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Introduction

La transformation et la conservation des aliments sont importantes pour accroitre la
disponibilité alimentaire pour la consommation humaine. La transformation des aliments
comprend des méthodes mécaniques, chimiques et thermiques pour traiter les aliments afin de
préserver leurs appétences, qualités nutritionnelles, organoleptiques et ses securités
alimentaires. De plus, les désirs des consommateurs vont de la fraicheur, au stockage a long
terme, a I'absence de conservateurs chimiques et au prix raisonnable des aliments (Ben Braiek
et Smaoui, 2021; Jaya Shankar, 2023). Pour répondre a toutes ces exigences, la transformation
alimentaire vise a assurer la préservation des nutriments pour différer la consommation dans
I’espace et dans le temps et a €largir les produits avec une large gamme de textures et de goits
pour répondre aux exigences sensorielles (Jeantet et al., 2007). Le lait fait partie de ces
aliments qui nécessitent une transformation adéquate. Compte tenu de sa nature hautement
périssable, car le lait commence a se détériorer environ quelques heures apres la traite, il subit
de nombreux traitements pour prolonger sa durée de conservation et donne une valeur ajoutée
a la matiere premiére, c'est pourquoi les habitants des zones rurales transforment le lait en

plusieurs produits de maniére traditionnelle (Mutwedu et al., 2018).

Les aliments traditionnels font partie du patrimoine de chaque peuple, et lI'on se
rencontre et vit des recettes, entourés d'un savoir-faire ancestral transmis de génération en
génération, contribuent & préserver I’histoire, les habitudes et deviennent des éléments
essentiels de notre identité. Parmi ces aliments, les fromages traditionnels, qui représentent
I'une des variétés de fromages les plus importantes produites dans le monde (Fox et al., 2017 ;
Hayaloglu et al., 2002 ; Irlinger et Mounier, 2009). Les fromages traditionnels, en particulier
ceux produits a partir de lait cru, sont associés au territoire d’origine, ce qui leur confere des
caractéristiques particulieres mieux connues sous le nom de « facteurs de biodiversité ». Ces
facteurs sont dus au climat, au type et a la composition végétale des paturages naturels, a la
race animale et a tous les aspects culturels et historiques caractérisant une zone géographique
spécifique (Senoussi et al., 2022 ; Senoussi et al., 2021). La combinaison de tous ces facteurs
conduit a produire un fromage typique, qui a le potentiel de se développer en une marque

territoriale (Papademas et Bintsis, 2018).

En Algérie, la consommation de produits laitiers locaux, dont le fromage, est une
tradition ancienne, mais elle est en train de disparaitre en raison de l'industrialisation de la

majorité des méthodes traditionnelles de préparation de nombreux produits indigénes. Aussi,
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I'exode rural a provoqué la disparition de traditions ancestrales comme la fabrication
traditionnelle de ces produits (Medjoudj et al., 2020). Les fromages traditionnels algériens
sont répartis en différentes classes dont : les fromages fondus (Medghissa), les fromages
affinés (Bouhazza), les fromages a pate dure (Klila, Takammart) et les fromages frais
(Ighounane, Mechouna, Jben) (Leksir et al.,, 2019). Le Jben fait partie des variétés
traditionnelles de fromage les plus connues, dont le mode de production reste encore utilisé
aujourd'hui, et sa consommation augmente en raison de ses propriétés sensorielles et
nutritionnelles agréables (Dahou et al., 2015). Bien que Jben soit un fromage traditionnel
largement fabriqué et apprécié dans tout le pays, en particulier a I'Est, aucune donnée
scientifique n'a été publiée concernant I'effet de divers coagulants sur ses caractéristiques et
compositions. Les informations sur sa technologie de fabrication sont encore trés limitées
(Senoussi et al., 2022).

Le Jben est un fromage frais traditionnel, fabriqué a partir de lait cru de ruminant
caillé par enzyme coagulante d'origine végétale ou animale apres une étape d'acidification
spontanée (Hayaloglu, 2017; Medjoudj et al., 2020). La coagulation enzymatique du lait est
I'étape critique de la fabrication du fromage, et les types d'enzymes de coagulation du lait
jouent un roéle important dans ce processus (Liu et al., 2021). L'effet de ces enzymes de
coagulation du lait implique le clivage enzymatique de la k-caséine au niveau de la liaison
peptidique Phel05-Met106, conduisant a une déstabilisation des micelles de caséine qui
induit la coagulation du lait. De plus, les enzymes de coagulation du lait ont une activité
protéolytique plus importante envers les caséines-as et B a des taux beaucoup plus faibles
qu'avec la k-caséine (Fogeiro et al., 2020). En conséquence, les agents de coagulation
influencent l'agrégation micellaire, qui est un élément clé dans la définition des
caractéristiques du caillé et de la fermeté finale du gel, qui peut affecter la teneur en humidité,
la texture et la saveur du fromage (Gomes et al.,, 2019). Sachant que, la plupart des
préparations enzymatiques utilisées pour la fabrication du fromage ont été extraites des
estomacs de ruminants (veau, agneau), mais des coagulants issus de micro-organismes et de
plantes ont également été utilisés tres tdt (Maskey et Shrestha, 2020). Pour cette raison, outre
les conditions de fabrication du fromage, il est essentiel de comprendre les modifications
biochimiques et microbiologiques lors de la fabrication du fromage afin de produire un
produit de haute qualité nutritionnelle et hygiénique (Hayaloglu, 2016).

D’autre part, étant donné que I’état nutritionnel et la santé des consommateurs de

produits laitiers sont importants, il est important de déterminer le profil en acides gras du
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fromage (Kilcawley et Mannion, 2017). Le fromage est une source essentielle de graisses
dans I’alimentation humaine car il contient une grande quantité de plusieurs acides gras (AG).
D'un point de vue nutritionnel, diverses formes de fromage contiennent un pourcentage élevé
de graisses digestibles, ce qui signifie que les globules gras sont plus petits. Sa digestibilité est
comprise entre 88 et 94 % (Bara¢ et al., 2018). Néanmoins, les acides gras saturés (AGS), le
principal groupe d’AG présents dans le fromage, ont été associés a des maladies
cardiovasculaires, conférant au fromage une réputation nutritionnelle négative. Cependant,
plusieurs études suggerent que les AGS sont I'un des facteurs responsables des maladies
cardiovasculaires (MCV). A ce jour, il n'existe aucune preuve scientifique solide démontrant
une relation causale entre les produits laitiers ou les matiéres grasses du lait et les maladies
cardiaques (Kanekanian, 2014). De plus, les AG a chaine courte, abondants dans le fromage,
sont essentiels a la promotion de la santé humaine (anti-inflammatoire et prévient I'évolution
des cancers du colon et du sein) (Gémez-Cortés et al., 2018; Hanus et al., 2018). Selon le type
de lait utilisé et le procédé de fabrication, la composition et la teneur en groupes d'acides gras
présents dans le fromage peuvent différer considérablement (Markiewicz-Ke¢szycka et al.,
2013; Paszczyk et al., 2020).

Il existe une demande croissante des consommateurs pour le lait et les produits laitiers
notamment les fromages artisanaux dans le monde entier ; en particulier pour ceux fabriqués a
partir de lait cru ou non pasteurisé (Waldman et Kerr, 2018), en raison de sa richesse non
seulement en protéines, en graisses et en vitamines, mais aussi en macroéléments tels que le
sodium, le calcium et le phosphore. En plus des macroéléments, les fromages contiennent
également des oligo-éléments tels que Zn, Fe, Cu et Mn (Altun et Paksov, 2020; Mendil,
2006). Les minéraux fournis par le fromage sont importants pour la santé des os et des dents
(Bonjour et al., 2009; Walther et al., 2008). Environ 60 a 70 % de I'apport en Ca provient du
lait et des produits laitiers, le fromage étant la principale source chez les adultes (Bonjour et
al., 2009). Les minéraux, bien qu’ils représentent une faible proportion, ont également une
forte influence dans la détermination des proprietés structurelles et fonctionnelles des micelles
de caséine, ainsi que sur la coagulation du lait, et les autres phases du processus de fabrication
du fromage (Lucey et Fox, 1993; Stocco et al., 2021). La concentration en minéraux dans le
fromage est variable et dépend non seulement de la composition du lait, mais également des
procedures de fabrication notamment traditionnelles du fromage, de I'équipement utilisé dans
tous les processus et du matériau d’emballage et les différentes méthodes de dosage des
minéraux (Hrkovi¢-Porobija et al., 2021 ; Kalayci et al., 2022 ; Levkova et al., 2017).
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Les fromages traditionnels produits & partir de lait cru présentent un écosysteme
microbien tridimensionnel hautement sélectif et dynamique de bactéries, levures et/ou
moisissures jouant un role essentiel dans la transformation du lait, dans la production et la
maturation des fromages, apportant une contribution importante au développement des
propriétés organoleptiques uniques (& savoir texture, ardme et saveur) par rapport aux autres
types de fromages grace a leur métabolisme et diverses activités enzymatiques (Arias-Roth et
al., 2022; Fox et McSweeney, 2017; Montel et al., 2014). Ces micro-organismes contribuent
également a la sécurité microbiologique du fromage grace aux effets barrieres d'une
microflore complexe et a la production de nombreux composés antimicrobiens (Grattepanche
et al., 2008).

Malgré la présence de consortiums microbiens bénéfiques notamment les bactéries
lactiques, le lait cru peut également abriter une série de micro-organismes pathogenes et
d’altération qui peuvent, dans de bonnes circonstances, persister dans les fromages au lait cru.
Ceux-ci incluent, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus, Mucor racemosus, coliformes et autres (Fox et al., 2017 ; O’Sullivan
et Cotter, 2017 ; Picon, 2017). Des bactéries pathogenes peuvent également accéder au
fromage lors de sa fabrication en raison de mauvaises pratiques sanitaires et/ou d'hygiéne. En
conséquence, les agents pathogénes peuvent atteindre des niveaux tels qu’ils peuvent
provoquer des maladies chez I’humain. Il est important pour les fromagers de gérer les risques
microbiologiques lors de la fabrication du fromage afin de protéger la santé publique
(Donnelly, 2018).

En fait, il existe trés peu de recherches sur les fromages algériens, notamment le Jben,
peu de données disponibles sur les propriétés biochimiques, la protéolyse, la fraction minérale
et le profil des AG du Jben et son procédé de fabrication. Le but et la nouveauté de cette
enquéte était d'examiner, caractériser et de comparer l'effet de divers coagulants (d'origine
animale et vegeétale) sur les parametres physico-chimiques et microbiologiques du fromage, la
composition en macroeléments, également des oligo-éléments, la protéolyse primaire les

profils des AG et les indices de qualité des lipides du fromage frais traditionnel "Jben".

De plus, cette étude visait a évaluer les interactions et la relation entre les parametres
physico-chimiques (pH, acidité titrable (AC), matiere seche (MS), matiéeres grasses (MG),
protéines (PR), cendres (CE) et I’activité de 1’ecau (AE)) et microbiologiques (Flore totale

aérobie mésophile (FTAM), coliformes totaux (CT) et fécaux (CF), des staphylocoques a
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coagulase positive (SCP), Salmonella, des levures et moisissures (LM)), dans les fromages
Jben fabriqués a partir de différents agents de coagulation du lait. En raison de I'importance
du fromage dans I'alimentation humaine, cette étude comparative des composés du fromage
Jben devrait approfondir notre compréhension de la valeur nutritionnelle des produits laitiers

traditionnels.

