode (congélation) a exhibé des souches lactiques ayant les taux de survie
et d'activité enzymatique intracellulaire, les plus élevés avec un faible taux d'autolyse (Kendyl et Al
Soda 2015).

4.2. Cinétique (d’acidification) de production du lactate (Figure 01)

L’acidification du milieu de fermentation, évaluée en degré Dornic, a été estimée par neutralisation, a
I’aide de la soude N/9, de 10ml du lait fermenté auquel est ajouté un indicateur de pH (solution
alcoolique de 01% de phénolphtaléine) (Demirci et Gunduz 1994). Le degré Dornic (°D) est I’évaluation
de I’acidité développée dans le lait, par transformation du lactose (sucre du lait) en acide lactique, un
degré Dornic (°D) correspondant a 0,1g d’acide lactique dans un litre de lait (Chamba et Prost 1989 ;
Thomas et Chamba 2000). En outre, Zisu et Shah (2003), lors d’une étude sur I’effet de la température
d’incubation, du pH et de I’addition des protéines au milieu de fermentation sur le métabolisme cellulaire
et la production des exopolysaccharides par 1’espece Streptococcus thermophilus1275, les différentes
combinaisons entre ces trois parameétres, ont montré que les plus grandes quantités de métabolites ont
été produites a 37°C, a 40°C et a pH 4,08. La température élevée de 45 °C, a diminué la production des
exopolysaccharides. Le choix de la température d’incubation de 42°C, nous semble judicieux, puisque
c’est la température optimale de croissance, relative a I’espéce étudiée en culture pure. Plusieurs auteurs
ont aussi utilisé la méme température de 42°C, pour 1’évaluation de la production d’ar6me chez I’espéce
S. thermophilus en culture pure (Chavez et al. 2002 ; 2003 ; Benaama et al. 2011, 2012).

5. Conclusion

Les souches lactiques thermophiles (indigénes) Streptococcus thermophilus ST1, ST2, et ST3, malgré
la conduite de leur culture sur milieu simple, sans aucun additif, aprés une longue période de
congélation, ont exhibé des profils aromatisants (acétaldéhyde) et acidifiant (lactate) d’intérét
technologique semblable a ceux de la souche de référence STL. 1l serait intéressant d’explorer leurs
potentialités en culture mixte, en présence d’espéces lactiques thermophiles et mésophiles, sur milieu
enrichi par des sucres (Lactose et Saccharose) et des acides aminés (Thréonine et Méthionine).
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Laits crus d’espéce cameline (Camelus dromedarius) collecté au
sud-est algerien: Aptitudes a la coagulation et transformation
technologique, effets d’un régime alimentaire riche en plantes
hallophytes sur I’évolution des flores lactiques
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Abstract - Camel is the most arid’s areas adapted dairy species. Raw camel milk, having nutritional,
therapeutic properties, rich in salts, enzymes, inhibiting growth of the indigenous lactic flora, where
it’s weak capacities in coagulation and transformation. Researchs related on thermophilic lactic flora
isolation, reported some particular characters as: resistance to high salts concentrations and the
bacteriocinogénic properties. This was attribute to the camel preferred vegetation, rich in salt-tolerant
plants, particularly species: Atriplex sp, Accacia sp and Limoniastrum guyomanum. The purpose of
this preliminary study was to evaluate the impact of this diet (rich in salt-tolerant plants) on camel
milk composition, on indigenous lactic flora evolution, understand the constraints coagulation, through
exploration of physicochemical parameters: pH, titrable acidity, lactic acid concentration, density, and
viscosity, then assessing their impact on the indigenous lactic flora development. Results show that :
pH were ranged between 04,79 and 05,04, titratable acidity between 65.7 °D and 78.3 °D, density
01,014 and 0,992, viscosity between 01,67 and 02,06, Indigenous lactic flora Counts in cfu/ml, on
corresponding mediums M17 and MRS, showed a predominance of Streptococcus species and
selected thermophilic lactic strains were characterized by bacteriocinogenic activity and milk
acidifying power.

Keywords: Camel milk, Hallophytes plants, Physico-chemical, Selection, Indigenous flora

Résume - La chamelle, est 1’espéce laitiére la plus adaptée aux régions arides. Le lait d’espece
cameline, ayant des propriétés nutritionnelles, thérapeutiques, riche en sels, en enzymes, inhibant la
croissance des flores bactériennes d’ou ces faibles aptitudes de coagulation et de transformation, des
travaux rapportent l’isolement des flores lactiques (biomasses) potentiellement acidifiantes et
résistantes aux concentrations élevées de sels. Ceci est attribut a la végétation préférée par la chamelle
dans son parcours, riche en plantes halophytes, particulierement les especes : Atriplex Sp, I’Accacia Sp
et Limoniastrum guyomanum. L’objectif de I’étude est d’explorer I’impact d’un régime alimentaire,
riche en plantes halophytes sur I’évolution des flores lactiques autochtones, d’expliquer les contraintes
liées a la coagulation, par I’exploration des paramétres physico chimiques: (pH, Acidité titrable, acide
lactique, masse volumique, densité et viscosité), I’évaluation de leur impact sur 1’évolution des flores
lactiques thermophiles, lors de collecte et de conservation pour six échantillons des laits crus de
chamelle, collectés dans trois wilayas (deux échantillons par willayas au Sud-est d’Algérie:
Msila(Msl, Ms2), Biskra(Bsl, Bs2) et Wargla(Wrl, Wr2). Les résultats ont montré que les pH,
étaient compris entre 4,79Bsl, et 5,04Wrl, I’acidité titrable était entre (65,7 °DMsl et 78,3°DWrl),
I’acide lactique (0,073Ms1 et 0,087Wrl), les masses volumiques étaient comprises entre (1,014Wrl et
0,992 Msl), la viscosité entre 1,67Msl et 2,06Bsl, les dénombrements des flores lactiques en
UFC/ml, sur M17, étaient comprises entre: a 30°C (3,14 x105Wrl et 07,2 x105Wrl); a37°C
(1,47x106Wrl et 3,11x106Ms1); a44°C (5,6x104 Bsl et 9,01x104Wrl), les flores lactobacilles sur
MRS étaient comprises entre: a30°C (1,65x106Bsl et 5,11x106Msl) a37°C (0,57x106Msl et
1,45x106Bs2) a44°C.(00Wrl et 6,11x104Ms2) et les souches sélectionnées. étaient dotées d’un
pouvoir acidifiant et bacteriocinogene.

Mots Clés: Plantes hallophytes, Chamelle, Lait cru, Physico-chimiques, Flores!lactiques.
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1. Introduction

Les Camelins appartiennent a I’ordre des Artiodactyla, sous ordre des Tylopoda, famille des
Camelidae, genre Camelus, I’espéce Camelus dromedarius (De Almeida 2011). La population
mondiale des camelins est estimée au environ 20 millions (FAO 2008). La chamelle est la seule espece
laitiere, ayant la capacité de produire du lait sous des conditions arides (Farah et al. 2007). La production
mondiale, en ce lait, a été estimée aux environ de 05,3 millions de tonnes par année, dont 01,3
millions de tonnes, seulement, consommeés par les humains (Al-Haj et Al- Kanhal 2010). En Afrique,
et dans les conditions favorables d’élevage, la production laitiére cameline est estimée a 10L par
jour et la production individuelle des chamelles varient entre 1000L et 2700L par cycle de
lactation, qui s’étale de 08 a 18 mois (FAO, 2008). En Algérie, le cheptel camelin est répartit sur 17
wilayates, avec 75% du cheptel dans 08 wilayates sahariennes (Ouargla, Ghardaia, El-Oued,
Tamanrasset, Illizi, Adrar, Tindouf et Béchar) et 25% du cheptel dans neuf wilayates steppiques
(Biskra, Tébessa, Khenchela, Batna, Djelfa, El-Bayad, Naama, Laghouat et M'sila) (Siboubkeur
2008). Bien que le cheptel camelin Algérien, reste d’effectif faible (Siboubkeur 2008), la production
laitiere, a partir de rares exploitations, a I’extensif, non spécialisées, situées dans des régions arides
(Laameche 2011), produisant des quantités limitées du lait, destinées sur tout a I’usage thérapeutiques,
ce produit draine une forte demande au nord du pays, son prix avoisine les 900(*DA) Dinars Algérien
le litre. Le lait de chamelle est de couleur blanchétre, en raison de la structure et de la composition de
sa matiere grasse, relativement pauvre en P-caroténe (Sawaya et al.1984). Il a un gout sucré,
Iégérement acide (Yagil et al. 1984), parfois salé et/ou Amer (Ramet 2003), en raison de la végétation
(des plantes) halophytes préférées par la chamelle (Khaskheli et al. 2005). Selon certains auteurs,
cette variabilité du goQt, est beaucoup plus liée au type de fourrage (plantes désertiques) ingérées
par la chamelle qu’a la disponibilité de 1’eau (Wangoh et al. 1998). Contrairement au lait de vache, le
lait de chamelle peut étre conservé pendant une durée plus longue a température ambiante avoisinant
30°C (relative aux régions arides). Selon Yagil et al. (1984), a une température de +04°C, ce lait est
conservé pendant plus de trois mois, sans constater aucun changement. En outre, des travaux ont
signalés des particularités liées aux flores lactiques, autochtones, isolées de lait cru d’espéce cameline
(Drici et al., 2010), ayant des résistances a des concentrations élevées de sels (Zadi-karem et karem
2006; Boublenza et al. 2011) et des propriétés bacteriocinogenes (production des bactériocines) avec
de large spectre d’action bactéricide (Zadi-Karam et Karam 2007); ces caractéres, semblent due a
I’influence des régimes alimentaires, riche en végétation halophyte, notamment les especes préférées,
par la chamelle dans son parcours, en 1’occurrence: Atriplex sp, Accacia sp and Limoniastrum
guyomanum. Dans des localités arides et isolées, la collecte du lait de chamelle, son transport, méme
dans des bonnes conditions de collecte et le respect de la chaine du froid, le transport pour des
longues distances, vers le nord du pays, pose le probléme d’évolution des flores bactériennes
indésirables, engendrant, par leur activités enzymatiques des changements de pH, d’acidité,
modifiant les caractéres organoleptiques. L’objectif de cette étude primordiale, est 1’exploration
simultanée des parametres physicochimiques (pH, Acidité titrable, acide lactique, masse volumique,
densité et viscosité) et I’évolution des flores lactiques thermophiles autochtones Lactobacillus sp
thermophiles et Streptocoques lactiques thermophiles, par des dénombrements en ufc*/ml (unité
formant colonies/ millilitre du lait camelin cru) sur leurs milieux bactériologiques sélectifs, MRS (De
Man et al.1960) et M17 (Tarzaghi et Sandine 1975) et d’explorer leur pouvoir inhibiteur
(bacteriocinogenique), in vitro, sur milieu agar Muller Hinton, dirigé contre des souches
procaryotiques pathogenes a paroi Gram négatif Escherichia coli, Salmonella sp, Klebsiella sp,
Proteus sp, Pseudomonas aeruginosa et a Gram positif Staphylococcus Sp, pour un ensemble de
six échantillons du lait cru de chamelle, collectés dans différentes localités, de trois willayas aux
sud-est d’Algérie (Biskra, M’sila et Wargla).

2. Matériel et Méthodes

2.1. Echantillonnage

Les six échantillons, ont été collectés durant les mois d’avril- mai 2012, dans différentes
localités, de trois willayas du sud-est Algérien, & raison de 02 échantillons par wilaya: (Biskra/Bs
Msila/Ms et Wargla/Wr) avec le respect de la chaine de froid.
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2.2. Analyses physicochimiques

Six (06) tests ont été réalisés: pH, Mesure des pH a I’aide d’un pH metre, type Sertes/ Inolab pH730
(Germany), Acidité titrable (Pour chaque échantillon, le contenu est versé dans un Bécher, puis le
titrage de 1’acidité en degré Dornic (°D) par neutralisation a I’aide d’une solution NaOH 0,1N, en
présence de 02 a 03 gouttes de phénolphtaléine a 05 % ont été ajoutés (Chamba et Prost 1989), masse
volumique (MV), Viscosité par viscosimétre de marque: Rion Viscotester VT- 03F.

2. 3 Dénombrement des flores lactiques thermophiles
Les dénombrements des flores lactiques, par réalisation des séries des dilutions (a 1’aide d’une solution

stérile: Tryptone sel eau (TSE) de 1071 4 106, Lactobacilles sur le milieu MRS (Pronadisa) a pH:
5.8 (De Man et al,1960), incubation & 44°C. Les streptocoques sur le milieu M17 (Pronadisa,), pH 6.2,
apres incubation a 43°C (Tarzaghi et Sandine 1975).