L’objectif principal du travail était la fabrication, la caractérisation physico-
chimiques, biochimique et microbiologique d’un fromage traditionnel frais (Jben) fabriqué a
l'aide de deux agents de coagulation du lait (animal et végétal). Un autre objectif et la
nouveauté de cette enquéte était d’évaluer et de comparer l'effet de divers coagulants
(d'origine animale et végétale) sur les parametres physico-chimiques du fromage, les profils
d’acides gras, les indices de qualité des lipides, protéolyse primaire, fraction minérale et

caractéristiques microbiologiques du fromage frais traditionnel (Jben).
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1 Apercu historique des fromages artisanaux

Jusqu'a recemment, les origines du fromage restaient pour la plupart enveloppées dans
le brouillard impénétrable de la préhistoire antique. Au cours des deux dernieres décennies,
cependant, des avancées révolutionnaires dans des domaines de recherche et d'érudition tres
variés ont permis de mieux comprendre les premiéres expériences de I'humanité avec le
fromage (Kindstedt, 2017). En effet, la convergence de multiples courants de recherche a
repoussé les débuts probables de la fabrication du fromage au Néolithique, peut-étre presque
jusqu'aux origines mémes de la domestication du bétail et de I'élevage laitier, qui ont fourni le
contexte de I'émergence du fromage (Kindstedt, 2012).

Avant d'aborder I'histoire du fromage, il faut se pencher sur la domestication des
animaux laitiers et I'histoire de la production laitiére. Les petits ruminants ont d'abord été
domestiqués dans les vallées supérieures de I'Euphrate et du Tigre en Asie du Sud-Ouest,
comme l'a déduit I'étude des restes squelettiques archéologiques (Vigne et Helmer, 2007). Les
progreés considérables dans les techniques de récupération, d'évaluation et d'analyse statistique
des restes squelettiques et dentaires pour les caractéristiques diagnostiques vitales telles que la
taille, le sexe et I'dge de I'animal au moment de la mort, ainsi que les progres dans des cadres
d'interprétation basés sur la modélisation ethnographique des stratégies de gestion utilisées
par les bergers semi-nomades en Asie du Sud-Ouest aujourd'hui, ont conduit a des percées
dans la capacité de détecter I'émergence et de suivre la propagation de la domestication du
bétail (Vigne, 2011; Vigne et Helmer, 2007). Les données archéozoologiques montrent
clairement I'apparition de changements drastiques dans les profils d'abattage des ovins et des
caprins, considérés comme révélateurs du début de la domestication, vers le milieu du 9™
millénaire avant notre ere (Helmer et al., 2007 ; Vigne, 2011 ; Vigne et al., 2011). De méme,
des bovins ont également été domestiqués dans le bassin du Moyen Euphrate un peu plus tard,
toujours sur la base d'analyses archéozoologiques (Vigne, 2011).

En outre, des études génétiques mitochondriales d'ovins, de caprins et de bovins
modernes, ainsi que des analyses d'ADN mitochondrial extrait de restes squelettiques
néolithiques, étaient également la conclusion selon laquelle la premiére domestication de ces
animaux s'est produite dans le bassin du Moyen Euphrate dans la région du Croissant fertile
en Asie du Sud-Ouest (Bollongino et al., 2012; Bonfiglio et al., 2012; Conolly et al., 2012;
Hiendleder et al., 2002; Meadows et al., 2007; Naderi et al., 2008). On suppose que la traite a

commencé vers le 4°™ millénaire avant J.-C., mais les recherches suggérent que la traite a
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commencé vers I'époque de la domestication (95™ millénaire avant J.-C.) (Helmer et al., 2007
; Sherratt, 1981, 1983). Il a été largement supposé que le bétail domestique en Asie du Sud-
Ouest etait initialement élevé pour sa viande, ses peaux et d'autres produits résultant de
I'abattage des animaux, et que la traite des chévres, des moutons et des bovins n'a commencé
que bien plus tard vers le 4°™ millénaire avant J.-C., mais les découvertes archéozoologiques
et archéochimiques actuelles révelent que I'élevage laitier était pratiqué bien plus tot vers
I'époque de la domestication (9™ millénaire avant J.-C.) (Helmer et al., 2007; Sherratt, 1981,
1983).

La premiére preuve directe de production laitiere dans les archives archéologiques a
été vue a l'aube de la fabrication de poterie au 7™ millénaire avant J.-C. dans I'ouest de
I'Anatolie (Evershed et al., 2008; Thissen et al., 2010). La présence de résidus de matiére
grasse du lait dans les anciens pots n'indique pas nécessairement I'existence de la fabrication

du fromage, seulement que du lait sous une forme ou une autre y était logé (Kindstedt, 2017).

Cependant, des études suggeérent que des produits laitiers concentrés comme le fromage et le
beurre (ceux qui contiennent des niveaux élevés de matieres grasses et de faibles niveaux
d'eau et de lactose) pourraient avoir été contenus dans le pot en fonction des traces de

nutriments observées (Copley et al., 2005).

Des preuves similaires ont également été observées dans des tamis en céramique
néolithiques récupérés dans le nord-est et le nord-ouest de I'Europe, datant du 6°™ millénaire
avant notre ére (Salque et al., 2013 ; Salque et al., 2012). Il a été proposé que ces anciens
tamis en poterie servaient a séparer le caillé du lactoserum lors de la fabrication du fromage
(Barker et al., 1991; Gouin, 1997). Cette suspicion a été confirmée en 2012 et 2013 (Salque et
al., 2013 ; Salque et al., 2012), que les agriculteurs néolithiques utilisaient ces tamis dans la
fabrication du fromage 5000 a 5500 av. J.-C. de la méme maniére qui se pratique encore
aujourd'hui. Ainsi, nous savons avec une quasi-certitude que la fabrication du fromage était
bien avancee dans le sud-ouest de I'Asie et dans certaines parties de I'Europe a la fin du
néolithique, mais une origine beaucoup plus ancienne (Kindstedt, 2017).

Les premiers récits descriptifs des fromages et de leurs procédés de fabrication sont
intervenus plusieurs milliers d'années aprés le début de la fabrication du fromage vers le 4
millénaire avant notre ére avec les tablettes d'argile proto-cunéiformes d'Uruk, la premiere
grande cite-état de la civilisation sumérienne dans le sud de la Mésopotamie, qui est

aujourd'hui I'lrak. Ces tablettes d'argile proto-cunéiformes représentent les antécédents de la
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premiere langue écrite de I'numanité, et parmi les tablettes récupérées d'Uruk se trouvent de
nombreux documents administratifs qui présentent des chiffres sur la production annuelle de
produits laitiers, principalement du fromage et de I'huile de beurre (ghee), produits a partir de

lait de vache et les troupeaux de chevres et de moutons (Englund, 1991, 1995 ; Green, 1980).
2 La production fromagére

La production de la plupart des variétés de fromages suit le méme procédé de base, ou
la fabrication implique plusieurs processus, dont certains sont communs pour les difféerents
types de fromage. La transformation du lait en fromage par la méthode classique comporte
trois étapes principales : 1) coagulation par voie enzymatique (présure) et/ou lactique
(ferments), 2) égouttage et moulage (sauf pour les fromages fondus) et 3) salage et affinage
(sauf pour les fromages frais et fondus). L’étape de coagulation est toutefois généralement
précédée d’une étape de prétraitement du lait au cours de laquelle le lait peut étre standardisé,
homogéneisé ou encore traité thermiquement (Gunasekaran et Ak, 2002; St-Gelais et al.,
2002).

2.1 Prétraitement du lait pour la fabrication du fromage

Le lait utilisé pour la fabrication du fromage subit généralement plusieurs processus
pour améliorer ses propriétés ou pour prévenir d'éventuels défauts qui pourraient survenir lors
de la fabrication du fromage (Walstra et al., 2006). Les grandes laiteries industrielles réalisent
notamment des procédés tels que la thermisation, la pasteurisation, la standardisation,
I'nomogénéisation et I'ajout de chlorure de calcium, qui ont des implications technologiques
importantes dans la fabrication du fromage, comme indiqué ci-dessous (Walstra et al., 2006).

2.1.1 La Thermisation

Si le lait doit étre stocké avant transformation, il est alors traité a des températures
inférieures aux températures de pasteurisation (50°C—70°C pendant 5-30 s) afin de réduire (1)
la charge bactérienne viable dans le lait et (2) contrbler le développement des activites
enzymatiques associées aux bactéries. D'une maniére générale, la thermisation améliore la

qualité des fromages préparés a partir de laits stockés au froid (Sheehan, 2007).
2.1.2 La pasteurisation

Le lait de fromagerie est généralement pasteurisé a basse température longue duree
(62-65 °C/ 30 minutes) ou des traitements thermiques plus elevés (72-75 °C / 15-30 secondes)

ce traitement a pour effet de tuer d'éventuelles bactéries pathogénes connus (Listeria
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monocytogenes, Staphylococcus et Salmonella, Mycobacterium tuberculosis,...), d’inactiver
certaines enzymes, diminuer le niveau total de lipolyse et provoque la dénaturalisation des
protéines de lactosérum, qui se complexe avec les caséines retenues dans le caillé, augmentant

le rendement en fromage (Bintsis et Papademas, 2017).
2.1.3 L'homogénéisation

Habituellement, I'homogénéisation vient aprés la pasteurisation. C'est un procédé
physique qui permet de réduire la taille des globules de matiére grasse en fines gouttelettes, ce
qui évite la remontée de la creme a la surface du lait (D'Incecco et al., 2018). Lorsque les
particules de graisse deviennent plus petites, elles commencent a se réassembler. Ce faisant,
ils capturent la caseine et le lactosérum dans leurs parois et certains sont totalement entourés
de protéines (Bintsis et Papademas, 2017). Il en résulte une interaction accrue entre les
globules gras qui se comportent comme des particules de pseudo-protéines avec des forces
électrostatiques et hydrophobes et les particules de caséine qui peuvent s'incruster dans leur

surface lors de la coagulation (Ong et al., 2010).

L'homogénéisation favorise la lipolyse, le blanchiment et le développement de la
saveur des fromages fabriqués a partir de lait de vache (Miller et al., 2006; Robinson et
Wilbey, 1998). De plus, Les effets de ce traitement sur les propriétés texturales ont été
démontrés dans la littérature, ou la participation des globules gras homogénéisés a la
formation de gel contribue au développement d'une texture homogéne douce et lisse (Guinee
et McSweeney, 2006). L homogénéisation du lait a été utilisée dans l'industrie fromagere pour
augmenter le rendement en fromage grace a une plus grande rétention d'humidité et a une
meilleure récupération des graisses et des protéines (Abd ElI-Gawad et Ahmed, 2011; Ong et
al., 2010).

2.1.4 La standardisation

La composition du lait varie tout au long de I'année selon les saisons et est influencée
par I’alimentation, la santé de la vache (mastite), le stade de lactation des vaches, la teneur en
cellules somatiques, pour cela la vache produira naturellement du lait avec des quantites
variables de matiéres grasses et de protéines d'un mois a l'autre, il est important de normaliser
le lait pour des rendements et une qualité de fromage constants. Le fromager peut compenser

cet écart en standardisant le lait (Guinee et McSweeney, 2006).
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La standardisation fait donc référence au processus par lequel la composition du lait
est ajustée au niveau souhaité. Le paramétre de composition le plus couramment pris en
compte est la matiéres grasse (Hill et Ferrer, 2021). La normalisation du lait de fromagerie
nécessite normalement d'augmenter la proportion de protéines par rapport aux matieres
grasses, ce qui peut étre fait en ajoutant des protéines ou en retirant des matiéres grasses (Hill
et Ferrer, 2021). Le rapport matiére grasse/caseine du fromage est déterminé par le rapport
matiére grasse/caséine du lait utilisé. Un rapport graisse/caséine plus faible permet de piéger
davantage la graisse dans le caillé apres la coagulation, ce qui entraine une récupération plus
efficace des graisses du lait dans le fromage (Kalit et al., 2021). Ce rapport est le facteur
principal qui détermine la quantité de matieres grasses dans le fromage par rapport aux autres
solides du lait dans le fromage (Addis et al., 2018).