2.4. Sélection des souches lactiques et étude d’antagonisme microbien

A partir des flores dénombrées, 05 souches lactiques thermophiles, dont deux isolats lactobacilles
thermophiles (LbWr05, et LbBs06) et trois aliquots lactocoques thermophiles: LcWr02, LcBs03, et
LcMs04 ont été sélectionnées, pour leur effet bacteriocinogene (inhibiteur) dirigé contre des
souches,d’origine alimentaire, pathogénes a Gram (-) Escherichia coli, Salmonella sp, Klebsiella sp,
Proteus sp, Pseudomonas aeruginosa a Gram (+) Staphylococcus sp. Les interactions ont été suivi,
in vitro, sur milieu gélosé Muller Hinton (IPA, Algérie), selon un protocole inspiré des méthodes
préconisées par Tagg et al. (1973; 1976).

3. Résultats et discussion
3.1. Les parametres physico chimiques
Les résultats obtenus des analyses physico chimiques sont représentés dans la figure 1.
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Figure 1. Parametres physico chimiques (a: pH, b: AT, c:Mv, d: Masse volumique des échantillons, e: Lactate et f:
Viscosité les diamétres des interactions en mm
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Pour I’ensemble des échantillons, nous avons noté, une acidification, parfois intense, cas de
I’échantillon:; Biskaral, des valeurs des pH oscillent entre 04,795 (Bisl), la plus basse et Wr2 a pH:
05,01, ceci est peut étre attribué a une forte activité enzymatique des flores bactériennes et la
température ambiante de collecte des échantillons. Les valeurs d’acidité titrable (A°T) étaient cerné
entre: 65,7°D, pour 1’échantillon (Ms1) et 78,3°D pour I’échantillon (Wrl): L’échantillon (Bisl),
ayant marqué, la valeur du pH, la plus acide, n’est pas forcément celui renfermant la masse la plus
élevée en lactate. Le degré Dornic (°D) est une expression, de I’acidité développée dans le lait, par
transformation du lactose (sucre du lait) en acide lactique, un degré Dornic (°D) correspond a 0,1
d’acide lactique dans un litre de lait (Chamba et Prost 1989). Selon Yagil et al. (1984), le pH du lait de
chamelle est proche de celui d’espéce Ovine. Cependant, il est inférieur a celui du lait de vache
(Sawaya et al. 1984). Les valeurs (des pH) rapportées par divers auteurs, oscillent entre 06.7 a 06.5
(Khaskheli et al. 2005; Mehaia et al. 1995, Mehaia 1996). 06.6 (Hassan et al. 1987), 06.5 a 06.82
(Cavalcante et al. 2005), 06.4 (AbuTurbush et Ahmed. 2005), 06 (El-Hadi Sulieman et al, 2006),
06.48 a 06.65 (Mahboub et al. 2012), 06 (Benyaagoub et al. 2013). Les valeurs de la viscosité a 20°C,
oscillent entre 01.6 et 02, ce qui correspond aux chiffres rapportés par la littérature relative au sujet.
Selon Hassan et al. (1987), la viscosité moyenne du lait de chamelle est de 02,2 CaPas. Elle est
estimée a 01.73 & 20°C (Kherouatou et al. 2003), elle est évaluée a 02.35 CPas (EI- Agamy 1983). La
rhéologie des échantillons semble stable a température de collecte.

3.2. Dénombrement des flores lactiques thermophiles autochtones
Les résultats obtenus du dénombrement des flores lactiques thermophiles autochtones sont
représentés dans la figure 2.
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Figure 2. Dénombrement des LAB UFC/ml: Lactocoques mesophiles et thermophiles sur (a: M17 et b: sur MRS)

Pratiquement, il n’y a pas, dans la littérature, une technique bactériologique de référence pour le
dénombrement des bactéries lactiques dans un échantillon du lait cru ou de produit laitiers
Cependant, des milieux de culture, sélectifs M.R.S (De Man et al.1960) (figure 2b ); et le milieu
M17 (Tarzaghi et Sandine, 1975), ont été préconisé, permettant, la croissance sélective, des bactéries
lactiques, assurant I’inhibition des autres microorganismes (Karimi et al. 2012). Contrairement
aux autres bactéries lactiques, I’espéce Streptococcus thermophilus, (figure 2a) responsable
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d’acidification du lait, est seule espece uréase positive, cette enzyme convertit 1’urée présente dans
le lait (a des proportions avoisinant 0,25% g/l) en CO2 et NH4, ce qui influe sur I’abaissement de
pH (Mora et al. 2005). Selon Spinler et Corrieu (1989), le taux d’acidification du lait, semble
espéce dépendant. Cependant; ce caractére est influencé, par I’activité uréasique relative a I’espece
Streptococcus thermophilus, ce qui explique la dominance de cette espéces (Streptococcus
thermophilus) sur les flores lactiques thermophiles dénombrées. Dans les méthodes classiques de
dénombrements, les différentiations entre les bactéries lactiques, a I’échelle de 1’espece, se basent
sur de caracteres phénotypiques (morphologiques) et qui sont pour la plus part instables. (Karimi et
al., 2012). D’autre part, et pour différentier entre les deux espéces Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus sp, les premiéres especes, peuvent étre dénombrés sur le milieu selectif Skim Milk
Aggar (SMA), (Karimi et al. 2012), dans ce cas, le milieu n’est pas sélectif et les deux espéces
lactique Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus sont susceptibles de croitre
simultanément sur ce méme milieu.

3.3. Sélection des souches et réalisation d’antagonisme microbien
Sur I’ensemble des souches sélectionnées, deux semblent potentiellement bactériocinogénes:
LBp1(Ouargla 01), contre Salmonella sp et LBgg (Biskara 06) contre Proteus sp, avec des

zone inhibitrice avoisinant 18mm de diamétre, confirmant un large spectre antimicrobien; contre
Salmonella sp et Proteus sp a Gram (-). Zadi karem et karem, (2006) avaient isolé des souches
lactiques, ayant des potentialités d’acidification et de coagulation du lait camelin. Zadi karem et
karem, (2007) ont isolée, des laits crus de chamelle, collecté au Sud-Ouest Algérien, des souches
lactiques mésophiles, ayant des résistances a des concentrations élevées de sels (NaCl). Drici et
al., (2010), ont isolé des souches lactiques ayant des potentialités protéolytiques.

4. Conclusion

Les éléments de cette 1’étude, primordiale, ont montré I’instabilité des paramétres physicochimiques
explorés avec acidification et modification de la consistance au cours de collecte et de transport du
lait d’espéce cameline, méme avec le respect rigoureux du la chaine de froid. Une richesse et
diversification du lait cru de chamelle, en flores lactiques autochtones, thermophiles, avec la
prédominance des espéces lactocoques meésophiles. Deux souches lactiques thermophiles,
sélectionnées, LBOrg1 et LBBK®6 ont exhibées des larges spectres bacteriocinogenes dirigée contre

des souches pathogénes a paroi Gram négatif.
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Abstract - In Algeria, industrial yogurt is made wholly or partly with milk powder (recombined milk).
Yoghurt is a fermented milk, product obtained from fermentation of raw milk Lactobacillus bulgaricus
and Streptococcus thermophilus strains. Cold Storage, during sale, induce viability problem of lactic
acid starters, pH, rheology (syneresis) changes, leading to decreases viability of lactic starter. This
leads to defects in the organoleptic and hygienic characters. The purpose of the study was
to verify the titrable acidity (in Dornic degree °D) pH stability, Viscosity, after 21 days storage
at +4°C, and thermophilic lactic starters rates in colony forming units /gram (cfu /g) of eight brands
of Algerian industrial yogurts (the eighth sample was a traditional cow fermented milk) collected from
dairy market in the Algerian NorthEastern arid areas (Bordj Bou Arreridj province). Before storage
25% of the samples, on MRS medium, were Lactobacillus bulgaricus devoid. Yughurt Acidity appear
stable after 21 days at low temperature storage. pH values between 04.6 and 04.38, average 04.22,
titrable acidity values between 93.6°D and 121.5°D, average 120.22°D). viables Streptococcus.
thermophilus numbers were determined between 05X106 cfu/g and 106cfu/g, species enumerated
on M17 medium at 37°C were predominate, 100% Samples were not conform to the required
standards (<106 cfu/g).

Keywords: Industriel Yoghurt, Storage, Stability, Acidity, Starter, Viability.

Résume - La conservation du yaourt, au froid, au cours de sa mise en vente, pose le probléme de
viabilité des ferments lactiques, stabilité du pH, la concentration d’acide lactique, de la rhéologie du
produit, ce qui conduit a des défauts des caractéres organoleptiques et hygiéniques. L’objectif de
I’étude est de vérifier la stabilité des pH, d’acidité titrable et les taux des ferments lactiques en unité
formant colonies/gramme (ufc/g) de huit marques du yaourt industriel (dont le huitiéme est un yaourt
traditionnel appelé: Raib): SOUMMAM (1), DANONE(2) , BETOUCHE(3),TREFLE(4),
RAMDY (5), HODNA(6), PALMA-NOVA(7), collectés du marché laitier, au Nord-Est d’Algérie,
apres conservation pendant 21jours a +4C. Les pH étaient cernés entre 04.18(Danone) et 04.78(Raib)
avec une moyenne de 04.34. Apres conservation ces derniers étaient: 04.60(Raib) et 04.38(Soumam).
L’acidité titrable, été cerné entre: 162°D(Bettouche) et 82.8°D(Trefle) avec une moyenne de 120.22°D,
aprés conservation ces valeurs étaient de 121.5°D(Raib) et 93.6°D(Soumam) avec une moyenne de
106.085°D. Les dénombrements des especes Lactobacillus bulgaricus sur milieu MRS a 37°C avant
conservation, étaient (01.5X103 et 01X103) ufc/g, apres conservation étaient entre (105 et 102) ufc/g.
25% des échantillons étaient exempt des espéces Lactobacillus sp. Les especes Streptococcus
thermophilus sur M17, étaient cernes entre (07.20 108 et 01.55X108)ufc/g, aprés conservation étaient
(05X106 et 106 )ufc/g. 37.5% des échantillons étaient dépourvu de cette espéce. L’acidité titrable, les
pH des échantillons semblent stables apres 21 jours de conservation a +4C. Les especes Streptococcus
thermophilus dénombrées sur milieu M17 prédominent les échantillons, ces yaourts industriels ne
répond pas aux normes requises(<106ufc). Les échantillons semblent stables, aprés période de
conservation, Cependant les especes starters sont en nette atténuation ce qui affecte 1’effet probiotique
escompté.

Mots clés : Yaourt, Ferment, Viabilité, Stabilité, Acidité.
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1. Introduction

Les bactéries lactiques, sont largement utilisées en industrie laitiére ; pour la préparation des produits
laitiers, dont les laits fermentés, les yaourts et les fromages. Elles contribuent a la texture, a la saveur
de ces derniers, par la production des exopolysaccharides et des composés aromatiques. Ces bactéries
inhibent la prolifération des microorganismes pathogenes et d’altération des aliments par
I’abaissement du pH, en produisant de 1’acide lactique et la sécrétion des molécules bioactives tels que
les ardbmes et bactériocines. Les ferments lactiques thermophiles; ayant température optimale
de croissance entre 42°C et 45°C (Auclair et Accolas, 1983), sont les plus utilisés dans les processus
technologiques laitiers; sous forme de levains starters. L’évolution des connaissances en ce domaine,
a conduit a la sélection des souches lactiques aux propriétés technologiques spécifiques. Des nouvelles
techniques microbiologiques, génétiques et biotechnologiques sont élaborées pour une meilleure
connaissance de leur sélection et une maitrise de leur équilibre en cultures mixtes, par conséquent, leur
meilleure utilisation industrielle, (Meribai et al, 2010). La production du yaourt, résulte
de l’association des deux especes thermophiles, Streptococcus thermophilus espece ayant le statut
G.R.A.S*(Generally Reconised As Safe) (Delorme, 2008); Lactobacillus bulgaricus espéce
thermophile, anaérobie, reconnue aussi parmi les especes lactiques ayant le statut GRAS
(Bernardeau et al, 2008), ces dernieres doivent étres ensemencées simultanément et se trouvent
vivantes, a un taux de supérieur a 106ufc*/g (unité formant colonie/ gramme du produit), jusqu'a
la date limite du consommation (D.L.C). La quantité d'acide lactique libre, contenue dans 100g de
yaourt ne doit pas étre inférieure a 0,70g (Kurmann et Razik, 1991). Des travaux, ont élucidé des
phénomenes de synergies (Courtin et Rul, 2004), libellées protocoopération, entre ces deux especes
lactiques (Angelov et al, 2009). Les processus de fabrication du yaourt, méme si leur principe de base,
demeure le méme, sont complexes, en perpétuelle évolution car, ils intégrent, a chaque fois des
nouvelles connaissances, les progres, réalisés dans des domaines variés tels que: la Biologie
moléculaire, la Biotechnologie, la chimie, la Biophysique (Angelov et al, 2009). En Algérie, le yaourt
est fabriqué partiellement ou entierement a base de lait en poudre (lait recombiné), de point de vue
consistance, ont distingue des yaourts brassés plus ou moins fluide, yaourt ferme (formation du gel des
protéines sous I’action d’acidité) et a un degré moins des yaourts fluide (mousse) a boire. L’ Algérie,
a I’instar des pays, sous développés, fait recours aux importations massives des levains lactiques, sous
forme lyophilisée, Cependant; 1'usage incompatible des ferments importés, et la non maitrise des
techniques relatives a leur entretient et a leurs préincubation, est a ['origine des accidents
de fabrication et/ou I’obtention des produits finis entachés de défauts de fabrication, engendrant des
pertes économiques. En outre; le yaourt fabriqué exclusivement, a base du lait en poudre, incompatible
pour ces ferments industriels, sélectionnés des laits crus, congus dans d’autres environnements, en vue
de répondre aux exigences d’autres processus technologiques, et de satisfaire les besoins nutritionnels
et gustatives d’autres consommateurs, ce qui rend leur utilisation inadéquates avec nos conditions
technologiques, nos habitudes alimentaires et les attentes de nos consommateurs. La conservation
du yaourt, au froid, durant sa mise en vente, pose le probléme de viabilité des ferments lactiques, des
modifications du pH, de la concentration d’acide lactique, de la rhéologie du produit, et de ces
caractéristiques gustatives. (Irkin et Eren,2008), ce qui conduit a des défauts des caracteres
organoleptiques et hygiéniques du produit par modification des nombres des flores lactiques viables
finales (Abdelmalek et al,2009) et la qualité hygiénique du produit (Saint- Eve et al, 2008). L’objectif
de I’étude est d’explorer I’impact de la température (+4°C), de la durée de conservation (21jours), sur
la viabilité¢ des flores lactiques thermophiles, les Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus et 1’évolution simultanée des parameétres physico chimiques; (pH, acidité titrable, la
viscosité et conductivité) et leur impact sur les qualités organoleptiques et physico chimiques pour huit
marques locales des yaourts industriels, collectés du marché local, dans la wilaya de Bordj Bou
Arreridj (hauts plateaux) Nord-est d”Algérie.