2.2 Lacoagulation

Lapointe-Vignola (2002) a défini la coagulation du lait comme la déstabilisation des
micelles de caséine, qui floculent et s'agregent pour former un gel renfermant les composants
solubles du lait. Cette étape est réalisée a I'aide de l'une des méthodes suivantes, ou d'une
combinaison de ces méthodes : a) protéolyse limitée a I'aide d'enzymes ; b) acidification par
ajout d'acides ou d'une culture starter ; (Fig.1l) et c). La coagulation mixte associe
I’acidification combinée a un chauffage a environ 90 °C (Fox et al., 2004 ; Henning et al.,
2006 ; Kjellstram, 2017). En effet, la majorité des fromages sont produits par coagulation
enzymatique (Fox et Guinee, 2013), la présure des estomacs de jeunes veaux, de chevreaux,

d'agneaux et de buffles était traditionnellement utilisée (Fox et al., 2004).

~  Chymosine
~  ou acide

Fromage : coagulation des micelles de caseéine et perte de la
répulsion électrostatique due a I'élimination des
glycomacropeptides par la chymosine ou a la neutralisation
Lait : micelles de caséine maintenues a des charges négatives. Une partie du calcium se désintégre
distance par répulsion électrostatique. des micelles, entrainant une perte de leur intégrité.

Figure 1. lllustration schématique de la coagulation du lait (Lucey, 2016).
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2.2.1 La Coagulation par voie acide

La coagulation acide affecte la stabilité des micelles de caséine en neutralisant leur
charge ce qui provoque la précipitation de ces protéines a leur point isoélectrique, en
dissolvant certaines réticulations du phosphate de calcium colloidal (PCC) et en modifiant la
liaison interne entre les protéines (Lucey, 2016). Le développement d'agrégats et
éventuellement de gels se produit au point isoélectrique lorsque la répulsion électrostatique

est insuffisante pour vaincre les forces attractives (Abbas et al., 2014; Lucey, 2016).

La coagulation acide peut résulter d'une acidification biologique a l'aide d'enzymes
transformant progressivement par fermentation lactique (le lactose en acide lactique), ou
d'une acidification chimique (injection de gaz carbonique, ajout de glucono-4- lactone, etc.)
(Troch et al., 2017). Quel que soit le procédé, l'acidification se traduit par une baisse du degré
de dissociation des groupements acides du phosphocaséinate de calcium. Les ions H* libérés
par l'acidification neutralisent progressivement les charges électronégatives : la répulsion
électrostatique diminue avec I'enrichissement du milieu H* puis disparait. A température
ambiante, les micelles commencent a s'agréger a pH 5,2 (Troch et al., 2017). Lorsque le pH
isoélectrique de la caséine est atteint (pH 4,6), ceci conduit a la solubilisation des éléments
minéraux (calcium et phosphate inorganique), une libération d’eau et a leur précipitation,

entrainant ainsi la coagulation compléte (Horne, 2020).
2.2.2 La Coagulation mixte

Bien que les protéines de lactosérum soient facilement dénaturées par chauffage, les
micelles de caséine dans le lait frais sont trés stables a la chaleur et restent en dispersion
colloidale a des températures allant jusqu'a 140°C (Fox, 2003). Cependant, le lait modérément
acidifié (a un pH de 6,2 a 5,4), soit par la production d'acide lactique par bactéries lactiques,
soit par I'ajout d'un acidulant externe, devient sensible a la coagulation induite par la chaleur a
des températures relativement basses (ex., 85°C), ce qui donne naissance a une nouvelle
famille de fromages plutdt petite connue sous le nom de fromages coagulés a I'acide et a la
chaleur (Kindstedt, 2013).

La coagulation se produit parce que les protéines de lactosérum se déplient et perdent
leur capacité a interagir avec l'eau sous l'influence combinée de l'acide et de la chaleur.
Simultanément, I'ajout d'acide déstabilise la stabilité colloidale des composés micellaires en
rompant les liaisons calciques entre les micelles et entrainant I'initiation de la coagulation,

cela ameéne les protéines de lactosérum dénaturées a se fixer sur les surfaces micellaires et les
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micelles a s'agréger en grappes qui emprisonnent les globules gras (Dalgleish et Corredig,
2012; Kindstedt, 2014). D’autre part, la coagulation mixte peut se produire de 1’action

conjuguée de la présure et de I’acidification (Mahaut et al., 2003).
2.2.3 Coagulation par voie enzymatique

La coagulation du lait est une étape cruciale dans la fabrication du fromage et le choix
de I'enzyme de coagulation spécifique est fondamental pour le rendement, la texture et la
saveur du fromage (Shah et al., 2014).Un grand nombre d’enzyme protéolytique d’origines
animale, végétale ou microbienne, ont les propriétés de coaguler le lait. La présure (mélange
de chymosine et pepsine), sécrétée dans la caillette des jeunes ruminants nourris au lait, est
I’enzyme coagulante la mieux connue et son mécanisme d’action est bien établi (Corredig et

Salvatore, 2016; Ong et al., 2017).
2.2.3.1 Coagulation par enzyme d’origine animale

La coagulation du lait par des enzymes protéolytiques d’origines animale est une des
plus anciennes operations de transformation alimentaire. Le terme « présure » est donné au
coagulant extrait de la caillette des jeunes ruminants abattus avant le sevrage (Troch et al.,
2017). La présure d’origine animale constitué principalement de chymosine et d’un peu de
pepsine (80% chymosine et 20% pepsine) est le coagulant le plus utilisé (Huppertz et al., 2006
; Scott et al., 1998 ; Troch et al.,, 2017). La chymosine est la principale enzyme de
coagulation du lait (95% de l'activité enzymatique), est une protéase acide, secrétée sous
forme de proenzyme inactive appelée prochymosine. L’activation de la prochymosine en
chymosine se fait spontanément dans la caillette aux pH inferieurs a 5,0 par hydrolyse de

I’extrémité N-terminale de la molécule (Mahaut et al., 2003 ; Mahaut et al., 2000).

La chymosine, une protéase aspartique, hydrolyse la cas€ine, et a une double activité :
forte activité sur la k-caséine située en périphérie des micelles de caséine, et provoque ainsi
une déstabilisation des micelles lors de la phase de coagulation, et elle a une légere activité
globale de protéolyse sur les différentes fractions de caséine, qui se produit principalement
pendant l'affinage du fromage (Troch et al., 2017). Généralement, la coagulation du lait
médiée par la chymosine est divisée en deux étapes : la phase enzymatique et la phase non
enzymatique (Frederiksen et al., 2011). Au cours de la premiére phase, la kappa-caséine (la
partie C-terminale ) est hydrolysée par voie enzymatique sur une liaison peptidique spécifique
(Phe105-Met106) pour produire la para-kappa-caséine hydrophobe (la partie N-terminale de
la x-caséine) et un glycomacro-peptide (GMP) hydrophile (Horne et Lucey, 2017). La para-
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kappa-caséine reste attachée au noyau micellaire, tandis que le GMP (la partie C-terminale)
diffuse dans le lactosérum. La perte du GMP provoque une diminution progressive de la

répulsion électrostatique entre les micelles de caséine (Dalgleish et Corredig, 2012) (Fig.2).

Ce processus entraine immédiatement la déstabilisation stérique de la kappa-caséine
due a la perte du potentiel de surface d'un groupe chargé négativement (Horne et Lucey,
2017). En effet, lorsqu'environ 70% de la kappa-caséine est hydrolysée, la stabilité colloidale
des micelles est fortement perturbée permettant a la phase d'agrégation secondaire spontanée
de se produire (Anema et Li, 2003). Une fois les chaines moléculaires se connectent pour
former un réseau tridimensionnel par le biais d'interactions hydrophobes et électrostatiques,
une structure semblable a un gel se forme lorsque les micelles de caséine perdent leur
solubilité. Le gel est ensuite solidifié davantage par réticulation au calcium (Ferreira, 2011).
Au fur et a mesure que la gélification progresse, le phosphate de calcium colloidal (CCP)
devient de plus en plus important dans la création du réseau de gel (Lucey, 2002). Ce gel est
structuré, souple, élastique, imperméable, peu friable avec un fort pouvoir de rétention d’eau
permettant un relargage de sa fraction aqueuse lors de 1’égouttage par synérese (Vétier et al.,

2000).

A Glycomacropeptide

Figure 2. Micelle de caséine native avec une casé€ine k intacte fournissant une charge et une
stabilisation stérique contre l'agrégation (A), et des micelles de caséine qui ont perdu le
glycomacropeptide de la caséine k en raison de l'hydrolyse induite par la présure (B)
(Dalgleish et Corredig, 2012).
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2.2.3.2 Coagulation par enzyme d’origine végétale

Les coagulants végétaux sont devenus un sujet d'intérét croissant dans l'industrie
fromagere, en raison de leur disponibilité facile et de leurs procédés de purification simples.
Egalement, la disponibilité réduite de la présure de veau couplée a l'augmentation du prix et a
la demande croissante de fromage, ont conduit & rechercher des coagulants de substitution de
la présure (Lemes et al., 2016). En fait, de nos jours, la présure de veau ne couvre que 20 a 30
% de la demande mondiale de coagulants du lait (Abbas et al., 2013 ; Lemes et al., 2016). De
plus, le marché étant de plus en plus orienté vers la diversification de I'offre pour assurer un
large choix aux consommateurs, les industries fromageres recherchent des coagulants
alternatifs pour satisfaire les consommateurs qui pour des raisons religieuses (islam,
judaisme) et éthiques (végétariens) préferent ne pas consommer de fromage a base de présure
animale (Aktayeva et al., 2018).

Depuis plusieurs années, les extraits de plantes sont largement utilisés dans la
préparation de différents types de fromages artisanaux qui sont principalement produits dans
les pays méditerranéens, I'Europe du Sud et I'Afrique de I'Ouest (Roseiro et al., 2003).
Récemment, une grande attention s'est portée de plus en plus sur les coagulants d'origine
végétale tels que les protéases présentes dans divers tissus végétaux tels que les fleurs de
chardon (Zikiou et al., 2020), l'artichaut de Cynara scolymus (Bueno-Gavila et al., 2020) et
les fleurs de Citrus aurantium (Mazorra-Manzano et al., 2013). Ces protéases sont des
enzymes peuvent hydrolyser les caséines du lait a différents pH et températures (Shah et al.,
2014). Aprés addition de présure végétale, les deux étapes principales de la coagulation
enzymatique du lait sont réalisées de la méme maniére que la coagulation par la présure

animale (Cayot et Lorient, 1998).

Semblable a la chymosine, de nombreuses protéases végétales hydrolysent
sélectivement la liaison k-caséine Phel05-Met106, tandis que d'autres hydrolysent différents
sites, comme la protéase extraite de Solanum dubium hydrolyse la liaison Ser104-Phel05 de
la k-caséine bovine tandis que l'actinidine (protéase d'Actinidia chinensis), qui hydrolyse
probablement la liaison Arg97-His98 ou Lys111-Lys112 (Ahmed et al., 2010; Lo Piero et al.,
2011). L'hydrolyse de la k-caséine, essentielle pour initier le processus de coagulation lors de
la fabrication du fromage, affecte directement I'activité de coagulation du lait, qui n'est pas
influencée par la différence de point de clivage (Drghse et Foltmann, 1989). D'autre part, la

différence de spécificité d'hydrolyse des différentes protéases vis-a-vis de l'a- et de la B-
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caséine contribue a la libération de peptides pouvant influencer la saveur et la texture du
fromage (Zhang et al., 2019). Par exemple, la cardosine A (Cynara cardunculus) agit sur
différentes liaisons de la caséine asl : Phe24-Phe25, Argl00-LeulOl1, Phel53-Tyrl154,
Trpl64-Tyrl65 et Tyrl65-Tyrl66, également sur la B-caséine : Leul27-Thr128, Leul65-
Ser166 et Leu192-Tyr193 (Cavalli et al., 2013).