2. Matériels et méthodes

2.1. Echantillonnage

Deux lots, de huit (08) pots de yaourt, ont été prélevés du marché local des produits laitiers, dans la
wilaya de Bordj Bou Arreridj, Algerie, avec le respect de la chaine du froid, le huitieme échantillon ;
un yaourt traditionnel, préparé a base de lait d’espéce bovine, spontanément fermenté, a température
ambiante (tableaul). Prélevés selon les bonnes pratiques d’hygiene et d’échantillonnage, le premier lot
est utilisé pour les différentes analyses, le deuxieme a été stocké a +4°C, pour une durée de 21jours,
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selon le protocole préconisé par Saint-Eve et al, (2008) ; Saccaro et al, (2009), avant toute analyse,
I’inspection des pots, par vérification de leurs étanchéité, gonflement, présence de gaz ou d’odeur

suspecte a été effectuée.

Tableau 1 : Présentation des huit échantillons

Ec  Marque Type/produit Poids Lieu de production Operateur
01 SOUMMAM Yar. Au lait reconstitué aromatisé ~ 100g ZI. Akbou-Béjaia-Algérie Laiterie Soummam
02 DANONE Y. Aromatisé partiellement 100g ZI. Taharacht. Akbou-Béjaia-  Danone-Djurdjura-Algérie
écrémé Algérie
03 BETOUCHE Y. Aromatisé partiellement 1009 Hawch Ben Daily Baie- Laiterie Betouche
écrémé Rouiba-Algerie
04 TREFLE Y. Aromatisé au lait entier 100g ZI*. Ben Boulaid-Blida Laiterie Trefle
reconstitué Algerie
05 RAMDY Y. Sucré aromatisé partiellement 100g Akbou-Béjaia-Algerie Laiterie Ramdy
écrémé
06 HODNA Y. Aromatisé partiellement 100g Z1. M’SILA. Algerie Laiterie
écrémé Hodna
07 PALMA- Y. Sucré aromatisé partiellement 100g 12, ZI. Palma/ Constantine/ Société Suis-lait
NOVA écrémé Algérie
08 Y.TRADITI- Fermentation spontanée a T°C Flc/ Localité Khelil W/BBA FermentatinSpontanée
ONNEL ambiante 250ml Algerie

Ec: Echantillon, Y: Yaourt ; ZI : Zone industrielle, BBA Bordj Bou Arreridj.

2.2.Analyses microbiologiques

Les estimations des charges, en bactéries lactiques (L.A.B*; Lactic Acid Bacteria), pour chaque
échantillons, avant conservation (tableau2 et tableau3) et apres conservation a +4°C, pendant 21jours
(tableau4 et tableau5), ont été basé sur des dénombrements (a partir des dilutions, réalisées par une
solution stérile tryptone sel (TSE), D10-2 10-4et D10-6 ) des Lactobacilles mésophiles a 37°C, et
thermophiles a 44°C, sur le milieu gélos¢ MRS (Pronadisa Spain) - (De Man et al, 1960), et des
Lactocoques mésophiles a 37°C et thermophiles & 44°C, sur le milieu gélosé M17 (Pronadisa- Spain)
(Tarzaghi et Sandine, 1975), par réalisation des séries de dilutions décimales. L’ensemencement des
différents échantillons, s’est fait en surface de la gélose M17 (Norme ISO 7889/IDF, 2003) pour les
streptocoques lactiques, en profondeur (en double couche) pour la gélose MRS, pour les Lactobacilles
(Norme ISO 20128/IDF, 2006). Les dénombrements des colonies de bactéries lactiques, ont été
réalisés aprés 24h, 48h et 72h d’incubation, a I’aide d’un compteur de colonies (Selecta J.P.- Spain),
les résultats, (sont les moyennes des trois répétitions (triplicatas), ont été exprimés en UFC*/ml (unité
formant colonies/millilitre du produit).

2.3. Analyses physicochimiques

La mésure des pH a I’aide d’un pH meétre, type Sertes/ Inolab pH730 (Germany), 1’acidité en degré
dornic par neutralisation, a 1’aide de la soude N/9, d’un volume lait fermenté auquel est ajouté un
indicateur de pH (solution alcoolique de 01% de phénolphtaléine, (1°D= 0,1g /L d’acide lactique)
avant (lotl) et apres période de conservation (lot2) (Chamba et Prost, 1989). La prise des valeurs de la
viscosité, des échantillons, réalisée par écoulement a température ambiante puis par viscosimétre de
marque: Rion Viscotester VT-03F (Origine: Chinoise) avec une limite de mesure a 20°C : est de 300
mPascal (S) avant conservation.

3. Résultats et discussion

3.1. Résultats des analyses microbiologiques

Sur le milieu MRS, (milieu sélectif pour les lactobacilles), a 44°C, avant conservation, (lotl), et
aprés48h d’incubation, les valeurs, des Ufc/ml; varient entre: 02,70x106 et 04x105ufc/ml, pour la
dilution D10-5 (tableau2 et tableau3). Aprés 21 jours d’incubation au froid ; on note une disparition
des lactobacilles thermophiles, une seule valeur enregistrée a 44°C: 01x10 Ufc/ml (tableaud et
tableaus).
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Tableau 2 : Résultats des dénombrements en UFC/ml avant conservation (lot 1) et aprés 24Hd’incubation

Nombre d’UFC sur milieu MRS (UFC/ml) Nombre d’UFC sur milieu M17 (UFC/ml)

Ec/ Dilution D10-2 a 37°C. D10-5 a 44°C. D10-2a T°C 37°C. D10-5 a 44°C.

01 -* -* ND** 04,35x108

02 ND** - ND 02,95x108

03 - - ND 07x107

04 - - ND 04,50%107

05 ND - ND 01,70 x107

06 ND - ND 04,20 x107

07 - - ND 07,90 x107

08 ND - ND 03,50 x107

(-)* Absence de colonies  **ND Non determiné

Tableau 3 : Résultats des dénombrements en UFC/ml avant conservation (lot 1) aprés 48Hd’incubation

Nombre d’UFCsur milieu MRS (UFC/ml) Nombre d UFC sur milieu M17 (UFC/ml)
Ec/Dilution D10-2 a 37°C D10-5a 44°C D10-2a37°C D10-5 a44°C
01 01,10x103 ND 04,35 x108
02 ND 0,400%106 ND 02,85x108
03 ND 02,70x106 ND 06,84 x108
04 01,80x103 0,600%106 ND 0,450x108
05 ND -* ND 01,95x108
06 15,6x103 0,700x106 ND 01,08x108
07 02,60x103 - ND 02,75x108
08 0,70x103 - ND 0,400x108

(-)* Absence de colonies

Sur le milieu M17, sélectif pour les Streptococcus thermophilus, avant conservation au froid (lotl)
(tableau2 et tableau3), le dénombrement des colonies, a 44°C, n’est possible, que apres 48H
d’incubation, les valeurs des Ufc/ml; varient entre 0,4 x108 Ufc/ml et 06,84 x108ufc/ml, ces valeurs,
apres 21 jours d’incubation au froid (lot2) varient entre: 09x 106ufc/ml et 18x106ufc /ml (tableaud
et tableaub).

Tableau 4 : Résultats des dénombrements en UFC/ml aprés 21 jours de conservation a + 4°C (Lot 2) aprés 24Hd’incubation

Nombre d’UFC sur milieu MRS (UFC/ml) Nombre d’UFC sur milieu M17 (UFC/ml)

Ec/Dilution 102a37°C 1054 44°C 1024 37°C 105 a44°C

01 01,00x10? *- ND 01, 00106

02 01,00x10? - - 18,00x108

03 - - - 05,00x108

04 - - - -

05 - - - -

06 08,15x10* - - -

07 01,00x10? - 05,00x10° 02,00x10°

08 05,54x10% - - -

(-)* Absence de colonies
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Tableau 5 : Résultats des dénombrements en UFC/ml aprés 21 jours de conservation (lot 2) aprés 48Hd incubation

Nombre d’UFC sur milieu MRS (UFC/ml) Nombre d’UFC sur milieu M17 (UFC/ml)

Ec/Dilution 102a37°C 1053 44°C 1024 37°C 10 a44°C

01 01,00x10? *- 01,00x10?

02 01,00x10? - 01,80x107

03 - - 05,00x10°

04 - -

05 - - 02,00x108

06 08,93x10* -

07 01,00%x10? 01, 00x10° 07,00x10° 09, 00x108

08 05,54x10* - - -

(-)* Absence de colonies

3.2. Résultats des analyses physicochimiques

3.2.1. La mesure du pH

Le tableau 6 represente les valeurs des pH des lot1 et lot2

Tableau 6 : Les mesures des pH des lotl.et lot2.

Echantillon 001 002 003 004 005 006 007 008 Moyenne
pH/ lotl 04,40 04,18 04,25 04,22 04,35 04,32 04,25 04,78 04,34375
pH/ lot2 04,38 04,25 04,29 04,34 04,38 04,43 04,28 04,86 04,40125

Les valeurs des pH, varient entre 04,18(Ec2) et 04,78(Ec8), et ont une moyenne de 04,34. Aprés 21
jours de conservation, a 04°C, ces valeurs varient entre 04,25 (Ec 02) et 04,86(Ec 08), avec une
moyenne de 04,40 (tableau6 et figurel).

n

1 = o de lot 1
m o e ot 2
g, E
i .
1 2 3 3 = = Fd =

Figure 1. Histogramme : valeurs des pH : lot 1 avant conservation et lot 2 aprés 21 jours de conservation.

Tableau 7 : Concentrations d’acide lactique en degré Dornic (°D), des lot1: et apres conservation lot2.

Echantillon 01 02 03 04 05 06 07 08 Moyenne
AT (°D) lot 1 126,9 155,7 162 82,8 119,7 99,9 1314 88,2 120,825
AT (°D) lot 2 93,6 110,7 108,9 96,3 96,3 103,5 1179 1215 106,0875

Variation d’acidité titrable C Al en fonction des différents Yaourt des lotl et lot2
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Figure 2. Histogramme I’acidité titrable(AT) avant conservation lot1 et lot2 aprés conservation.

3.2.2. L’acidité titrable en degré Dornic (°D)
Les valeurs de 1’acidité titrable (°D) varient entre 82,8 (Ec4)- 162°D (Ec3), avec une moyenne de
120,82°D. Apres conservation (lot2), ces valeurs varient entre 93,6°D (Ecl)-et 121,5°D (Ec8) avec
une moyenne de 106,09 °D (tableau7, figure2).

Tableau 8 : Valeurs de la viscosité intrinseque () de lotl et lot2.