Cependant, I'nydrolyse générale des caséines est liée a I'activité protéolytique (AP) de
I'enzyme. Une AP élevée peut étre associée au développement de défauts de golt amer et de
texture du fromage, ce qui limite leur utilisation industrielle (Egito et al., 2007) (Fig.3). Pour
cette raison, la sélection d'un coagulant végétal approprié et le controle des différents
paramétres de gélification sont d'une grande importance pour obtenir une meilleure qualité du
produit final (Harboe et al., 2010). Les protéases végeétales sont classées en divers groupes sur
la base du mécanisme catalytique utilisé au cours du processus hydrolytique. Les principales
classes de protéases de coagulation du lait sont les protéases aspartiques, a sérine et a cystéine
(Shah et al., 2014).

micelles de caseine

caseines

submic t?lles | le phosphate agregees
\\ =t de calcium enzyme de
& f enzyme de coagulation

(goiit amer)

K-caséine £6 27, f résiduelle
\ D " ’ cuagulatmn /f » peptides courts

B .. protéines de caillé
| | J L |
ACL AP
Figure 3. Dégradation des caséines par I'enzyme de coagulation et développement de peptides

amers. ACL = activité de coagulation du lait, AP = activité protéolytique (Nicosia et al.,
2022).

Les protéases aspartiques (PAs) se trouvent dans de nombreuses variétés d'especes
végétales. lls sont impliqués dans la dégradation des protéines au cours du processus de
développement des plantes, les mécanismes de stockage des protéines, les réponses au stress
et aux agents pathogénes (Gonzalez-Rabade et al., 2011). Ces enzymes ont deux résidus
aspartiques responsables de l'activité catalytique, dont la spécificité d'action est préférée pour
le clivage des liaisons peptidiques entre les résidus d'acides aminés hydrophobes (Domingos

et al., 2000). Ces types de protéases sont plus actifs a pH acide (valeur de pH 3-5) (Yegin et
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al., 2011). Les protéases aspartiques les plus répandues et les plus utilisées sont certainement
les cardosines extraites de Cynara cardunculus (Verissimo et al., 1995). Les plus abondantes
sont la cardosine A et la cardosine B ; bien que, plus récemment, quatre cardosines
supplémentaires aient été isolées des fleurs (cardosines E, F, G et H) (Sarmento et al., 2009;
Verissimo et al., 1995). Cependant, une comparaison entre la chymosine et les cardosines
montre que ces derniéres ont une AP plus importante, ce qui conduit a I'apparition de saveurs
ameéres (Macedo et al., 1996; Sousa et Malcata, 2002).

Les protéases de type cystéine (PCs) ont des résidus Cys et His dans leur site
catalytique (Faheem et al., 2016). Le domaine catalytique actif contient trois résidus
catalytiques (Cys-His-Asn) qui ont des fonctions spécifiques (Cstorer et Ménard, 1994). Ces
types d'enzymes sont produits sous forme de précurseurs inactifs et ont un peptide qui agit
comme un signal pour la sécrétion de la protéine et un pro-domaine auto-inhibiteur pour
empécher la dégradation indésirable de la protéine (Coulombe et al.,, 1996). L'une des
protéases a cystéine les plus étudiées est la papaine de Carica papaya (Konno et al., 2004),
mais d'autres protéases a cystéine ont été extraites du latex de Jacaratia corumbensis (Duarte
et al., 2009) et d'Actinidia chinensis (Puglisi et al., 2014).

Les protéases a sérine (PSs) ont dans leurs sites actifs des résidus de sérine (Borgono
et al., 2007). Leur role principal dans les plantes est presque le méme que celui des PAs, avec
quelques fonctionnalités supplémentaires. Les PSs sont répandues dans les plantes et
appartiennent a plusieurs groupes taxonomiques. Ils ont été extraites, purifiées et caractérisées
a partir de plusieurs parties de plantes, en particulier de fruits (Shah et al., 2014). Une sérine
protéase capable de coaguler le lait a été extraite de Solanum dubium, appelée dubiumine, qui
s'est avérée tres stable contre une large gamme de valeurs de pH (4,0 & 11,0) ainsi qu'une
large gamme de températures (20 a 90 ° C) (Ahmed et al., 2009). Une alternative a la présure
animale peut étre représentée par la sérine protéase extraite des tissus du fenouil (Foeniculum
vulgare), cette enzyme reste active et stable a des pH allant de 6 a 7,5 et a des températures
allant de 40 a 60 °C (Bey et al., 2018).

En plus de leur fonction principale dans la coagulation du lait, les protéases végétales
jouent un réle important dans le début de I'affinage du fromage (Yegin et Dekker, 2013).
L'hydrolyse des caséines du fromage par le coagulant residuel produit des substrats
indispensables a certaines microflores bactériennes, dont la dégradation permet le

développement des arémes lors de I'affinage (Sanjuan et al., 2002; Upadhyay et al., 2004).
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Cependant, l'intensité de ces effets sur la qualité du fromage dépend du type de coagulant
végetal, de sa dose et de ses activités enzymatiques (Ben Amira et al., 2017).

De maniére génerale, I'inconveénient majeur de la plupart des présures végétales est le
développement d'une amertume accrue et I'apparition de défauts de texture fromageére lors du
stockage et/ou de I’affinage (Egito et al., 2007). Ces défauts sont principalement dus a des
activités protéolytiques excessives et a de faibles rapports ACL/AP. Pour cette raison,
I'évaluation des activités enzymatiques et leur comparaison avec celles de la présure
commerciale (chymosine) est une premiere étape importante dans la sélection d'un coagulant

vegétal adapté (Ben Amira et al., 2017).
2.2.3.3 Coagulation par enzyme d’origine microbienne

Les coagulants d'origine microbienne peuvent étre soit des enzymes protéolytiques
naturelles, soit de la chymosine recombinante produite par fermentation (Runesson, 2018).
Les enzymes microbiennes de coagulation du lait présentent des avantages par rapport a la
présure animale car elles sont facilement produites, leur disponibilité est inépuisable et leurs
caractéristiques peuvent étre améliorées a l'aide d'outils biotechnologiques (Moschopoulou,
2017). Les enzymes microbiennes sont des protéases aspartiques qui catalysent la coagulation
du lait. Bien qu'il existe certaines lacunes par rapport a la présure traditionnelle de veau, la
présure microbienne a été acceptée sur les marchés de plusieurs pays. Déja en 1974, aux
Etats-Unis seulement, environ 60 % du fromage est fabriqué & partir d'enzymes fongiques
(Hashem, 2000). De nombreuses especes bactériennes ont été étudiées notamment dans le
genre Bacillus qui est probablement la source bactérienne la plus importante de protéases tels
que Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Bacillus coagulans (Mehta et al., 2019). Les résultats
ont ét¢ en général décevants en raison de I’activité¢ protéolytique généralement excessive de
ces protéases par rapport a celle de la présure, affectant ainsi négativement le rendement en
fromage (Contesini et al., 2018; Ramet, 1997).

Les enzymes d’origine fongique, contrairement a celles d’origine bactérienne, ont
donné des résultats meilleurs, souvent comparables & ceux obtenus avec la présure. A I'heure
actuelle, seuls les coagulants dérivés de champignons sont utilisés comme coagulants
microbiens. Trois espéces sont couramment utilisées : Rhizomucor miehei, Rhizomucor
pusillus et Cryphonectria parasitica. Ces champignons filamenteux qui produisent des
enzymes coagulantes du lait restent aujourd'hui les plus intéressants pour la fabrication du
fromage (Mutalib et Hakim, 2023).
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L'aspartate protéase obtenue a partir de Rhizomucor miehei et Rhizomucor pussilus a
une structure tridimensionnelle similaire a celle de la chymosine, appelée mucorpepsine (EC
3.4.23.23) et est I'enzyme présure d'origine microbiologique la plus courante. Cette protéase
clive la k-caséine en glycomacropeptide et para-k-caseine en hydrolysant uniquement la
liaison peptidique Phel05 et Met106 (Aktayeva et al., 2018). Un autre exemple de présure
fongique, l'endotiapepsine (EC 3.4.23.22) est produite par Cryphonectria parasitica
Initialement, les propriétés de liaison au lait de I'endotiapepsine ont été attribuées au clivage
de Phel05 et Met106, mais des études ultérieures ont montré que I'enzyme agit sur la liaison
peptidique voisine Ser104-Phel05 dans la molécule de k-caséine (Aktayeva et al., 2018). Une
caractéristique particuliére de cette protéase est sa thermolabilité élevée, grace a laquelle
I'endotiapepsine a trouvé une large application dans la production de fromages tels que le
cheddar, le suisse, et le colby, dont la technologie de préparation impose certaines exigences
sur les propriétés de I'enzyme utilisée (Synowiecki et al., 2007). Les fromages fabriqués a
partir d'endotiapepsine sont évalués par les experts fromagers comme équivalents voire
supérieurs en qualité aux fromages témoins fabriqués a partir de chymosine animale
(Claverie-MartIn et Vega-Hernandez, 2007).

Les coagulants microbiens présentent plusieurs avantages : faible colt de production
et conformité aux principes alimentaires, Halal et végétariens. Leurs principaux inconvenients
sont une faible spécificité, une stabilité thermique élevée, un rapport ACL/AP inférieur a celui
de la présure de veau et plus de risques d'amertume dans le fromage résultant (Lebedev et al.,
2016). 1l est souhaitable que les protéases aient une faible stabilité thermique, et de cette
maniére, en régulant les températures post-fromagerie, la survie de lI'enzyme résiduelle est
réduite, évitant la protéolyse indésirable et éliminant ainsi en toute sécurité les défauts (He et
al., 2011).

L'une des méthodes les plus innovantes pour résoudre le manque de présure animale
est représentée par la chymosine produite par fermentation ou chymosine genétique, qui est
obtenue a partir d'un micro-organisme hote tel qu’Escherichia coli, Bacillus subtilis et
Lactococcus lactis dans lequel le géne de la protéase est exprimée (Flamm, 1991 ; Luerce et
al., 2014). Le fromage est le premier produit alimentaire fabriqué a l'aide des techniques de
I'ADN recombinant (Flamm, 1991), ou la chymosine produite est identique a la source
animale, ce qui signifie qu'il a la méme séquence d'acides aminés que la chymosine de
I'estomac animal correspondant (Harboe et al., 2010). L'un des avantages majeurs de ce

procédé est de pouvoir obtenir 100 % de chymosine pure, alors que la présure de veau est
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composee d'environ 80 % de chymosine et 20 % de pepsine (ce qui est moins spécifique dans
I'nydrolyse des caséines) (Kumar et al., 2010).

2.2.4 Principaux facteurs influencant la coagulation du lait

Divers facteurs influencent la coagulation du lait, y compris la composition du lait
(tels que ; la caséine, le calcium, le pH du lait...), la concentration de la présure, le traitement
antérieur du lait et bien d'autres. Certains des facteurs les plus importants sont présentés ci-

dessous.
2.2.4.1 Lacomposition du lait

Tous les aspects de la fabrication du fromage sont affectés par la qualité et la
composition du lait (McSweeney, Fox, et al., 2017; Troch et al., 2017). Surtout la teneur en
protéines, en graisses et en calcium ainsi que le pH. Une teneur plus élevée en protéines
(caséine) et en matieres grasses améliore les propriétés de coagulation ; réduction du temps de
coagulation de la présure, augmentation de la fermeté du caillé et du rendement en fromage
(Runesson, 2018).

2.2.4.1.1 La teneur en protéines

Les principales protéines du fromage sont les caséines. Les caséines sont une famille
de quatre phosphoprotéines différentes ; asl-, as2-, B- et k-caséine. Ces protéines différent
Iégerement par leur teneur en phosphore qui affecte la liaison de calcium (Ca) (Kumar et al.,
2010). Les protéines sont formées sous forme de micelles sphériques avec de la k-caséine
hydrophile s'étendant a partir de la structure (McSweeney, Fox, et al., 2017). La composition
des caséines a un impact sur la coagulation. Une teneur plus élevée en as2-, f-caséines et une
faible k-caséine ont un taux de coagulation plus faible. Au cours de l'acidification, la «-
caséine hydrophile perd sa charge et la coagulation commence. Au cours de la coagulation
enzymatique, la k-caséine est hydrolysée et les micelles s'agregent en formant un coagulat

plus fort que lors de l'acidification (Runesson, 2018).