Echantillon 01 02 03 04 05 06 07 08  Moyenne
Viscosité (m Pas (S)) 14 10 13,5 12 12 158 12 12 12.62
Conductivité (ms/cm)  6.66 6.52 6.70 6.66 6.68 6.85 5.95 6.01 6.50

3.2.3. La viscosité

La viscosité intrinséque, du premier lot (avant conservation), varient de 15.5 (échantillon6 Hodna) et
10 (Echantillon2 Danone), Avec une moyenne de 12.62. Tandis que ces valeurs, aprés période de
conservation. La conductivité des échantillons varient entre un maximum (6.85 pour I’échantillon 6
Hodna) et minimum (5.95 1’échantillon 7 Palma-Nova) avec une moyenne de 6.50.

3.3. Discussion

3.3.1. Analyses microbiologiques

Lors d’inspection des échantillons, aucun défaut de fabrication n’a été enregistré (défaut d’emballage,
gonflement, ouverture des pots, odeur suspecte).

La viabilité des flores lactiques, pour I’ensemble des huit échantillons, avant et aprés conservation, a
¢été d’une atténuation remarquable: 02,7x106 UFC/ml avant conservation et 01x105 UFC/ml, apres
conservation, légerement infériecure au seuil fixé pour les lactobacilles. L’atténuation a été,
relativement, faible 06,84x108 UFC/ml avant conservation et 01,8x107UFC/ml, aprés conservation
pour les espéeces Streptococcus thermophillus.

Cependant ; ces chiffres sont supérieurs au seuil fixé par la littérature scientifiqgue a 106 UFC/ml
(Kurman et Rasic, 1991). En outre, le 1égislateur Algérien, dans 1’arrété du 24 mai 2004, (Anonyme:
Journal Official n : 43/ 2004), a rendu obligatoire le dénombrement des colonies caractéristiques du
yaourt, sur le milieu MRS gélosé, acidifié, pour les lactobacilles, le pH doit étre ajusté par une solution
d’acide acétique (100%), a un point final égal a 05,4 a 25°C, I’incubation est préconisée en
anaérobiose, le milieu M17 (Tarzaghi et Sandine,1975), est recommandé pour le dénombrement des
Streptocoques thermophiles. Pratiquement, il n’ya pas, une technique standard, pour le dénombrement
des bactéries lactiques. Cependant, des milieux de culture sélectifs, M.R.S: (De Man et al, 1960) rendu
selectif par Tween 80 (1.08ml/ L); et M17: (Tarzaghi et Sandine, 1975), rendu selectif par ajout du
glycerophosphate de sodium a un taux de 19g/ L, les plus recommandés, permettant la croissance
sélective des especes lactiques starters, du yaourt, assurant I’inhibition des autres microorganismes,
ont été élaborés (Karimi et al, 2011).

En outre, Moreno et al, (2005): lors d’estimation des bactéries lactiques, viables, par deux méthodes
différentes: énumération sur des milieux de culture sélectifs et comptage des bactéries par microscopie
a fluorescence; ont montré que: les nombres des bactéries/gramme de lait fermenté conservé, décroit
apres la date limite d’expiration du produit.
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Pour I’ensemble des laits fermentés, les nombres des bactéries lactiques est proche de 106ufc/ml, les
chiffres des bactéries estimées sur le milieu sélectifs étaient inferieurs aux chiffres obtenus par la
deuxiéme méthode, cette derniére est inadéquate pour le dénombrement des probiotiques.
Contrairement aux autres espéces lactiques, 1’espece Streptococcus thermophilus, responsable
d’acidification du yaourt, est seule uréase positive, selon Zotta et al, (2008), cette enzyme convertit
I'urée présente dans le lait (a des proportion de 0,25% g/l) en CO2 et NH4, ce qui influe sur
I’abaissement de pH (Mora et al, 2004; 2005). Selon Spinler et Corrieu, (1989), le taux d’acidification
du lait, semble espéce-dépendant. Néanmoins; ce caractére est influencé, par 1’activité uréasique
relative a I’espéce précitée et I’activité urolytique lors du chauffage du lait. En outre, le réle de
I'uréase chez 1’espeéce Streptococcus thermophilus a un double sens; par 1'usage d’un inhibiteur de
I'uréase, le fluorofamide, des travaux ont élucidé ce double réle: d’une part, I’ammoniac (NH4),
produit a partir de 1’'urée tend a alcalinisé le pH, ont remarqué que I’effet est important, lorsque la
concentration de lactate est éleveée.

La suppression de métabolisme de 1’urée, par 1’'usage de: fluorofamide, diminue le temps nécessaire
d’acidification, et les nombres UFC/ml des Streptocoques lactiques (Pernoud et al, 2004). Cependant,
d’autres biotypes Streptococcus thermophilus, uréase négative ou uréase faible, ont été décrit (Louiche
et Braquart, 2001). En outre, selon Zotta et al,(2008); 1’activité uréasique, relative a cette espéce
lactique, reflete plusieurs avantages, en technologie laitiére; elle favorise le nombre des Streptococcus
thermophilus, en culture mixtes avec des Lactobacillus bulgaricus, qui supportent des pH trés acides,
aussi le NH3 produit par ’espéce Streptococcus thermophilus, affecte la vitesse d’acidification par
’alcalinisation du milieu, le CO2 produit par I’'uréase stimule la croissance de 1’especes Lactobacillus
bulgaricus (Angelov et al, 2009). Il semble que cette enzyme (I’uréase), avait assuré un rdle protecteur
en faveur de I’espéce Streptococcus thermophilus a basse température. En outre, chez ’espéce
Streptococcus thermophilus, la cryotolerance est attribut aux acides gras insaturés membranaires (Beal
et al, 1999; Fonseca et al, 2001). En outre, Dave et Shah, (1996) ont rapporté que; le milieu MRS a pH
05,2 ou le milieu RCA; Reinforced Clostridium Agar a pH 05,3 peuvent étre utilisés pour des
dénombrements différentiels entre les deux espéces lactiques précitées, la température d’incubation
pour les deux espéces est de 45°C pendant 72 heures. Toutefois; les auteurs ont enregistré, sur ces
deux milieux, la croissance des espéces Bifidobacterium sp. Dans une étude, Abdelmalek et al, (2009),
ont rapporté, des résultats similaires, pour des espéces lactiques thermophiles et des probiotiques:
Bifidobacterium sp, lors des dénombrements des UFC/mI a partir des yaourts collectés sur le marché
des yaourts a 1I’Ouest Algérien.

Le suivi d’évolution des pH réalisés, sur un systéme de culture en Batch, pour ces deux especes,
starters, thermophiles: Streptococcus salivarius ssp thermophilus 404 et Lactobacillus delbrukhii spp
bulgaricus 398 et la comparaison des parameétres d’acidification, de croissance et de productivité, en
culture pures et mixtes ont révélés: des populations bactériennes en fin de fermentation 04,9 fois plus
¢élevée, en cultures mixtes, les productivités ont été 02,9 fois plus élevée, tandis que 1’acidification n’as
pas changée en cultures pures et mixtes (Beal et al, 1999). L’évolution de la viscosité, sous les effets
des facteurs ¢étudi¢s (pH, T°C d’incubation, temps d’incubation), aussi par les interactions entre ces
parametres : L’acidité est influencée par la température d’incubation et les associations entre les
souches acidifiantes.

La valeur de viscosité la plus élevée, s’est corrélée (a été obtenue) avec la valeur la plus basse de pH;
le yaourt le plus visqueux, a été obtenue a une basse température de fermentation et a un point de pH
plus bas par des souches lactiques Streptococcus thermophilus texturantes, exigeant du temps prolongé
de la fermentation (Beal et al, 1999).

Dans une étude sur la viabilité, des souches lactiques starters, aprés conservation au froid, du yaourt
préparé par trois espéces lactiques (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus et une espéce probiotique : Bifidobacterium bifidum : ce dernier, lyophilisé,
aprés fermentation jusqu’au point de pH: 04,6, puis conservé a une température de congélation
pendant une période de 04 semaines. Les résultats ont montré une stabilité des pH et la diminution des
nombres des bactéries en ufc viables/g du produit (Wirjantoro et Phianmongkhol, 2008).

3.3.2. Analyses physicochimiques

Dans les laits fermentés, particulierement, les yaourts, la cinétique d’acidification des deux espéces
lactiques, est d’évolution différente, voir contradictoire: Ce trait, est lié aux caractéristiques
physiologiques, biochimiques des deux espéces lactiques utilisées: Streptococcus thermophillus, ayant
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une vitesse élevée d’acidification (Meribai et al, 2010), cette espéce est victime d’abaissement du pH,
contrairement a Lactobacillus bulgaricus, ayant un pH optimum de croissance, au tour de 04,90
(espece acidotolérante) (Angelov et al, 2009).

Pour I’ensemble des échantillons étudiés, les valeurs des pH, avant conservation (lotl), varient entre
04,18 cas d’échantillon Ec02 et 04,78 pour I’échantillon Ec08, avec la moyenne de 04,34. Apres
conservation, des échantillons (lot2), ces valeurs des pH n’ont pas changées, avec la moyenne de
04.40, ce qui indique une relative stabilité du produit, et I’absence de toute activité postacidifiante.
Irkin et Eren, (2008), dans une étude, sur des yaourts collectés du marché Turque, rapportent des
valeurs des pH situées entre 03,95 et 04,23. Wirjantoro et Phianmongkhol, (2008), ont signalé, la
stabilité des pH des yaourts, apres 04 semaines de congélation. nos résultats corroborent, ceux ayant
montré, la stabilité des yaourts, aprés une conservation au froid (Beal et al, 1999).

La moyenne des pH 04,40, apres periode conservation, est proche du pH optimum, relatif a 1’espéce
Lactobacillus bulgaricus.

L’acidité, en degré Dornic, a été estimée par neutralisation, a I’aide de la soude N/9, de 10ml de lait
fermenté auquel est ajouté un indicateur de pH (solution alcoolique de 01% . . . de phénolphtaléine,
(1°D= 0,1g /L d’acide lactique) et par des mesures de pH. (Chamba et Prost, 1989; Thomas et
Chamba, 2000). Sachant que, dans le processus fermentaire du yaourt, la température utilisée est de
45°C, proche de I’optimum, pour les deux especes lactiques (Béal et al, 1999). Si cette température est
proche de 1’optimale, pour les 02 espéces, il n’on n’est pas le cas pour le pH, .du yaourt, Selon,
Tabasco et al, (2007), une température de 45°C pour I’isolement et I’incubation des Streptococcus
thermophilus a été recommandée, Cependant; certains auteurs (Degeest et al, 2002; Tabasco et al,
2007) ont conclu que I’espece Streptococcus thermophilus, en culture mixte, exige une température
optimale située entre: 42°C et 46°C. Le pH du yaourt, est proche de celui du suc gastrique, ce
caractére, permet la survie de cette flore lactique thermophile, lors de son passage. a travers le tractus
digestif, d’ou I’effet probiotique espéré. Les souches probiotiques doivent étre résistantes aux acides
gastriques et aux sels biliaires (Da Cruz et al, 2007). De plus, elles présentent des propriétés
thérapeutiques spécifiques a chaque souche, principalement en termes d’activités immunostimulantes
et anti-diarrhéiques. L’effet post acidifiant, (variation du pH au cours de conservation a basse
température est faible), la moyenne des valeurs des pH était de : 04,34 avant conservation et de 04,40
aprés conservation ; ’acidit¢é en °D ¢était de: 120,8°D avant conservation et 106,8°D aprés
conservation, ceci traduit I’inhibition des processus fermentaires d’acidification durant la période de
conservation. Le yaourt est défini comme, un fluide viscoélastique, il posséde,a la fois les propriétés
visqueuses d’un liquide et les propriétés élastiques d’un solide. La viscosité du produit dépend de la
vitesse d’écoulement ou de la force entre les molécules dans le fluide et I’interface du tube capillaire.
La viscosité intrinseque du yaourt est liée aussi a sa densité. Les changements de la viscosité, semblent
en fonction de la marque d’échantillon analysé, sa composition, son mode de préparation : En général
les huit échantillons du yaourts étudiés, possédent une viscosité cernée entre (15.5 (max) échantillon
06 Hodna et 10 (min) pour 1’échantillon 02 Danone, avant conservation, avec une moyenne de 12.62.
Aprés conservation, ces valeurs oscillent entre : 02,41 et 08,67, avec la moyenne de 05,452cm3/g).
Selon Saint-Eve et al, (2008): lors d’évaluation de I’impact de deux types d’emballage en
polypropyléne ou en polystyréne sur le yaourt, durant une conservation pendant 28jours a +4°C, sur la
viscosité, que la consistance et les aromes, de deux types de yaourts (2 0% et a 04% de matiere
grasse); les résultats ont montré que le yaourt a 0% de matiere grasse est plus influencé par
I’emballage, la viscosité et la consistance des yaourt ont augmentés durant la conservation, ceci est
attribu a la production des exopolysaccharides, le polystyréne limite les pertes des composés
aromatiques.

En outre, Sodini et al, (2005), ont étudié I’effet d’addition des protéines sériques et des hydrolysats des
caseines du lait, a des concentrations; allant de 0,25g/L, a 04g/l; au lait, sur la qualité des yaourts
préparés par des combinaisons de ferments différentes: Les résultats ont montré, une diminution du
temps de fermentation et la réduction de la viscosité, lors d’addition des hydrolysats de caséines. Zisu
et Shah, (2003) ont étudiés, I’effet de la température, du pH et de la supplémentassions en protéines,
sur la production des exopolysaccharides, responsable de la viscosité, par 1’espéce Streptococcus
thermophilus 1275, les différentes combinaisons entre ces parameétres, ont montré; que les plus
grandes quantités des exopolysaccharides ont été produites a pH: 04,08 et a 37°C, et a 40°C,
contrairement a I’effet du pH, la température ¢levée de 45°C a diminuée la production des EPS. En
plus, du temps et la température de conservation du yaourt, d’autres parametres affecte la rhéologie de
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ce produit: La composition du lait, les caractéristiques des cultures starters utilisées, la température
d’incubation et la séparation du lactosérum (Kristo et al, 2003).
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4. Conclusion

Les huit marques du yaourt semblent stables, de pont de vue physico chimique, aprés période de
conservation au froid. Cependant, les espéces lactiques starters sont en nette atténuation, ce qui affecte
I’effet probiotique escompté pour le consommateur, I’espéce Streptococcus thermophilus prédomine
les denombrements.
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Abstract

The samples of 25 honeys, collected from Bordj Bou Arreridj beekeepers, were
analyzed for parameters such as pH, free acidity, moisture content, diastase activity,
hydroxymethylfurfural (HMF) content, electrical conductivity, polyphenol, flavonoid,
proline and proteins, in addition, melissopalynological analyses were carried out
for characterization of honeys. The mean values of analyzed honeys were: pH 4.59,
moisture 16.81%, free acidity 12.88 mmol/kg, electrical conductivity 0.513 mS/cm,
diastase activity 129.49 DN and HMF below11.40 mg/kg, Ash 0.12 mg/kg, polyphenol
content 75.28 mg Gallic acid equivalent / 100g, flavonoids content 30.55 mg quercetin
equivalent /100 g, insoluble matter 0.46%, proteins 3.05 mg/g, proline 4.07 mg / Kg.
The melissopalynological analyzes showed that all honeys were polyfloral. The results
of physicochemical parameters, all of the analyzed honeys were found to meet European

Legislation.amongst four species of seaweed.

© All Rights Reserved

Introduction

Honey is a natural sweet substance produced by
honey bees from the nectar of plants (blossom honey),
secretions of living parts of plants, or excretions of
plant-sucking insects (honeydew honey) (Kirs et al.,
2011). This natural complex foodstuff is produced
in almost every country and largely used as food
source. Honey cannot be considered a complete food
by human nutritional standards, but it offers potential
as a dietary supplement (Mendes et al., 1998). Honey
contains about 200 substances such as sugars or
monosaccharide (of which fructose and glucose
are the main components 65%) and 18% of water,
approximately. Proteins, flavor and aroma, phenolic
compounds and flavonoids, free amino acids, organics
acids, vitamins and minerals constitute minor
components of honeys (Gonzalez-Miret et al., 2005).
The properties and composition of honey are known
to vary widely depending on the region, season, and
types of bee, plant source of nectar, period for which
it is stored in the honeycomb, mode of harvesting and
postharvest storage (Gonzalez-Miret et al., 2005).

Honey is considered as an important part of
traditional medicine (Silva et al., 2009) It has been
used in ethno-medicine since the early humans, and
in more recent times its role in the treatment of burns,
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gastrointestinal disorders, asthma, infected wounds
and skin ulcers have also been reported(Al-Mamary
et al., 2002). The Commission of the European
Communities in Council Directive DENLEG
2000/10 (Council Directive, 2000) establishes
general and specific compositional characteristics of
the main varieties of honeys, which can be marketed
in the European Union. According to this directive,
the principal labeling requirements are the indication
of floral or vegetable origin, source, organoleptical
characteristics, physicochemical properties and
regional or topographical origins (Council Directive,
2000).

Microscopical ~ analysis,  especially  the
identification and quantification of pollen grains in
honey sediment, is the reference method used to
determine the botanical origin of sample honeys.
Normally, honeys are classified as monofloral,
when the pollen frequency of one plant is over 45%.
Honey quality can also be affected by heating during
the extracting, liquefying or clarifying processes
or by ageing during storage with production of
5-hydroxymethyl-2-furfuraldehyde (HMF). Some
other physicochemical quality parameters were also
investigated in order to determine moisture, ash
content, diastase activity, free acidity and water-
insoluble solids (Mendes et al., 1998; Azeredo et
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al., 2003). Adulteration of honey is possible, so its
quality must be controlled analytically with the
aim of guaranteeing the genuity and preserving the
consumer from commercial speculation. The present
work was conducted to investigate the quality of 25
sample of honey from Bordj Bou Arreridj region
(northeast of Algeria) by physicochemical and
melissopalynological analysis.

Materials and Methods

Sample collection

Honey samples were obtained from Bordj Bou
Arreridj region. They were collected in an area
covered the most important production zones.
Samples were then stored at 4°C until analysis.

Pollen analysis

The botanical origin of the samples was
determined by microscopical analysis according to
the method described by Lutier et al. (1993).

Physicochemical characteristics

Honey were analyzed according to methods
previously reported for pH, moisture, ash content,
electrical conductivity, free acidity, diastase activity,
hydroxylmethyl furfural, proteins and proline(AOAC,
1990). The pH was measured by an Inolab pH-meter
(7300 N° 09060943), in a solution of 10% (W/V)
in distilled water. Free acidity was determined by
titrimetric method; the addition of 0.05 M NaOH
was stopped at pH 8.5, Moisture was determined by
refractometry, using WYA Abbe Refractmeter. All
measurements were performed at 20°C, Ash content
was measured by calcinations, overnight in furnace
at 550°C, until constant mass. The Winkler method
(Winkler, 1955) was used to determine the HMF
content in honey samples, Electrical conductivity of
a honey solution at 20% (dry matter basis) in distilled
water was measured at 20°C in a WTW, GmbH
conductmeter, and the results were expressed as mS
cm .

Diastase activity was measured using a
buffered soluble starch solution and honey, which
was incubated in the thermostatic bath at 40°C.
Absorption was followed using a (UV mini-1240
UV.Vis.Spectrophotometers  SHIMADZU);  the
gravimetric method was used for the determination
of the insoluble solids according to the Bogdanov
(2002) method.

Proline was measured according to the original
method of Ough (1969). Proline and ninhydrin form
a colored complex. After adding 2-propanol, the
extinction of the sample solution and a reference
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solution at a wave length 510 nm. The proline content
is determined from the ratio. Results are expressed in
proline milligrams per kilograms honey. The Bradford
method (1976) was used for protein determination.
To a 0.1 ml solution of protein extract (honey sample
50% w/v) were added 5 ml of Coomassie Brilliant
Blue (CBB) G250. The CBB forms a protein-dye
complex. After 2 minutes of incubation, absorbance
was measured at 595 nm against bovine serum
albumin (BSA) standard solution.

Honey color intensity was determined using
a Spectrophotometer (UV mini-1240  UV. Vis.
Spectrophotometers SHIMADZU). The honey
samples were diluted to 50% (w/v) with warm
water (45-50°C), sonicated for 5 minutes, and
filtered to eliminate large particles. The net
absorbance was defined as the difference between the
spectrophotometric absorbance at 450 and 720 nm
(Beretta et al., 2005).

Total polyphenols were measured using Prussian
blue assay methods described by Price and Butler
(1977). Total Polyphenol Content was expressed as
mg Gallic acid equivalents (GAE)/100 g. Flavonoids
were quantified using AICI3 reagent (Bahorun et
al., 1996). 1mL of 10 % (W/V) honey sample are
dissolved in distilled water, then 1 ml of AICI3 (2
% in Methanol) was added, after incubation forl0
min, the absorbance was measured at 430 nm.
Total flavonoids were expressed as mg Quercetin
equivalent (QE)/100 g.

Results and Discussion

The results from the pollen analysis, summarized
in Table 1 showed the floral origin of honey samples
determined by microscopy pollen analyses. Data
indicate that all of honey samples were multifloral.
Daucus carota was a predominant source used by
honey bees in the Bordj Bou Arreridj, once its pollen
was detected in 68% of the total analyzed samples.
Multifloral honeys contained several pollen types
with a considerable percentage of pollen grains from:
Daucus carota, Eucalyptus sp, Convolvolus arvensis,
Rubus sp., Lavandula stoechas, Olea europaea and
Fraximus sp.

Theresults of several physicochemical parameters
determined are presented in Table 2. Honey pH is
affected by the extraction and storage conditions,
which also influences texture, stability and shelf-
life. Indeed, pH is useful indexes of possible grow
well in alkaline media (Terrab et al., 2004). The pH
values ranged between 4 .02 and 5 .70 (4.59 + 0.32).
These values are in accordance with acceptable range
for honey (Bogdanov, 1999) and similar to those
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Tablel. Classification of honeys samples

Sample Honey tvpe
identification

HI Multifloral: (Apiaceae: Daucus carota], (Oxalid - Chualls sp), (Asteraceae: Anthemis cotula], (Convolvulacese: Comvolvolus arvensis).

H2 Multifloral: (Convolvulacese: Comvoivulus arvensis) (Apiaceae: Daucus carota), (Oxalidacese: Oxalis sp), (Oleaceae: Fraxinus sp).

Hj Multifloral: (Apiaceae: Pimpinelia anisium), (Rosaceae: Rubus fruticosis), (Oxalidaceae: Ovalis sp), (Apiaceas: Daucus carota) (Asteraceas: Cirsium arvense) (
Oleaceae: Olea europaea).

H4 Multifloral: (Asteraceae: Cirsium arvense), (Rosaceae: Rubus sp), (Convolvulaceae: Comvolvulus arvensis), (Myralaceae: Eucalyprus sp), (Apiaceae: Ammi
majus), (Apraceas: Daucus carota), (Oleaceae: frainus 5p).

Hi Multifloral: (Oleaceae: fraxinus sp), (Brassicaceas: Sinapis arvensis), (Rhamnaceae: Zizyphis lotus), (Apiaceae: Daucus carota), (Fagaceae: Quercus ilex),
(Rosaceas: Rubus fruficosis).

Hé Multifloral: (Asteraceae: Cirsium arvewse), (poaceae: poaceas type), (Fagaceae: Quercus ilex), (Oleaceae: fraximus sp), (Asteraceae: Chicorium fntybul,
(Asteraceae: Cirsium arvensel, (Qleaceae: Olea europaga).

HT Multifloral: (Lamiaceae: Lavendula angustifolia), (Oleaceas: Olea europaea), (Asteraceas: Achillea tp), (Pmaceae: Pinus sp) (Oleaceas: fraximus 1p), (Apiaceae:
Pimpinella anisium), (Asteraceae: Cirsium arvense) (Oleaceas: Olea europaga).

HE Multifloral: (Oleaceae: Fraximus sp), (Rosaceae: Rubws sp). (Myralaceae: Eucalyptus), (Aplaceae: Daucus carota), (Oleaceas: Freoimus spl, (Lamiaceae:
Lervendula stoechas), (Myralaceae: Eucalyptus sp).

H9 Multifloral: (Rosaceae: Rubus sp), (Oleaceas: fraximus 5p), (Oleaceae: (lea ewropaeal, (Convolvulaceae: convelvolus arvensis), (Aplaceae: Pimpinella anisium),
(Myralaceae: Eucadypius sp).

HI0 Multifloral: (Rosaceae: Rubus fruticosis), (Asteraceae: Cirsium arvense), (Lamiaceae: Lavendula stoechas), (Apaceas: Doucus carota), (Convolvulaceae:
Comvolvulus arvensis), Myralaceae: Eucalyptus 5p).

Hil Multifloral: (Apiaceae: Daucus carota), (Cleaceze: fravinus sp), (Papaveracens: papaver rhoeas), (Oleaceae: Olea europasa).

Hi2 Multifloral: (Apiaceae: Daucws carota), (Oleaceae: fraxinus sp), (Myralaceas: Eucalyptus 5p), (Pinaceze: pimus halpensis), (Papaveraceas: Papaver rhoeas,
{Oleaceae: Oleg europaea).

HI3 Nultifloral; (Oleaceas: Fraimws 5p), (Apiacese: Dausus sarote), (Oxalidacezs: Gaiir sp), Papaveracene: Papaver rhoeas), (Fosacene: Rubur ap), (Apiaceas:
Pimpingla anisiu).