La taille des micelles de caseine a également un impact sur la fabrication du fromage.
Les modifications de race, d'alimentation et post-traduction entrainent des variations de taille.
Le lait avec des micelles plus petites s'agrege plus rapidement et a un coagulum plus ferme.
Les petites micelles ont un niveau plus élevé de k-caséine, ce qui peut améliorer le pontage
des protéines et du calcium, ce qui entraine un temps de coagulation plus court et un gel plus

ferme (McSweeney, Fox, et al., 2017). Plusieurs petites micelles de caséine ont une surface
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accrue par rapport a moins de grandes micelles. La surface accrue conduit a une plus grande
disponibilité de clivage hydrolytique, d'ou une agrégation plus rapide. Des minuscules
micelles ont également fourni un meilleur rendement en fromage (Logan et al., 2015). Des
recherches antérieures ont montré que la taille des micelles de caséine et la teneur en k-
caséine affectent positivement la coagulation du lait et la production de fromage (Bonfatti et
al., 2014; Freitas et al., 2019).

2.2.4.1.2 La teneur en calcium

La teneur en calcium du fromage a une influence majeure sur un certain nombre de ses
propriétés physico-chimiques. Le calcium influence les propriétés rhéologiques et
fonctionnelles du fromage en raison des interactions calcium-dépendantes entre les protéines
de caseine (Lucey et al., 2003). La coagulation par la présure est la principale étape de
fabrication impliguée dans la production de la plupart des variétés de fromage, et le calcium a
une influence majeure sur ce processus. Le calcium n'a aucune influence sur la phase
enzymatique de la coagulation de la présure si le pH est maintenu constant, mais la phase
d'agrégation dépend fortement de la concentration de calcium ionique (Ca?*) (Van Hooydonik
etal., 1986).

La teneur en calcium affecte le temps de coagulation et la fermeté du gel. Le lait a
haute teneur en calcium a un temps de coagulation plus court (McSweeney, Fox, et al., 2017).
Une concentration en calcium plus élevée agit comme agent de liaison entre les micelles ou
encore comme neutralisateur de charge et diminue également le pH, réduisant le temps de

coagulation et augmentant la fermeté du gel (Ben Amira et al., 2017; Fox et al., 2017).
2.24.1.3 LepH

L'influence du pH sur la coagulation est tres prononcée. Lors de la fabrication du
fromage, abaisser le pH de 7,0 a 5,2 du lait par les levains raccourcit le temps de coagulation
ou le pH optimal pour I'hydrolyse de la k-caseine se situe dans la gamme de 5,1 a 5,3 (Lopez
et al., 1998; Néajera et al., 2003). Les effets les plus importants de I'abaissement du pH du lait
sont la solubilisation d'une partie du phosphate de calcium, qui est libéré sous forme de Ca?"
réduisant encore la stabilité colloidale des micelles de caséine, la réduction de la charge nette
de la caséine ainsi que la dissociation des casé€ines des micelles. Ce dernier influence
directement la deuxieme phase de I'emprésurage, et entrainant I'agrégation des micelles dans
le caillé en formation (Horne, 2020 ; Lopez et al., 1998 ; Schiffer et al., 2021).
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2.2.4.1.4 La maticre grasse

La matiére grasse du lait existe sous forme de globules de matiere grasse dans le lait
des especes de mammiferes. La taille des globules varie en fonction de I'animal, de
I'alimentation, du stade de lactation et des différences saisonnieres (Logan et al., 2015). La
graisse joue un role passif pendant le processus de coagulation, car les globules de graisse
sont piégés dans la matrice de para-caséine (Fox et al., 2017), et affectent ainsi positivement

le rendement de fromage (Pazzola et al., 2019)

La taille des globules gras a un effet différent sur les caractéristiques
physicochimiques des gels de lait (Michalski et al., 2004). Les globules gras natifs pourraient
agir soit comme charges, soit comme briseurs de structure. Les globules gras plus petits,
homogeénes et lisses qui peuvent représenter des points faibles dans la matrice du fromage et
améliorer la capacité de rétention d'eau (Ibrahem et El Zubeir, 2016; Meena et al., 2014).
D'autre part, des globules gras plus gros fournissent un gel avec une liaison plus vitale
(Michalski et al., 2004). Souvent le r6le de la matiére grasse est considéré comme une charge
inerte entre le réseau de gel formé par les micelles de caseine et contribue a la structure du
caillé (Green et Grandison, 1993 ; Salalin et al., 2005 ; Stocco et al., 2018). Sachant que, la
teneur élevée en matieres grasses a amélioré la coagulation en raccourcissant le temps de
coagulation de la présure et en augmentant le taux instantané de raffermissement du caillé
(Stocco et al., 2018). Cependant, une teneur en matiéres grasses trop élevée risque de diluer la
caséine et d'empécher la formation de réseaux, et par conséquent affecte la coagulation
(Runesson, 2018).

2.2.4.2 La concentration d’enzymes

Le type et la concentration de coagulant utilisé contribuent au rendement par la
structure et la fermeté du caillé produit lors de I'hydrolyse de la caséine et sa coagulation
(Lopez et al., 1998; Walstra et al., 2006). Généralement, l'augmentation de la concentration de
la présure est associée a un niveau plus élevé d'hydrolyse de la k-caséine et, par conséquent, a
une diminution du temps de coagulation et augmente la fermeté du gel. (Walstra et al., 2006).
Des recherches sur le lait de vache ont montré que l'augmentation de la concentration de
I'enzyme coagulante raccourcit le temps de coagulation, en permettant un niveau plus élevé de
clivage initial de la k-caséine (Walstra et al., 2006). Une relation linéaire entre la
concentration enzymatique et la valeur réciproque du temps de coagulation a éte établie, et
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une augmentation du taux de raffermissement du gel était également associée a une

concentration en enzyme plus élevée (Najera et al., 2003).

D'autre part, certaines données de la littérature sur le lait de vache impliquent une
réduction de la fermeté du gel avec I'augmentation de la concentration de présure (Lopez et
al., 1998; Njjera et al., 2003). La comparaison entre les gels obtenus avec des coagulants
végetaux et la chymosine a montré que les coagulants végétaux produisaient des gels moins
fermes (Ben Amira et al., 2017). La fermeté du gel dépend également d'autres facteurs tels
que la dose de coagulant, le pH, la teneur en calcium et la température (Hovjecki et al., 2022),

ainsi que les traitements antérieurs du lait (traitement thermique) (Ben Amira et al., 2017).
2.2.4.3 Latempérature

La coagulation du lait montre une forte dépendance a la température (Fox et al., 2017).
La chaleur favorise la formation de liens solides entre les protéines de lactosérum dénaturées
et les micelles de caséine et par conséquent, augmente le taux de coagulation (Miloradovic et
al., 2017). On sait que la température affecte a la fois la phase enzymatique et non
enzymatique de l'agrégation pendant la coagulation du lait, et il a été constaté que cet effet est
beaucoup plus important sur la phase secondaire, c'est-a-dire sur la réaction d'agrégation elle-
méme (Castillo et al., 2000), ce qui réduit alors le temps de coagulation et augmente
considérablement la fermeté du gel (Bencini, 2002; Hovjecki et al., 2022; Néjera et al., 2003).
Panthi et al. (2019) et N4jera et al. (2003) ont constaté que I'abaissement de la température de
coagulation entraine un réseau protéique plus fin et qu'une température plus élevée augmente

la résistance du gel et le taux de raffermissement du gel.

2.2.4.4 Chlorure de calcium, stockage a froid, variantes génétiques des protéines et

cellules somatiques

Outre les protéines, le pH, le calcium et la température, d'autres facteurs influencant la
coagulation du lait tels que I'ajout du chlorure de calcium qui accélére la coagulation, aide a
réduire la quantité de coagulant nécessaire et conduit a un gel plus ferme, réduit les pertes de
graisse dans le lactosérum et augmente le rendement fromager dans le lait de vache (Ong et
al., 2015 ; Tunick, 2014 ; Walstra et al., 2006). D’autre part, lorsque le lait cru de fromagerie
est stocké a froid, les micelles de caséine subissent la dissolution des fractions de phosphate
de calcium colloidal et de caséine, ce qui est signalé comme altérant de la coagulation

enzymatique du lait en augmentant le temps de coagulation de la présure et la fermeté du

22



Chapitre 1. Cadre théorique

caillé, réduisant ainsi potentiellement le rendement en fromage des laiteries (Guggisberg et
al., 2022).

Les effets des variantes genétiques des protéines du lait sur les propriétés de
coagulation du lait ont été étudiés (Gai et al., 2021). Par exemple, il a été rapporté que la
variante C de as1-CN est responsable de bonnes caractéristiques de coagulation de la présure,
car elle est liée a une concentration élevée de caséine (Judu et al., 2007; Poulsen et al.,
2013). 11 a été rapporté également que le génotype B-CN soit associé a la fermeté du caillé
(Bisutti et al., 2022; Vigolo et al., 2022) ou la variante B du B-CN s'est averée étre la variante
la plus avantageuse pour la coagulation de la présure du lait et la fabrication du fromage
(Jensen et al., 2012; Ketto et al., 2017). Alors que, la variante B du k-CN est associée a un
temps de coagulation de la présure plus court (Bisutti et al., 2022; Gambra et al., 2013). Un
autre facteur affectant la coagulation du lait, c’est la concentration de cellules somatiques
(CCS), plusieurs études qui ont rapporté que le lait présentant des CCS élevées coagule
lentement, se raffermisse et s’égoutte mal. IIs sont a 1’origine d’une diminution du rendement
fromager due a des pertes de protéines et de matiéres grasses dans le lactosérum (Cooney et
al., 2000 ; Kalaydzhiev et al., 2021 ; Villalobos et al., 2015).

2.3 Egouttage

La prise en gel est donc suivie d’une phase d’égouttage du caill¢, appelée synérese,
dans lequel le rétrécissement du gel provoque I'expulsion du lactosérum hors des pores du
réseau protéique, puisque le lactosérum n'est pas chimiquement lié mais seulement
physiquement piégé (Lucey, 2011). Le mode de coagulation influence fortement la structure
du gel. Les gels obtenus par voie acide présentent des micelles associées en amas et
s’égouttent spontanément mais lentement et incomplétement (Lucey, 2017). Au contraire,
dans les laits issus de la voie enzymatique, les micelles sont associées en réseau et délimitent
des vacuoles qui retiennent le lactosérum ; I’aptitude a I’égouttage spontané de ces gels est par
conséquent faible (Fagan et al., 2017). Il est alors nécessaire d’appliquer des traitements
physiques adéquats pour libérer le lactosérum comme le découpage, le brassage, le pressage et

la cuisson (Fagan et al., 2017).
2.4 Salage

Le sel (chlorure de sodium) est ajouté presque a toutes les variétés de fromage a un
moment donné de la fabrication. En termes de méthodes de salage, le fromage est soit plongé

dans une saumure ou du sel est frotté sur la surface du fromage ou du sel est ajouté sur le
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caillé moulu. La quantité de sel absorbée par le fromage dépend de la concentration de la
saumure (ou de la quantité de sel ajoutée dans le cas du salage a sec), de I'humidité du caillé,
de la température de I'environnement et du rapport de la surface au volume du fromage
(Bintsis, 2006).