Hl4 Nultifloral: {Apiaceas Davcus carota), (Oleaceae: fravinus on), (Papaveraceas: Papaver riveas), (Convelvulaceas: Comvoidur amvensis).

HI3 Muliifloral; fApiaceae; Doucur sareta), (Asteraceas: Chicorium muybus), (Comvobvulaceas: Convolvuins arvensis), (Fosaceze: Rubur fruficasis), (Oleaceas:
Jraimus 5p), (Asteraceas: Cirsiwn arvense).

HI§ Multifloral; (Pimaceas: Pinus hafpensis), (Aquifoliaceae: Jex divaricata), (Copressaceas: Cupressus sempervirens), (Finaceae: pinus halpensis), (Lamiaceas:
Lavenduia stoechas).

HI17 Multifloral; {0leaceae: fhaximus gp), Tamioceas: Rosmarinws qffcinalis) (Asteraceas: Chicoriwm fgybuz) (Apiaceae Piupinella anisium), (Myralaceas:
Eucaiypius 5p), (Comvolvalaceae: comalvoius arvensis),

HIE Multifloral; (Meaceae: fraimus tp), (Apiaceas; Daucws carotg), (Oleaceas (Nea suropaes), (Apiaceae: Pimpinelly anizim), (Coovolvulaceas: comvolualis
arvensis).

H1Z Multifloral; (Meaceae: froeoews 5n), (Rhamnaceae: Zigyphic lotus), (Asteraceae: Arfemisic campestris), (Apiaceas: Ammi mgius), (Fazaceae: Quercus dex).
(Lamiaceae; Lovendul staechas), (Dlaaceas frainus 5p) (Fabizceae: coraronia 7n).

H Multifloral; (Asteraceae: Chivorium miybus), (Oleaceae: Qleo europasa), (Myralaceae: Euraiypéus 1p)f Poaceae poarece fipel, (Apiaceas: dmmi mgug),
{Apizceas: Daucus caroty).

H1I Multifloral: fAsteraceae: Cirsiwm arvense), (Apiacezs: Daucws cargta), (Rosaceas: Rubus fruticosis), (Onalidaceas: Owalis sp), (Fhamnaceas: Ziyphir fotus),
{Pinaceas: pinns haipensis).

H11 Multifloral; (Ogalidaceas: Oxallz =p), (Poaceas Poaceae fpel. (Apizcese: Dowcws coretg), (Oleaceas: frocimus ip), (Papaveraceas: Fapaver rhoeds),
(Comvobvulaceas: Comvoivulis arensis).

H13 Nultifloral: {Oleaceas: Fravinws 5p), (Papaveraceae: Papaver rhoeas), (Fosaceas: Rubus sp), (Aquifoliaceas: ey divaricata), (Aseraceas: Cirsium anenze).

H4 Multifloral: (Oleacene: Frawius 5p), (Papaveraceae: Papaver riveas), (Roaceas: Rubur sp), (Apiaceas | Ammi mgiug, (Lamiacese: Lovendula stechas),
(Euphoribiaceas: Ricinus commuis), (Oleaceae: Olea ewropaea).

HI3 Multifloral: {Apiacese © Dawcws caronal, (Olzaceas : frocmus gp), (Oleaceae: Olex ewopaeq), (Fapaveraceas: Fapaver rioeas), (Fosaceae @ Rudus sp),
Fahiaceas: Ceramtonia siligua
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Table 2. Distribution data for physicochemical parameters in Bordj Bou Arreridj (Algeria) honey samples

Sample | pH Free Electrical ~ Motstre Color mzolubls  Ash(%) Diastase HMF  polyphéncl Flavonouds protein  prolms
Acidity  conduetrity (%) (mm Pfind)  matter activity (meke) (mzAGE/100z) (mzEQ'100g) (msz) (me/Kg)
(megkz) (uiem-l) (m=/100g)

HI 503 14 25535 150 13442 2343 0000z 13043 54 8402 M0 1648 2M4
H: 4.40 08 336.41 142 23301 5113 000293 11952 BE3 108.37 2317 3187 4%
58 5.06 06 35141 158 147.74 617 001306 13044 234 4350 1049 3131 426
Hs 471 04 17548 164 3LIT 1313 083093 %23% 1133 2907 1416 13000 243
H: 513 20 26098 154 13451 4891 046146 150 ol 36.78 9587 168% 213
H; 402 14 407.79 153 T4.20 1802 00007 11538 674 1430 3836 233% 343
H 541 10 687.80 184 158.87 17.0% 000163 B4T4 193 3032 1323 490 439
He 481 13 32469 172 108.74 122 0.0007% 2344 736 37.80 2669 1058 844
H 570 12 79927 182 33580 113 027315 %434 501 3318 1925 5035 714
He 4.63 10 110,36 150 3743 B32 000811 B333 1023 36.07 38 73 g2
Hy 4.68 08 34436 176 435.70 3283 00036 20270 1704 1525 2630 606 460
Hi 330 12 363.66 172 48127 17 000038 €977 TI3 60.49 838 412 444
Hi 315 10 3817 158 133.99 20.81 0.0024% B172 0 3623 4433 3323 948 6430
Hu 443 K 31173 154 187.84 507 02938 12245 472 13435 379 125F 413
Hi: 425 04 %447 154 13176 3807 000028 13789 591 34.81 1679 322 258
Hi 471 03 1125 182 133.85 212 000326 B621 2021 117.7% 177 690 47

H, |46 06 EYARE] 163 18634 #5357 003486 19867 3l6 13102 1134 351 47
Hy [339 11 02 16.3 12211 113 000137 120987 639 %440 023 0%
Hs |45 14 676,53 174 By 559 034366 3725 17739 3816 4141 1643 W7
Hy [497 14 63780 182 1% 5039 00080 7231 86 4176 215 36 0T
Hy, |49 16 B33 154 758 356 06028 15000 346 028 [ 12 13D3
Hy o [443 bl 4009 138 1486 1062 000127 2544 416 136.22 wi o TN I

Hy o [430 i) 38M 164 L1z 60.13 000933 13043 1% 843 403 73 137
Hy o [480 bl 5013 164 11438 19.77 000231 21127 4533 102.76 B0 78 I
He [430 13 115119 160 Ml 1848 001327 6000 B3 98.98 B 716 BT
Mean |4.39 1288 3128393 Ia8l 11843 84y (125 11830 1140 11 U O T

SEM 032 i 183.38 136 95 17.16

4367 13 M4 1020 631 11936

obtained with others Algerian honeys (Ouchemoukh
et al., 2007).

Percent moisture in the analyzed honeys ranged
from 13 to 25.5% (16.81 £ 1.56 %). The water
content of honey depends on various factors, like the
harvesting season, the degree of maturity reached in
the hive and climatic factors. The maximum amount
of water contained by honey is regulated for safety
against fermentation. All the samples contained less
than 20% water, the maximum amount allowed by
international and European legislations (The Council

of the European Union, 2002).

The ash content is a quality criterion for honey
botanical origin; the blossom honeys have lower ash
content than honeydew honeys (White et al., 1978).
The results found (0.0002 to 0.83%), (0.13 £0.18 %).
These differences in mineral content are dependent
on the type of soil in which the original nectar bearing
plant was located (Anklam, 1998).

The electrical conductivity of honey is closely
related to the concentration of mineral salts,
organic acids and proteins. This parameter shows
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great variability according to the floral origin and
it is important for the differentiation of honeys of
different floral origins (Terrab et al., 2002). The
results obtained for the honey samples under study
varied between 110.56 and 1151.19 puS cm™ (512.86
+ 183.58uS cm™'). These values are below the
maximum limit indicated by European legislation
for nectar honey (800 uS cm™).The increase in ash
content of the honey samples from Bordj Bou Arreridj
region was accompanied by the increase of electrical
conductivity, as previously reported by Downey et al.
(2005).

Honey acidity is due to the presence of organic
acids, mainly gluconic acid, and to inorganic ions,
such as phosphate, sulfate and chloride (Nanda et al.,
2003; Terrab et al., 2004). The values of the acidity
of our honey samples vary from 2.00 to 22.00 meq/kg
(12.88 + 5 meq /kg). All honeys are acidic, indicating
the absence of undesirable fermentation. Free acidity
was within the limits of European legislations (below
50 meq/kg), The results obtained for acidity were
in agreement with data reported for other Algerian
honeys (Ouchemoukh et al., 2007), as well as for
samples from other geographical locations (Terrab et
al.,2002; Terrab et al. 2004). The variation of acidity
has been attributed to harvest season (DeRodriguez
et al., 2004).

Hydroxymethylfurfural (HMF) content is widely
recognized as parameter of freshness for honey
samples. Several factors influence the formation of
HMF, such as storage conditions (e.g. temperature)
and floral sources (Terrab et al., 2002; Fallicogr et
al., 2004). It is well known that honey heating results
in the formation of HMF, which is produced during
acid-catalyzed dehydratation of héxoses, such as
fructose and glucose (Belitz and Grosch., 1999). The
amounts found fell within the European legislation,
corresponding to a high degree of freshness (The
Council of the European Union, 2002), all samples
presented HMF levels below 40 mg/kg of honey,
ranging from 2.24 to 27.88 mg/kg (13.06 + 7.38 mg/
kg), and only one samples presented an inappropriate
HMF with a value superior to 40 (45.25 mg/kg) but
inferior with the values given by the codex 50 mg/kg
(Table 2),

Diastase activity is a parameter used to determine
if honey has been extensively heated during
processing, because the enzyme is susceptible to
heating and storage factors. The honey samples
exhibited very different values, ranging between
60 and 254.23 Schade units (129.49+ 43.67Schade
units), (Table 2), generally the diastasic index.should
not be lower than 8 Schade units (EUD, 2002).

The determination of insoluble matter is very
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useful for detecting impurities in honey. The
insoluble content in water is in the order of 100 mg
/100 g (Codex Alimentarius Commission, 1999)
In the present study insoluble matter values range
between 1.13 mg and 67.7mg/100g (31.38 £ 17.16
mg/ 100 g). All samples are consistent with the limit.
Honey color intensity depends on the floral origin. It
is closely related to its chemical composition, mainly
in the presence of colorants such as chlorophylls,
carotenoids, flavonoids and derivatives of the tannins
and polyphenols. In the present study our samples
have different color, the color values are between
37.43 and 459.70 mm Pfund (219.45 + 95.54 mm
Pfund). Monica et al, (2007), reported that the
nectar of honey color is dark and strong, resulting
in the highest mineral content but also the presence
of algae and green algae that part of the flora of the
forest trees. The color of honeydew honey depends
on the raw material composition of the food given to
the bees.

The determination of phenolic content of honey is
a good parameter for the assessment of its quality and
its possible therapeutic potential (Al-Mamary et al,
2002), Amiot et al (1989) result that honey contains
a number of phenolic compounds, in the nature and
quantity vary widely depending on the floral origin.
Many researchers have found that honey has a dark
color with a higher amount of total phenolics. The
values of the total polyphenol content of our samples
are between 15.25 and 136.22 mg / 100g (75.28
+ 34.44mg / 100 g). Meda et al (2005) found that
the honeydew honey has a higher content of total
polyphenols (114.75 mg / 100 g). Gheldof et al,
(2002); Meda et a/ (2005) demonstrated a correlation
between the antioxidant activity and polyphenol
content.

The values of the flavonoid content of our samples
are between 10.48 and 93.86 mg EQ /100g (30.55 +
10.20 mg EQ / 100 g). Analyses of Flavonoids are
a very promising technique for studying the floral
origin of honey, and evaluation of their quality (Soler
et al, 1995). Therefore, the flavonoids in honey can
make a good source of antioxidants near their effect
as an antibacterial, thus increasing its potential
therapeutic activity. Frankel et al (1998) shows
that the correlation between TPC (total polyphenol
content) and TFC (total flavonoid content) was found
and between TFC and color, and it is suggested
that the intensity of the color of honey is related to
pigments (carotenoids, flavonoids, etc.), in fact, the
increase in color intensity is related to an increase in
the coricentration of these compounds. Our samples
contain relatively low flavonoids content compared
to data provided by Oucheémdukh et al., (2007) who
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found higher concentrations of 64-1304 mg EQ /
100g.

The values of the protein content of our honey
samples ranged between 1.37 and 18.56 mg /g (8.42
+ 6.31 mg / g). The results of our study are higher
than those obtained by Ouchemoukh et al, (2007),
indicates that the protein content of the samples
analyzed were in honey 3.7 and 9.4 mg/g. Anklam et
al, (1998) found in their study that the honey protein
content is less than 5 mg /g. Proline is the most
abundant amino acid in honey is used as a standard
for measuring amino acid content. Proline content is
an indication of the quality, and maturity of honey is
also an indicator of adulteration when it falls below a
value of 183 mg /kg (Bogdanov et al, 1999). All honey
samples have a proline content of over 183 mg / kg,
shows the absence of adulteration (Meda et al, 2005).
The value of the proline contents varies between 223
and 1515 mg / kg, (528 £ 229.56 mg / kg). Some
authors report that the high values of proline are
typical for honeydew honeys. Ouchemoukh et al,
(2007), found that the concentrations of proline range
0f 202 and 680 mg / kg. The results we found indicate
that the honeys are good qualities to the absence of
any spell of adulteration.

Conclusions

Honeys from Bordj Bou Arreridj region present a
good level of quality, once 24 of the 25 studied samples
are in agreement with the European honey directive
(EUD., 2002), indicating adequate processing, good
maturity and freshness.
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ABSTRACT

The present study is made in the region of Mitidja. Trophic availabilities of preys species of hedgehogs of Algeria
are studied thanks to the technique of Barber pots. This technique shows prevailing of trapped Formicidae thus
Tetramorium biskrensis take the first place with 43.2 % at Baraki and Messor Barbara with 73.4% at Soumaa. Diet of
Artelerix algirus is studied by analysis of their faeces by damp way. The prevailing of ingested preys is also recorded for
the Formicidae where Messor Barbara has taken part with a higher rate in the two stations, which is 87.03% at Baraki and
51.2% at Soumaa. The use of Ivlev Index reveals presence of several kinds of prey, species weakly selected, accidently

selected or hardly selected.
KEYS WORDS: Diet availabilities, Atelerix algirus, Formicidae, Ivlev Index

INTRODUCTION

Hedgehogs are solitary insectivores with nocturnal habits, living preferably in the woodland regions and
cultivated earth, but some species seem perfectly well adapted to arid and steppe regions (GRASSE.1955 ; FRECHKOP,
1981).They have a regulating activity of arthropods population which are harmful to vegetable in agricultural and forest
field. In Algeria; two species of hedgehog are reported, the desert hedgehog Hemiechinus (Paraechinus) aethiopicus and
the hedgehog of Algeria Atelerix algirus. This last specie is subject of our study. The diet of Atelerix algirus has been well
studied in Algeria on The Haut Plateaux by BAZIZ (1991), in The Mitidja by DOUMANDJI and DOUMANDIJI (1991 a et
b), DERDOUKH et al. ( 2010 and 2011); near of Marsh of Reghaia by BAOUANE et al. (2004) and BAOUANE (2005),
in Grande Kabylie by BENDJOUDI et DOUMANDII (1996), TALMAT et al. (2004), MIMOUN et DOUMANDII (2007)
and BRAHMI et al. (2007) but few of these authors have treated the relationship between diet and food availabilities as
BAOUANE (2005) and MIMOUN et DOUMANDII (2007).

With this aim, a comparison between availabilities of the ground and species inventoried in the trophic diet is

made by using of Ivlev index.
MATERIAL AND METHODS

The Mitidja is the most spacious plain of sub-coastal of Algeria. It is limited and dominated to North by height of
the Sahel of Algiers, on South by relieves of Atlas Tellien , at the East by the first hills of the Grande Kabylie and on the
West by Djebel Chenoua (Mutin 1977). Its area is of 1400 km? (36°27°at 36°48 N, 2°25’at 3°25° E., Fig. 1). This study is
made in two stations of The Mitidja, Baraki and Soumaa. The first station is situated at the South of El-Harrach (36°42’N,
3° O8’E) in an agricultural region characterized by plots intended for cereal and gardening culture which some of them are
left in fallow. The second is the Universitary Campus of Soumaa which constituted on two parts separated by a road. It is

composed by small spots occupied by olive growing and wine growing orchards and so by experimental areas. Within the
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campus, il is signalled the presence of several wings separated by paths strewed by tracks, footprints and excrement left by
Hedgehog of Algeria.

With the aim to have precisions on trophic availabilities in potential preys of study stations, the technique of
Barber pots is used on the field with collection of dung of Arelerix algirus to be subsequently analysed in the laboratory. In
this last, each excrement is put in a box of Petri in glass and soaked with ethanol at 70° during 15 minutes in the aim to
soften it. The next step is the grinding of the dung with help of metallic point and a pair of clips. The operation is carefully
made to avoid slipping up more fragments present into the ingested preys’ bodies. The third step targets the separation of
parts sclerotinised and their gathering according to their systematic affinities. The fourth step is the present determination.
It is possible to have help with collection boxes of the Insectariums Entomology Laboratory of Agricultural Zoology
Department. Results obtained are exploited by the total wealth (S), the relative abundance (R.A %) and the Ivlev Index
(Ii). This last is calculated according the following formula: Ii = (r-p)/(r+p) r.: Relative abundance of specie i in the diet p.:
Relative abundance of the same specie i in the environment. This index allows making comparison between diets

availabilities of the environment and the trophic diet. The index value of Ivlev selection fluctuates between — 1 and O for

preys less selected and between O and + 1 for preys more selected.

RESULTS
Inventory of trapped species into Barber pots at Baraki and Soumaa en 2008

Results relating to the number and the relative abundances of captured species in the Barber pots in the two study

stations in 2008 are gathered in the table 1.
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Figure 1: Geographical presentation of Mitidja
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Table 1: Relatives Abundances of Species Captured in the Pots Barber at Mitidja

Soumaa

Baraki 2008 | 2008
Especes ni. AR% [ni. |AR %
Helicidae sp. ind. 1 0,76 |- -
Helicella virgata 1 0,76 |1 0,18
Euparypha pisana 1 0,76 |1 0,18
Aranea sp. 1 - - 1 0,18
Aranea sp. 2 - - 1 0,18
Dysdera sp. 2 1,52 |- -
Oribates sp. 1 0,76 |- -
Tulus sp. - - 1 0,18
Chilopoda sp. Ind. - - 1 0,18
Oniscidae sp. ind. - - 1 0,18
Dermaptera sp. Ind. - - 1 0,18
Anisolabis mauritanicus - - 1 0,18
Reduvius sp. - - 1 0,18
Carabidae sp. ind. 1 0,76 |- -
Macrothorax morbillosus | - - 1 0,18
Anthicus floralis - - 1 0,18
Timarcha sp. - - 1 0,18
Asida sp. - - 1 0,18
Scleron armatum - - 2 0,36
Xantholinus sp. - - 2 0,36
Curculionidae sp. ind. 1 0,76 |- -
Cerambycidae sp. Ind. - - 2 10,36
Aphelinidae sp. ind. 1 0,76 |- -
Apis mellifera 1 0,76 |- -
Aphaenogaster  testaceo-
pilosa 19 14,39 | 81 |14,65
Messor sp. 5 379 |- -
Messor barbara 2 1,52 [406 73,42
Tetramorium biskrensis 57 43,18 | 1 0,18
Tapinoma nigerrimum 33 25 1 0,18
Monomorium sp. - - 24 14,34
Cataglyphis bicolor - - 12 12,17
Diptera sp. Ind. - - 1 0,18
Cyclorrhapha sp. ind. 5 3,79 |7 1,27
Drosophilidae sp. ind. 1 0,76 |- -
Total 132 100 | 553|100
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In the station of Baraki, 132 (S = 16 species) individuals are inventoried in 2008 (Table 1, Figure 2). They
belonged to different classes, those of gastropods, of the Arachnidan and of the Insects. Within of this last one, family of
Formicidae seems to prevailing either in species or in individuals (N=116 individuals, AR%=87.9%). Tetramorium
biskrensis occupies the first place with 43.2%.Tapinoma nigerrimum appears with 25%. The others species appear with
values evaluated between 0.8% and 14.4% corresponding to a gap being from 1 to 19 individuals each one. During the
same year at Soumada 553 individuals (S=25 species) are inventoried using the same technique of trap. It is noticed
presence of 5 different classes Gastropods, Arachnidan, Myriapoda, Crustacean and Insects (Table 1, Figure 3). The last
one is the most frequent where Formicidae are prevailing with 6 species and 525 individuals. Messor Barbara occupies
nearly totality of species trapped with 406 individuals with an equal rate of 73.4% followed by Aphaenogaster testaceo -

pilosa with 81 individuals represented by 14.7% of global rate.

Bevbeara
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Tetramorium
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4384

Figure 2: Relatives Abundances of Species Captured in the Pots Barber at Baraki
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Figure 3: Relatives abundances of species captured in the pots Barber at Soumaa

Inventory of Species Preys Found in the Dung of Hedgehog at Baraki and at Souméaa on 2008
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Table 2 : Species Preys Found in the Dung of Hedgehog at Baraki and at Soumaa on 2008

Stations Baraki Soumaia
Species Ni [AR% |ni. |AR%
Helicellidae sp. ind. - - 1 0,4
Helicella sp. - - 1 0,4
Helicidae sp. ind. - - 3 1,21
Phalangida sp. ind. - - 2 0,81
Dysderidae sp. ind. - - 1 0,4
Tulus sp. - - 5 2,02
Oniscidae sp. ind. - - 29 |11,69
Odontura algerica - - 1 0,4
Anisolabis mauritanicus - - 7 2,82
Caraboidea sp. ind. - - 4 1,61
Ophonus sp. - - 7 2,82
Zabrus sp. - - 4 1,61
Ditomus sp. 1 0,34 - -
Percus sp. - - 1 0,4
Olisthopus sp. - - 1 0,4
Harpalidae sp. ind. - - 5 2,02
Harpalus sp. - - 1 0,4
Xantholinus sp. - - 14 |5,65
Alleculidae sp. ind. - - 3 1,21
Elateridae sp. Ind 1 0,34 - -
Dolichosoma sp. - - 1 0,4
Crypticus sp. - - 1 0,4
Calcar sp. - - 1 0,4
Erodius sp. - - 5 2,02
Asida sp. - - 1 0,4
Chrysomelidae sp. ind. - - 1 0,4
Chrysomela sp. - - 2 0,81
Hypera circumvaga 1 0,34 2 0,81
Hypera sp. 1 0,34 - -
Rhytirhinus longulus - - 1 0,4
Agapanthia sp. - - 1 0,4
Camponotus barbaricus xanthom. | 4 1,37 - -
camponotus sp. 3 1,02 - -
Messor barbara 255 87,03 127 | 51,21
Tetramorium biskrensis - - 1 0,4
Aphaenogaster testaceo-pilosa 24 18,19 - -
Cataglyphis bicolor - - 2 0,81
Tapinoma nigerrimum 3 1,02 8 3,23
Anthophoridae sp. ind. - - 1 0,4
Lepidoptera sp. ind. - - 3 1,21
Total 293 | 100 248 | 100
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Number of individuals: R A %: Relatives abundances - : value missing

293 individuals and 9 species are inventoried in the station of Baraki on 2008 (Table 2). The most frequent specie is
Messor Barbara which intervenes with 255 individuals (RA % = 87.0%) followed by Aphaenogastger testaceo pilosa with
24 individuals (RA%= 8.2%). In the Universitary campus of Soumaa 248 individuals (S=34 species) are inventoried. It is
noticed that Messor Barbara prevails with 127 individuals (51.2%).A specie of woodlouse Oniscidae sp.ind participates to

the second rank in the diet of this predator. In effect, it intervenes with 29 individuals (RA%= 11.7%)
Exploitation of Preys Consumed by the Selection Index of Ivlev

Ivlev index is used to check if the present species in the environment are found in the diet of the consumer. In others

words, do they are looked for by the predator or are they ingested by accident
The use of Ivlev index in the station of Baraki

Values of Ivlev index calculated in the station of Baraki are mentioned in the table 3.

Table 3. Values of Ivlev index applied to prey species ingested by Hedgehog of Algeria on 2008 in the station of
Baraki.

AR % | AR
Avail Ii
Specieﬁ i;’i?:;ezb Dof:et
Helicidae sp. ind. 0,76 0 -1
Helicella virgata 0,76 0 -1
Euparypha pisana 0,76 0 -1
Dysdera sp. 1,52 0 -1
Oribates sp. 0,76 0 -1
Carabidae sp. ind. 0,76 0 -1
Ditomus sp. 0 0,34 |+1
Elateridae sp. ind. 0 0,34 | +1
Curculionidae sp. ind. 0,76 0 -1
Hypera circumvaga 0 0,34 | +1
Hypera sp. 0 0,34 |+1
Aphelinidae sp. ind. 0,76 0 -1
Apis mellifera 0,76 0 -1
Aphaenogaster testaceo-pilosa | 14,39 8,19 |-0,27
Messor barbara 1,52 87,03 | +0,97
Messor sp. 3,79 0 -1
Camponotus sp. 0 1,02 | +1
Camponotus barbaricus 0 1,37 | +1
Tetramorium biskrensis 43,18 0 -1
Tapinoma nigerrimum 25 1,02 |-092
Cyclorrhapha sp. ind. 3,79 0 -1
Drosophilidae sp. ind. 0,76 0 -1

R.A % Relatives abundances Ii : Ivlev index.