Le salage du fromage remplit diverses fonctions : (1) il affecte la croissance et la
survie des bactéries ; (2) il affecte I'activité des enzymes (enzymes indigenes du lait, présure,
enzymes de la microflore starter) ; (3) le sel favorise la synérese du caillé, entrainant
I'expulsion du lactosérum et donc une réduction de la teneur en humidité du fromage -
principalement pour les fromages non cuits ; (4) il modifie I'hydratation des protéines ; (5) il a
un effet positif sur I'aréme et le goQt, soit directement pour donner I'aréme caractéristique, soit
indirectement en masquant les défauts de golt ou en inhibant les bactéries indésirables qui

provoquent les défauts de godt (Fox et al., 1998; Guinee, 2004).
2.5 L'affinage

A T’exception des fromages a pate fraiche, tous les types de fromages sont affinés.
L'affinage est un processus technologique crucial dans la fabrication du fromage constituant
une cascade d'événements biochimiques et microbiologiques, médiée par le flux métabolique
des cultures primaires et auxiliaires, pour permettre le développement des caractéristiques
particulieres tel que la texture, I'arbme et la saveur (Broadbent et Steele, 2005; Fox et al.,
2015). Les changements biochimiques qui ont lieu pendant la maturation comprennent le
métabolisme du lactose, du lactate et du citrate résiduels ainsi que la lipolyse et la protéolyse.
Suite a ces changements primaires, il y a des réactions biochimiques secondaires qui sont
essentielles pour le développement de composés aromatiques volatils, y compris le
métabolisme des acides gras et des acides aminés (Tudor Kalit et al., 2020).

La protéolyse est considérée comme le plus complexe et le plus important des
changements biochimiques primaires qui se produisent dans la plupart des fromages pendant
I'affinage (Rodrigues et al., 2018). 1l a éteé démontré que la période et les conditions d'affinage
influencent les parametres physiques, chimiques et rhéologiques ainsi que les attributs
sensoriels des fromages affinés (Barcenas et al., 2001; Pinho et al., 2004). Des enzymes telles
que la plasmine native et la chymosine présure, toutes deux largement retenues dans le caillé,
attaquent rapidement les fractions de caséine, initiant la maturation protéolytique du fromage
(Sforza et al., 2012). La poursuite de la dégradation de la caséine en peptides et en acides

aminés libres prend plus de temps et nécessite la contribution de peptidases microbiennes
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(Masotti et al., 2010). Les lipases microbiennes sont responsables de la libération d'acides
gras libres qui contribuent au développement de la saveur du fromage (Malacarne et al.,
2009).

Au cours de l'affinage, les différents micro-organismes produisent des enzymes,
notamment des protéinases et des lipases, qui hydrolysent les protéines et les graisses, en
acides aminés et en acides gras, qui, a leur tour, sont les précurseurs des composés qui
conferent la saveur au fromage (Budak et al., 2018). Ces derniéres annees, de nouvelles
biotechnologies pour favoriser la maturation du fromage et améliorer la saveur ont été
fréguemment explorées, y compris l'inoculation de cultures supplémentaires et d'enzymes
exogenes, et I'impact de la température et de la haute pression sur la qualité du fromage
(Khattab et al., 2019).

3 Microbiologie du fromage

Selon la littérature, les fromages, notamment les fromages artisanaux, constituent des
écosystéemes microbiens complexes (Zheng et al., 2021). La composition microbienne des
fromages dépend du microbiote du lait cru et de la communauté microbienne de
I’environnement présente tout au long du processus de fabrication des fromages (Montel et
al., 2014). La microflore du fromage est divisée en deux groupes de base, les cultures starter
et la flore secondaire (Beresford et al., 2001; Pintado et al., 2014). Les deux groupes
contribuent essentiellement a la formation de I'ardbme/saveur souhaité et des caractéristiques
texturales du fromage. Les cultures starter fermentent le sucre du lait (lactose) pour produire
de l'acide lactique et d'autres acides organiques qui réduisent le pH du lait, entrainant ainsi la
coagulation (Beresford, 2003; Pintado et al., 2014). Alors que, la microflore secondaire joue
un réle décisif lors de I'affinage du fromage et est normalement appelée bactéries lactiques
non starter (BLNS), autres groupes bactériens, levures et moisissures qui peuvent se
développer a l'intérieur ou a I'extérieur dans la plupart des variétés de fromage (Beresford,
2003). Autrement dit, ces micro-organismes (bactéries, levures et moisissures) sont
responsables de la fermentation du lait et des nombreuses réactions biochimiques (protéolyse,
lipolyse et glycolyse) se produisant lors de la fabrication et de I'affinage, qui donnent

naissance aux textures et aux saveurs distinctives du fromage (Settanni et Moschetti, 2010).

Au cours de l'affinage, les différents micro-organismes produisent des enzymes,
notamment des protéinases et des lipases, qui hydrolysent les protéines et les graisses, en

acides aminés et en acides gras, qui, a leur tour, sont les précurseurs des composés qui
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conférent la saveur au fromage. Les propriétés sensorielles du fromage dépendent du type de
lait utilise, de l'alimentation donnée a I'animal fournisseur, des pratiques de fabrication
impliquées, de I'environnement d'affinage, de la durée d'affinage et du type, du nombre et de

I'activité des micro-organismes dans le produit en formation (Fox et al., 2017).
3.1 Principaux microorganismes du fromage
3.1.1 Bactéries

La flore bactérienne présente au sein des fromages peut étre originaire du lait de
départ, de 1’équipement et environnement de production ou provenir de I’ajout de ferments
lactiques en cours de fabrication (Ozturkoglu-Budak et de Vries, 2017; Pyz-Lukasik et al.,
2018).

3.1.1.1 Les bactéries lactiques starters (BLS)

Le microbiote indigéne du lait cru est généralement assez diversifié et hétérogéne et a
un impact significatif sur le microbiote global du fromage. Certains de ces micro-organismes,
en particulier les bactéries lactiques (BL), principalement du genre Lactococcus,
Lactobacillus et Leuconostoc, peuvent contribuer a I'acidification du lait lors des premiéres
étapes de la fabrication du fromage (Quigley et al., 2013). Cette catégorie des BL est
communément appelée « starters » ou primaires, car ils déclenchent la production d'acide
lactique, conduit a un abaissement du pH qui contribue a la coagulation des protéines du lait,
sans qu'il soit nécessaire d'ajouter des cultures starters (Riquelme et al., 2015). De plus,
I'utilisation des BL en tant que cultures starter et cultures auxiliaires garantit des produits
microbiologiquement sdrs, car ces cultures inhibent le développement de micro-organismes
indésirables en produisant des composés qui empéchent leur croissance, tels que les acides
organiques, les bactériocines et le peroxyde d'hydrogene (Callanan et Ross, 2004; Parente,
2004; Vazquez-Velazquez et al., 2018) et la capacité de contribuer a la saveur souhaitée et la

production possible d'exopolysaccharides pour améliorer la texture (Juraskova et al., 2022).

Les cultures starters majoritairement composées de BL sont divisées en deux types :
mésophiles et thermophiles. Les starters mésophiles (température optimale de croissance a
30°C) comprennent les lactocoques (Lactococcus lactis subsp. lactis et Lactococcus lactis
subsp. cremoris) et parfois les leuconostocs, et les cultures thermophiles (température de

croissance optimale a 42°C) comprennent Streptococcus thermophilus et les lactobacilles
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thermophiles (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus et Lactobacillus helveticus) (Fox et
al., 2004; Kelleher et al., 2015; Ustunol et al., 2014).

3.1.1.2 Les bactéries lactiques non starters (BLNS)

Tous les fromages affinés pendant une durée quelconque, a I'exception des fromages
non affinés, contiennent des bactéries lactiques non starter (BLNS). Cette microflore
secondaire joue un role décisif lors de I'affinage du fromage (Hayaloglu, 2016). Les BLNS
constituent un groupe particulierement hétérogene et comprennent les lactobacilles
mésophiles, les entérocoques, les pédiocoques et les Leuconostoc (Beresford et Williams,
2004 ; Casey et al., 2006 ; Cogan et al., 2007). Les lactobacilles mésophiles constituent le
groupe prédominant et le plus important du microbiote du BLNS (Gobbetti et al., 2015).Parmi
les lactobacilles mésophiles, les hétérofermenteurs facultatifs qui sont les plus abondants dans
le BLNS (Casey et al., 2006), principalement Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus
paracasei subsp. Paracasei et Lactobacillus plantarum (Beresford et al., 2001). Les espéces
hétérofermentaires obligatoires couramment trouvées dans le fromage, par exemple,
Lactobacillus brevis et Lactobacillus fermentum (Pintado et al., 2014). Les espéces non-
Lactobacilles de LBNS couramment isolées du fromage pendant I'affinage sont Les
pédiocoques (Pediococcus acidilactici et Pediococcus pentosaceus) (Beresford et al., 2001) et
les entérocoques, (Enterococcus durans et Enterococcus faecalis) qui sont les plus abondants
dans le fromage (Domingos-Lopes et al., 2017; Pintado et al., 2014). Au sein du genre
Leuconostoc, I'espéce Leuconostoc mésenteroides et Leuconostoc citreum ont été détectés
dans des fromages artisanaux produits a partir de lait cru (Biolcati et al., 2020; Domingos-
Lopes et al., 2017).

Lorsque les bactéries lactiques primaires (LBS) déclinent, les LBNS augmentent et
contribuent largement au développement de la texture finale et la saveur du fromage (Gatti et
al.,, 2014; Lindner et al., 2008). Le fromage contient du lactose a de trés faibles
concentrations, par conséquent, LBNS utilise des hydrates de carbone dérivant de
glycomacropeptides de caséines et de glycoprotéines dérivant de membranes de globules gras
(Pintado et al., 2014). L'origine de LBNS peut varier, mais la principale source est le lait cru
(Casey et al., 2006 ; Cogan et al., 2007 ; Gobbetti et al., 2015). La diversité microbienne des
fromages au lait cru dépend du microbiote du lait, des ingrédients utilisés et des procedés
utilises dans la production de fromage (Casey et al., 2006; Gobbetti et al., 2015).
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3.1.1.3 Propionibactéries

Ils constituent le microbiote caractéristique des fromages de type Suisse. La fonction
principale du propionibactérie est de métaboliser I'acide lactique produit par les bactéries
primaires en acides acétique et propionique et dioxyde de carbone dans les fromages de type
suisse (I'Emmental et le Comt€) et jouent un role clé dans la formation des acides gras libres
et de l'acide isovalérique, contribuant a la saveur et a l'apparence (formation des yeux),
caractéristiques des fromages de type suisse (Thierry et al., 2004). Propionibacterium
freudenreichii est I'espece la plus importante et ne pousse que dans le fromage (Hayaloglu,
2016).

3.1.1.4 Microcoques, Staphylocoques et Bactéries corynéformes

La fabrication du fromage frais prend généralement de cing a 24 heures environ. Il
s'agit de I'acidification du lait par les bactéries lactiques et de I'action de la présure, entrainant
la coagulation du lait. Le gel est ensuite découpé et le caillé égoutté est transféré dans des
moules. Les fromages sont ensuite salés et transférés dans des affineries. Le temps d'affinage
des fromages affinés en surface est généralement de 2 a 4 semaines. Pendant ce temps, il y a
une croissance et une activité intenses de micro-organismes aérobies (microcogues,
staphylocoques et bactéries corynéformes) a la surface de nombreux types de fromages
(Monnet et al., 2015), généralement, les staphylocoques sont les premiers a se développer a la
surface du fromage, suivis des corynéformes. Les bactéries de surface, et en particulier
Brevibacterium linens, Brachybacterium alimentarium, Corynebacterium casei, et
Microbacterium gubbeenense sont couramment utilisés comme ferments d’affinage (Mounier
et al., 2007). Ces bactéries, jouent un role majeur dans 1’affinage des fromages par leurs
activités protéolytique et lipolytique qui conduisent a la formation de composés aromatiques,

et elles sont a I’origine de la coloration de la crotite des fromages (Irlinger et Mounier, 2009).
3.1.2 Leslevures

Les levures constituent une part importante du microbiote des fromages, et en
particulier a la surface de ceux fabriqués a partir de lait cru (Bintsis, 2021). lls jouent un réle
majeur dans les fermentations laitiéres en raison de leur capacité a utiliser le lactose ou le
galactose et a se développer a basse température et a forte concentration en sel et se
caractérisent aussi par une tolérance a un niveau bas de pH (Beresford et Williams, 2004;
Hayaloglu, 2016).
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Cependant, la population de levures est associée au microbiote secondaire d'un certain
nombre de fromages, principalement artisanaux, ou elles ont un impact sur le processus de
maturation (Angelidis et Papademas, 2015). Leurs activités protéolytiques et/ou lipolytiques
élevées apportent des contributions essentielles a la texture et aux caractéristiques
aromatiques du fromage (Beresford et Williams, 2004). Les especes de levure les plus
répandues isolées du fromage étaient Galactomyces candidus, Candida parapsilosis,
Candida sake, Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Kluyveromyces lactis et

Saccharomyces cerevisiae (Banjara et al., 2015; Hayaloglu, 2016).
3.1.3 Les moisissures

Les moisissures jouent un réle important dans l'affinage des fromages affinés aux
moisissures, ou un consortium complexe de levures, de bactéries et de champignons
filamenteux se forme au cours de la phase de maturation (Metin, 2018). Leur contribution a la
protéolyse et a la lipolyse conduit a des améliorations de la texture, de la saveur et de la

qualité nutritionnelle des fromages (Metin, 2018).