In the station of Baraki, 13 species have a negative value equal to — 1 (table 3). These are the present species in the
availabilities but they are not ingested by Atelerix algirus. It is noticed among these species Helicidae sp. ind (Ii = -1)

Euparypha pisana (1i =1). Apis mellifera (Ii = -1) and Messor sp (Ii = - 1).Only one specie has a value of Ii nearly weak,
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this is Tapinoma nigerimum (Ii =-0.92). It is abundant in availabilities but seldom in the trophic menu of Atelerix algirus.
Only one specie is prevailing in availabilities and ingested by Hedgehog of Algeria. It is this of Aphaenogaster testaceo
pilosa (1i=-0.27). Species which are the most looked for by the predator have a positive value equal to — 1. These are
Ditomus sp (Ii = + 1), Elateridae sp ind (Ii = +1), Hypera circumvaga (Ii = +1) Hypera sp (Ii = + 1), Camponotus
barbaricus (Ii = + 1) and Camponotus sp. (Ii = + 1). A specie is nearly better selected that the previous ones, it is Messor

Barbara (Ii = + 0.97).
Use of Ivlev index in the station of Soumaa.
Values of Ivlev index calculated in the station of Soumaa are gathered in the Tab 4

Table 4 — Values of Ivlev Index of Preys Ingested by Atelerix Algirus on 2008 in the Universitary Campus of

Soumaia.

Helicellidae sp. ind.

Helicella sp. 0,4 0 +1
Helicidae sp. ind. 1,21 |0 +1
Helicella virgata 0 0,18 -1
Euparypha pisana 0 0,18 -1
Phalangida sp. ind. 0,81 [0 +1
Aranea sp. 1 0 0,18 -1
Aranea sp. 2 0 0,18 -1
Dysderidae sp. ind. 0,4 0 +1
Chilopoda sp. ind. 0 0,18 -1
Tulus sp. 2,02 |0,18 0,84
Oniscidae sp. ind. 11,69 | 0,18 0,97
Odontura algerica 0,4 0 1
Dermaptera sp. ind. 0 0,18 -1
Anisolabis mauritanicus 2,82 (0,18 0,88
Reduvius sp. 0 0,18 -1
Caraboidea sp. ind. 1,61 |0 +1
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Macrothorax morbillosus | 0 0,18 -1
Ophonus sp. 2,82 |0 +1
Zabrus sp. 1,61 |0 +1
Percus sp. 0,4 0 +1
Olisthopus sp. 0,4 0 +1
Harpalidae sp. ind. 2,02 |0 +1
Harpalus sp. 0,4 0 +1
Anthicus floralis 0 0,18 -1
Xantholinus sp. 5,65 (0,36 +0,88
Alleculidae sp. ind. 1,21 |0 +1
Timarcha sp. 0 0,18 -1
Dolichosoma sp. 0,4 0 +1
Crypticus sp. 0,4 0 +1
Calcar sp. 0,4 0 +1
Erodius sp. 2,02 |0 +1
Asida sp. 0,4 0,18 +0,38
Scleron armatum 0 0,36 -1
Chrysomelidae sp. ind. 0,4 0 +1
Chrysomela sp. 0,81 [0 +1
Hypera circumvaga 0,81 [0 +1
Rhytirhinus longulus 0,4 0 +1
Cerambycidae sp. ind. 0 0,36 -1
Agapanthia sp. 0,4 0 +1
Messor barbara 51,21 [ 73,42 -0,18
Aphaenogaster testaceo-

pilosa 0 14,65 |-1
Tetramorium biskrensis | 0,4 0,18 +0,38
Monomorium sp. 0 4,34 -1
Cataglyphis bicolor 0,81 |[2,17 -0,46
Tapinoma nigerrimum 3,23 (0,18 +0,89
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Anthophoridae sp. ind. 0,4 0 +1
Lepidoptera sp. ind. 1,21 |0 +1
Diptera sp. ind. 0 0,18 -1
Cyclorrhapha sp. ind. 0 1,27 -1

R A %: Relatives abundances; Ii: Ivlev index.

On 2008, in the Universitary campus of Soumaa, 16 species have a negative value equal to -1 (Table 4). These are
the present species on the field but which are not consumed by Atelerix algirus. Among these species, we quote Helicella
virgata (Ii = - 1) Euparypha pisana (1i = - 1). Macrothorax morbillosus (1i = - 1) Timarcha sp (Ii =- 1), Aphaenogaster
testaceo pilosa (Ii = - 1) and Monomorium sp (Ii = -1). Two species prevailing on the field and ingested by Hedgehog of
Algeria are to be noted: These are Messor Barbara (Ii = - 0.18) and Cataglyphis bicolor (Ii = - 0.46). Species which are the
most sought after by the predator have a value of positive Ii equal to + 1 are at the number of 25. These are notably
Helicella sp (Ii = - 1), Ophonus sp (Ii = +1), Calcar sp (Ii = +1), Hypera circumvaga (Ii =+ 1), Harpalus sp (Ii =+ 1),
Agapanthia sp (Ii = + 1) and Lepidoptera sp ind (Ii =+ 1), Species which are nearly well selected that the previous ones are
Oniscidae sp ind (Ii = + 0.97), Tapinoma nigeerimum (Ii =+ 0.89), Anisolabis mauritanicus (Ii = + 0.88), Xantholinus sp
(Ii = +0.88), and Iulus sp (Ii = + 0.84). Two species in term of frequency are not much represented either in the trophic

died or in the availabilities. These are Asida sp (li= + 0.38) and Tetramorium biskrensis (Ii = +0.38).
DISCUSSIONS

On 2008 at Baraki, 132 individuals are inventoried prevailed by Formicidae represented by an equal rate to 87.9%
(116 individuals). Over a total of 420 individuals of Arthropods trapped in the palm grove of Ghoufi near Batna, YASRI et
al. (2006) count 118 Hymenoptera gathered within only of one family this is of Formicidae corresponding to a rate of
28.1%. This last one is notably represented by Monomorium sp (7.6%) and Crematogaster scutellaris (6.9 %). Numbers of
species trapped in the Universitary campus of Soumaa reach 553 individuals. Among them there is 94.9% of Formicidae
including Messor barbara prevails with 73.4%. This prevailing of ants is underlined in the region of Tigzirt by
OUDIJIANE et DAOUDI-HACINI (2004) with 20 species among them Tetramorium biskrensis and Messor barbara
intervene together for 72% (708 individuals). In other respects, CLERE et BRETAGNOLLE (2001) in cereal plain in the
South of Deux-Sevres, point out that Formicidae participate with 12% according to the whole of Arthropods trapped. The
formicidae participate more in the trophic menu of Atelerix algirus in the different stations where Messor Barbara is the
specie the most frequent (R.A % 87.03% at Baraki and R.A % at Soumada). In the agricultural region near Bouira,
MOUHOUB et DOUMANDII (2003) have noted the harvester’ ant participates with a rate of 72.4%. It is observed that the
trophic menu of Hedgehog is based on social insects as ants. The results noted in the present study confirm those of
DOUMANDIJI et DOUMANDII (1992b). These authors have observed that Atelerix algirus can ingest social insects as
Messor Barbara, Camponotus sp and Tapinoma nigerrimum. It appears that Atelerix algirus has tendency to be
myrmecophage. In regards to selection of preys at Baraki, 13 species have a negative value (Ii =-1). These are species
present in the trophic availabilities, but they are not ingested by Atelerix algirus as Apis mellifera (Ii = - 1) and Messor sp
(Ii =-1). In the present study, only one specie has a value of Ii nearly enough weak, this of Topinoma nigerrimum (Ii = -
0.92). It is abundant in the availabilities but seldom in the trophic diet of Atelerix algirus. Availabilities of Tapinoma
niggerimum in the environment and its rareness in the trophic menu can be explained by the putting up of Barber pots too

near of anthills of specie or by the passing of Arelerix algirus by spots where this specie is seldom observed. May be
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Tapinoma nigerrmum is getting a size too small (3 mm). The most sought after species by predator have a value of Ii
positive equal to + 1 notably Hypera circumvaga (Ii = + 1), Camponotus barbaricus (Ii = + 1) and Camponotus sp (li = +
1). A specie is also strongly selected, it is Messor Barbara (Ii = + 0.97). BAOUANE (2005) and MIMOUN et
DOUMANDII (2007) draw attention on the important consumption of Formicidae by this predator. In effect BAOUANE
(2005) underlines the high level of Ivlev index value, equal to Ii = + 0.93 for Messor barbara and to Ii = +0.79)for
Camponothus Barbaricuse. Moreover MIMOUN et DOUMANDIJI (2007) mention a high selection value for
Aphaenogaster sp (Ii = + 0.95). Messor sp (Ii = +0.94) and Messor Barbara (Ii =+ 0.93). In the Universitary Campus of
Soumaa on 2008, some species are present on the environment without being consumed by Atelerix algirus as Helicella
virgata (Ii = - 1). Euparypha pisana (Ii = -1).Aphaenogaster testaceo pilosa (Ii = -1).and Monomorium sp (Ii =-1). In the
forest of Ben Ghobri, MIMOUN (2006) notes that Aphaenogaster testacio pilosa (Ii = -0.46) is weakly sought after but
Monomorium sp is fully absent in the menu of Erinaceidae (Ii =-1). In the same station, species the most sought after by
predator witch have a positive value of Ii , equal to + 1 are notably Ophonus sp (Ii = +1), Calcar sp (Ii = +1) and Hypera
circumvaga (i =+ 1). Species which are nearly better selected than previous ones are Oniscidae sp ind (Ii =-0.97),
Tapinoma nigerrimum (Ii =+ .0.89) Anisolabis mauritanicus (Il = + 0.88). Xantholinus sp (Ii = + 0.88) and Iulus sp (ii =+
0.84).Exactly BRAHMI (2005) in applying the selection index of preys by mammal of BRAYANT (1973) shows that Julus
sp (Is = 13.5) and Anisolabis mauritanicus (Is = 12.1) are strongly sought after by hedgehog of Algeria.

CONCLUSIONS

The diet of Hedgehog is based on social insects. Like Formicidae in fact, they participate more in the feeding of
Atelerix algirus in Mitidja. Messor Barbara is specie the most frequent at Baraki and Soumaa. Application of Ivlev index
shows presence of some species which are strongly sought after by the predator in the two stations. 6 species participate
with selection index Ii = + 1 at Baraki and 25 species at Souméaa. Some species are selected in the diet availabilities but are

absent in the trophic menu. In general, they are accidently ingested.
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Résume

La chamelle, est I’espece laitiere la plus adaptée aux régions arides. Le lait
camelin, ayant des propriétés nutritionnelles, thérapeutiques, riche en enzymes, se
conserve longtemps, par inhibition des flores nuisibles. L’ objectif de I’ étude est
I’ éaboration d’un levain thermophile, d'intérét technologique, par isolement puis
sélection des isolats thermophiles a partir des 31 échantillons du lait camelin,
collecté de trois wilayas situées aux Sud-est d’ Algérie : Biskra, (11Echantillons),
El- Oued (10Echantillons) et Msila (10Echantillons). L’ exploration des paramétres
physico-chimiques, microbiologiques et d’ evaluer la diversité des flores lactiques
thermophiles autochtones par PCR et réalisation des antibiogrammes. Résultats
des test physico-chimiques, ont donne, pour trois wilayas: Biskra (Bs), El
Oued(Eo) et Msila(Ms) les valeurs moyennes : pH :(6,63- 6,56 et 6,58), Acidité
(26- 26,11et 23,5°D), conductivité: (5,73-7,24 et 6,51 ), Viscosité:(3- 3,75 et
3,27), densité: (1,03 -1,025 et 0,94), protéines:(33,5- 34 et 25), matiere grasse :
(28,74-27,32 et 23,5),taux de cendres(24,5- 27, et 35,6) respectivement. Les
analyses microbiologiques ont montré une qualité microbiologique du lait
conforme aux normes nationales et internationales. Les étapes de sélection
technologique ont conduit a un levain thermophile, constitue des especes
thermophiles. Streptococcus thermophilus et Lactobacillus ssp, homofermentaires,
ayant exhibée, en culture pures, des potentialités protéolytiques, acidifiantes,
aromatisantes : acétaldéhydeet diacetyle. L’ antagonisme in vitro, desisolats, dirigé
contre des flores eucaryotes et procaryotes a révélé des effets inhibiteurs, ceci
ouvre des perspectives prometteuses pour leur éventuelle application en
technologie laitiere et pour conservation des aliments.

Motsclés:

Lait d’ espece cameline; Physico-chimique; Microbiologique; Levain thermophile;
Sélection; Antagonisme; Elevage camelin; Levain; Chamelle; Antibiotiques.
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