Les fromages affinés aux moisissures sont divisés en deux groupes : les fromages
affinés aux moisissures a cceur et les fromages affinés aux moisissures en surface (Leclercg-
Perlat, 2011). Dans le premier groupe (Roquefort, Gorgonzola, Stilton, bleu danois, Cabrales),
Penicillium roqueforti se développe et forme des veines bleues dans le fromage, tandis que
dans le second groupe (Camembert et Brie), Penicillium camemberti se développe a la surface
du fromage (Beresford et al., 2001). Les moisissures les plus courantes trouvées dans les
fromages  étaient : Penicillium roqueforti , Aspergillus niger, Aspergillus flavus,

Cladosporium cladosporioides et Cladosporium sphaerospermum (Banjara et al., 2015).
3.2 Facteurs affectant la croissance microbienne

De nombreux facteurs, notamment l'activité de l'eau, le sel, le pH et les acides
organiques, la température d'affinage et le potentiel redox, affectent la croissance des micro-

organismes dans le fromage.
3.2.1 L'activité de I'eau (AE)

Tous les micro-organismes ont besoin d'eau pour leur croissance, mais c'est la
disponibilité de I'eau, plutét que la quantité totale présente, qui est le facteur important. La
disponibilité de I'eau est mesurée par I'activité de I'eau (AE), qui est définie comme le rapport
de la pression de vapeur dans le fromage a la pression de vapeur de I'eau pure (Preetha et
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Narayanan, 2020). Le NaCl et les acides organiques (lactate, acétate et propionate) se
dissolvent dans I'hnumidité du fromage et réduisent la pression de vapeur. Plus la concentration
de ces composés est elevée, plus I'AE est faible (Hayaloglu, 2016). Lors des premieres étapes
de fabrication du fromage, I'activité de I'eau (AE) est proche de 1, favorisant la croissance de

la plupart des micro-organismes.

Cependant, aprés égouttage du lactosérum, salage et pendant la maturation, les
niveaux d’AE chutent a 0.988-0.917, des valeurs nettement inférieures aux besoins optimaux
de nombreux micro-organismes (bactéries lactiques starter) (Beresford et al., 2001).
Cependant, a ces niveaux d" AE, la plupart des bactéries lactiques non starter et des micro-
organismes contaminants sont capables de se développer dans le fromage (Beresford et
Williams, 2004).

3.2.2 Lesel

L'action du sel est intimement liée a la réduction de I'AE qui se produit lorsque le sel
(ou tout soluté) se dissout dans I'eau, et génere donc un effet inhibiteur sur les cultures starter
et les micro-organismes d‘altération/pathogénes (Fox et al., 2004). Le niveau de sel nécessaire
pour assurer une inactivation microbienne compléte dans le fromage dépend de la structure et
de la teneur en eau du fromage (Cogan et Beresford, 2002). Dans le calcul de I'effet inhibiteur
du sel dans le fromage, c'est la quantité de sel dissoute dans I'eau du fromage, plutdt que la
concentration réelle de sel, qui est le paramétre important (Hayaloglu, 2016).

3.23 LepH

La plupart des bactéries se développent mieux a des pH neutres. Trés peu de groupes
bactériens (Lactobacillus spp.) peuvent se développer a des valeurs de pH inférieures a 4 (Jay,
2000; ray et Bhunia, 2004). Le pH du caillé de fromage aprés fabrication se situe
généralement dans la plage de 4,5 a 5,3. Comparativement aux bactéries, les levures et les
moisissures peuvent se développer dans une plage de pH beaucoup plus large et la variation
du pH n'affecte pas de maniere remarquable la croissance des levures et des moisissures, la
plupart des levures et les moisissures ont un pH optimal de 5 a 7 mais peuvent se développer a
des valeurs de pH < 3,0 (Beresford et al., 2001; Hayaloglu, 2016).

3.2.4 Les acides organiques

Les principaux acides trouvés dans le fromage sont propionique, acetique et lactique,

I'acide lactique est le moins efficace et le propionique le plus efficace (McSweeney, 2007).
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Ces composés traversent la membrane cellulaire bactérienne et s'ionisent a l'intérieur des
cellules (Pintado et al., 2014). Les protons libérés a l'intérieur des cellules acidifient les
cellules et provoquent ainsi une lyse bactérienne. D’autre coté, en milieu fromager, 1'acide
propionique exerce un effet antimicrobien contre les moisissures (Hayaloglu, 2016; Pintado et
al., 2014).

3.2.5 Latempérature

Les micro-organismes se developpent dans une large plage de températures, et chaque
micro-organisme a une plage de températures définie dans laquelle il se développe, avec un
minimum, un maximum et un optimal. La température a un impact considérable a la fois sur
la durée de génération d’un organisme et sur sa période de latence (Preetha et Narayanan,
2020). Les micro-organismes impliqués dans la fabrication et I'affinage du fromage sont soit
mésophiles, soit thermophiles, ayant une température de croissance optimale a environ 30 et
42°C, respectivement. La température optimale pour I'affinage du fromage est une relation
entre la nécessité de favoriser les réactions d'affinage garantissant le développement d'une
flore secondaire souhaitable et la nécessité d'empécher la propagation d'altérations potentielles

et de bactéries pathogenes (Beresford et al., 2001).
3.2.6 Potentiel d'oxydo-réduction

Le potentiel redox du fromage est I'un des principaux facteurs déterminant les types de
micro-organismes qui se développeront dans ces produits laitiers (Beresford et al., 2001). Les
valeurs positives du potentiel redox indiquent un environnement qui favorise les réactions
d'oxydation, tandis que les valeurs négatives font référence a un environnement réducteur
(Caldeo et McSweeney, 2012). Le potentiel redox (Eh) du fromage est d'environ —250 mV,
mais pendant I'affinage il diminue progressivement (Hayaloglu, 2016). Le mécanisme exact
de la diminution de Eh lorsque le fromage est produit a partir de lait n'est pas clair mais est
probablement lié a la fermentation du lactose en acide lactique et la consommation d'oxygene
par les bactéries lactiques., créant ainsi un environnement anaérobie dans lequel seuls les
microbes anaérobies obligatoires ou facultatifs peuvent se développer (Beresford et al., 2001;
Boucher et al., 2006).

Les différences entre les potentiels redox des différentes parties du fromage
déterminent la flore dominante du fromage, les microbes prédominants a l'intérieur du

fromage sont des micro-organismes anaerobies ou aérobies facultatifs, alors qu'a la surface du
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fromage, ce sont principalement les aérobies obligatoires qui se développent (Beresford et al.,
2001).

4 Principaux fromages traditionnels algériens

Les produits laitiers traditionnels sont étroitement liés au territoire d'origine et
témoignent ainsi de I'histoire, de la culture et du mode de vie des communautés rurales qui les
produisent (Licitra, 2010). Les fromages traditionnels font partie de ces produits qui sont
devenus l'image de différents pays, principalement dans les régions entourant la mer
Meéditerranée. L'Algérie est I’'une de ces régions qui a des traditions bien établies dans la
fabrication de fromages traditionnels méme si l'activité est limitée a la sphére domestique
(Leksir et Chemmam, Leksir et al., 2019; 2015). Ces fromages différent les uns des autres par
leur procédé de fabrication, le type de coagulation (enzymatique et/ou acide), le temps
d'affinage (si appliqué), le type de lait utilisé, la texture, la couleur, I’arome et la diversité

microbienne (Kamimura et al., 2019).

Les fromages traditionnels algériens sont divisés en différentes classes comprenant :
les fromages fondus (Medghissa), les fromages affinés (Bouhazza), les fromages a pate dure
(Klila, Takammart, loulsan) et les fromages frais (Kemariya, Mechouna, Jben) (Leksir et al.,
2019).

4.1 Les fromages fondus
4.1.1 Medghissa

La Medghissa est un fromage traditionnel algérien connus dans la région des Aures
sous son original nom « Imdeghest ». C’est un fromage fondu, préparé par la cuisson de Klila
semi seche du lait entier de vache, chevre ou de brebis, sur feu doux. Ce fromage est

consommé comme un dessert et appréciée pour son élasticité (Khoualdi et Zidoune, 2017) .
4.2 Les fromages affinés :
4.2.1 Bouhazza

Bouhazza est un fromage traditionnel algérien fermenté a pate molle, originaire de la
région de Chaouia située au Nord-Est de 1'Algérie (Oum El Bouaghi, Khenchela, Batna...)
(Zitoun et al., 2011). Ce fromage est fabriqué a partir de différents types de lait cru (vache,
brebis et chevre), utilisés seuls ou en mélange mais la tendance actuelle semble étre a
l'utilisation du lait de vache (Medjoudj et al., 2017 ; Zitoun et al., 2011 ; Zitoun et al., 2012).
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Le traitement thermique pendant la fabrication du fromage n'est pas effectué. En général, la
fabrication du fromage s'effectue dans des sacs « Chekoua » en peau d'animal (de chevre ou
de mouton) préalablement traitée au sel et au genévrier. En effet, la Chekoua joue a la fois le
role d’un séparateur de phase, c’est a travers les perforations naturelles de la peau que le
lactosérum est exsudé et d’un contenant de la masse fromagére qui s’accumule au cours du

temps (Zidoune, 2014).

La fabrication traditionnelle du fromage Bouhezza n’obéit pas aux régles générales de
la fromagerie (succession d’étapes) ou la fabrication de ce produit a la particularité
d'impliquer la coagulation, 1’égouttage, le salage et I’affinage simultanément pendant une
durée de 2 a 3 mois (Zidoune, 2014). La Chekoua, dans laquelle le Lben (un produit fermenté
semblable au babeurre) et le sel sont ajoutés réguliérement est suspendue dans un endroit aéré
et a 'ombre (Zitoun et al., 2011). La face externe de la peau est nettoyée par raclage et
ringage avec 1’eau. Une fois le fromage est affiné un ajout de lait cru est réalisé pour ajuster
I’acidité et la salinité du fromage. Le fromage est pétri avec l'adjonction de poudre de piment

rouge, ce qui lui confére une caractéristique particuliere (Zidoune, 2014).
4.3 Les fromages a pate dure
4.3.1 Kiila

Le Klila est un fromage fermenté a pate dure produit empiriquement dans plusieurs
régions de 1’Algérie, notamment dans les zones steppiques et montagneuses, connait un
succes grandissant auprés des consommateurs. 1l est traditionnellement fabriqué avec du lait
de brebis, de chévre ou de vache, conduisant a un produit a haute teneur en matiére séche (>
80%), ce qui lui permet d'étre stocké sur de longues périodes sans aucun risque d'altération
microbienne (Benamara et al., 2016). Le Klila est obtenu a partir d'un lait de baratte fermenté
(Lben) par un chauffage relativement modére (entre 55 et 75C°) du Lben jusqu’a 1’obtention
d’un coagulum (entre 10 et 15 minutes) et sans utilisation de culture starter (Mennane et al.

2007).

Le coagulum peut étre consommé tel qu’il est apres égouttage naturel (fromage frais)
ou bien, il peut subir un découpage et séchage (réhydratation de 2 a 15 jours selon la saison)
et étre utilisé comme un ingrédient dans les préparations culinaires traditionnelles (Leksir et
al., 2019). Le fromage Klila se conserve plusieurs années a température ambiante sous sa
forme deshydratéee, dans des jarres en poterie ou en verre, dans des sacs en peau de chevre ou

de mouton (Benamara et al., 2016; Lahsaoui, 2009).
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4.3.2 Takemmart

Littéralement ‘Fromage’ en langue Tamasheq (Touaregs), le Takemmart est un
fromage de la région désertique du Hoggar (province de Tamanrasset au sud de I'Algérie),
produit par l'introduction d'un morceau de caillettes de chevreaux dans le lait. Le caillé est
prélevé a I’aide d’une louche et déposé en petits d'un récipient propre sur une tapie (Leksir et
al., 2019). La pate est ensuite pétrie & la main afin d'égoutter le lactosérum puis les plaquettes
de fromage sont exposées pour le séchage a 1’air libre sur une natte de séchage a base de tiges
de fenouil qui lui transmet un arébme particulier pendant deux jours pour évaporer le
maximum de lactosérum et placés a I'ombre jusqu'au durcissement complet du fromage
(McSweeney, Ottogalli, et al., 2017; Zitoun et al., 2011).

4.3.3 loulsan (Aoules)

L 'Aoules, ou loulsan, est un fromage traditionnel algérien de la région du Hoggar
(Tamanrasset), préparé par les Touaregs ou lhaggarren (Leksir et al., 2019). C’est un fromage
sec typique (87% a 92% de matiére seche), obtenu par le chauffage modéré du babeurre
(Lben) écrémé issu de lait de chévre coagulé spontanément (McSweeney, Ottogalli, et al.,
2017). Le chauffage est fait dans un récipient en argile jusqu’a la précipitation des caséines.
Le précipité est filtré dans un panier de paille et le caillé est pétri en petite quantité, faconné
en cylindres (2 cm d'épaisseur, 6 a 8 cm de diameétre). Le fromage est ensuite séché au soleil,
broyé et stocké (Mattiello et al., 2018; Nyamakwere et al., 2021). Ce fromage se consomme

généralement avec les dates (Benkerroum, 2013).
4.4  Les fromages frais
4.4.1 Michouna (Chnina)

Chnina (Mechouna, Michouna) est un fromage frais a pate molle fréquemment
fabriqué dans la région de Tébessa surtout en milieu rural, préparé avec du lait de chévre ou
de vache. Traditionnellement, le Michouna est préparé avec du lait de chévre, mais
actuellement le lait de vache est frequemment utilise en raison de la disponibilité de ce lait par
rapport au lait de chévre (Derouiche et Zidoune, 2015).

Le processus de fabrication commence par un traitement thermique du lait jusqu'a
ébullition. Ensuite, le Lben est ajouté avec le sel, la quantité de Lben est la moitié de celle du
lait, alors que la quantité de sel est liee a la quantité de lait utilisée et au Golt de chaque
fabricant, elle peut aller d'une cuillére a café a 2-3 cuilleres a soupe (Leksir et al., 2019).
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L'ensemble est chauffé une seconde fois jusqu'a la coagulation et la séparation du caillé et du
lactosérum. Le caillé est séparé du lactosérum par filtration d'abord a travers une passoire puis
dans un tissu en mousseline (chache), puis suspendu et laissé s'égoutter jusqu'a élimination
compléte du lactosérum. Geénéralement, cette étape peut durer une nuit. Le fromage est
récupéré et conservé dans des récipients froids en verre ou en plastique. La conservation de ce
fromage ne doit pas dépasser 6 jours. Dans le but d’améliorer sa qualité organoleptique, ce
fromage peut étre additionné de plusieurs épices selon le choix des consommateurs
(Derouiche et Zidoune, 2015) .

4.4.2 Kemariya (Takmmerit)

Kémaria (Kemariya ou Takmmerit) (en Berbere) est un fromage traditionnel frais, tres
répandu dans le sud de I'Algérie, notamment dans la région du M’zab (Ghardaia), selon des
méthodes traditionnelles. Kemariya est un fromage souvent consommé comme un dessert lors
d'occasions festives et de fétes religieuses avec du miel, et servi avec du thé a la menthe
(Nouani et al., 2009).

Généralement ce fromage frais produit principalement a partir de lait de chévre,
préalablement salé et chauffé a 37°C puis emprésuré par présure vegétale (fleurs de chardon)
ou animale (caillette de chevreau). Apres coagulation, le caillé est découpé et égoutté dans un
tissu en mousseline (chache), puis suspendu et laissé s'égoutter jusqu'a élimination de la
totalité du lactosérum, pour une période allant jusqu’a 24h, cependant le lait de vache et de
chamelle sont également utilisés dans la fabrication de ce fromage (McSweeney, Ottogalli, et
al., 2017). En raison de la forte demande pour ce fromage, il est de plus en plus produit par de
petites usines avec des procédés semi-industriels pour étre vendu a la fois sur les marchés
traditionnels et au niveau de certaines grandes surfaces du nord algérien (Bendimerad, 2013;
McSweeney, Ottogalli, et al., 2017).

4.4.3 Jben

Le Jben est un fromage frais traditionnel algérien produit a partir de lait cru de vaches,
chévres et brebis, a petite échelle pendant la période d'abondance laitiére dans une zone
restreinte du Nord-Est et -Ouest de I'Algérie (Tadjine et al., 2020). La préparation de ce
fromage nécessite la coagulation enzymatique du lait. Le coagulant peut étre d'origine
végétale par l'utilisation de I'extrait de plusieurs plantes telles que la fleur de chardon (Cynara
cardunculus L.), la fleur d'artichaut (Cynara Scolymus) et la feuille de figuier (Ficus carica),

ou un coagulant d'origine animale, le plus fréquemment utilisé dans la plupart des région en
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Algérie est le morceau d'abomasum appelé dans certaines régions Douth (Hakka) (Derouiche
et al., 2017; Hayaloglu, 2017; Medjoudj et al., 2020).

Concernant la fabrication du Jben, le lait est d'abord filtré pour éliminer les impuretés
grossiéres qu'il peut contenir, puis il est chauffé dans un récipient a 40 °C pendant 10 min,
puis un morceau de présure d'origine animale (veau, agneau ou chevreau) est mis dans le lait,
ce qui fait cailler le lait, ou par coagulant d’origine végétale ou les fleurs (fleurs de chardon)
entiéres sont mises a macérer dans la lait jusqu’a coagulation (Amimour, 2019; Lahsaoui,
2009). Une fois la coagulation termineée, le coagulant est retiré et le caillé formé est transféré a
la louche dans un récipient poreux. L'égouttage et le moulage peuvent étre réaliseés en méme
temps par des moules spécifiques, cette opération peut étre renforcée par un pressage qui
permet d'éliminer le sérum piégé dans le caillé mais aussi d'augmenter la cohésion du fromage
(Derouiche et al., 2017).

Selon les régions, le caillé obtenu peut étre salé, pour des fins organoleptiques, des
additifs (I'ail, le persil, le poivre) peuvent étre ajoutés (Bendimerad, 2013). D’autre part, les
agents de coagulation utilisés influencent I'agrégation micellaire, qui est un élément clé dans
la définition des caractéristiques du caillé et de la fermeté finale du gel, ce qui peut affecter la

teneur en humidité, la texture et la saveur du fromage (Gomes et al., 2019).
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1 Plan de I’étude

Le présent travail a été scindé en quatre parties :

La premiére partie était axee sur la fabrication d’un fromage frais a partir du lait cru de
vache (Jben), en utilisant différentes méthodes traditionnelles des la traite du lait jusqu’aux
étapes de production. La deuxiéme partie de notre étude va s’appuyer sur la caractérisation
des principaux parametres physico-chimiques (pH, acidité, matiere seche, matiere grasse,
protéine, cendres et activité de I’eau) du fromage traditionnel (Jben) fabriqué a lI'aide de deux

agents de coagulation du lait (agneau et végetal).

Ensuite, pour mieux caractériser biochimiquement ce fromage (profil d’acides gras et
indices de qualité des lipides, protéolyse primaire et fraction minérale), différentes techniques
ont été utilisées ; chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
(CG-MYS), la spectrophotométrie d'absorption atomique (SAA) et I'électrophorése sur gel
urée-polyacrylamide (Urée-PAGE).

Enfin, et apres cette caractérisation citée précédemment, une analyses microbiologique
préliminaire se basant sur le dénombrement des principaux groupes microbiens a été
effectuée, cette partie se termine par une analyse en composantes principales (ACP),
séparément chez les deux types de fromage (FPA et FPV) pour évaluer les interactions et la
relation entre les paramétres physico-chimiques (pH, acidité, matiere séche, matiere grasse,
protéine, cendres et activité de 1’eau) et microbiologiques (Flore totale aérobie mésophile
(FTAM), coliformes totaux (CT) et fécaux (CF), des staphylocoques a coagulase positive

(SCP), Salmonella spp, des levures et moisissures (LM) ainsi que des bactéries lactiques
(BL)).
2 Cadre d’¢tude

Notre étude a été effectuée sur une période de quatre ans allant du mars 2018 au
décembre 2022. Les échantillons (18 en total) de fromage traditionnel (Jben) étudiés ont été
fabriqués a partir du lait cru de vache dans différentes localités de I'Est algérien (Khenchela,

Tebessa, Oum el Bouaghi).

Dans la premiére partie, les analyses physico-chimiques ont été réalisées au niveau de
Laboratoire du Biochimie de la faculté de Sciences de la Nature et de Vie, de [l'université
Abbas Leghrour de Khenchela, le Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses

Physico-Chimiques (CRAPC) a Ouargla, Laboratoire de Physico-Chimie dans le centre
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d’expertise agroalimentaire ACTALIA en France et dans le Laboratoire d’Elevage et Faune

Sauvage a I’institut des régions arides de Médenine (Tunisie).

Pour la deuxiéme partie, la détermination du profil d’acides gras par chromatographie
en phase gazeuse couplée a une spectroscopie de masse (CG-MS) a été réalisée dans le
Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC) a
Tipaza et Laboratoire de Physico-Chimie dans le centre d’expertise agroalimentaire
ACTALIA en France , alors que, la protéolyse primaire sur électrophorése (Urée-PAGE) et
la fraction minérale par spectrophotométrie d'absorption atomique (SAA) dans le

Laboratoire d’¢levage et faune sauvage a ’institut des régions arides de Médenine (Tunisie).

Concernant la troisiéme partie, le dénombrement de la flore microbienne a été réalisé
dans le Laboratoire de Microbiologie de la faculté de Sciences de la Nature et de Vie, de

I'université Abbas Leghrour de Khenchela.
3 Objectifs du travail

L’objectif principal du travail ¢était la fabrication, la caractérisation physico-
chimiques, biochimique et microbiologique d’un fromage traditionnel frais (Jben) fabriqué a
l'aide de deux agents de coagulation du lait (animal et végétal). Pour ce faire, une
constellation d’analyses ont été réalisées pour caractériser ce fromage de terroir. Notre
caractérisation consiste a acquérir, en outre, la connaissance de son diagramme de fabrication,
la caractérisation physico-chimique et biochimique ainsi que le dénombrement des principaux
groupes microbiens bénéfiques tels que les bactéries lactiques et la flore pathogéne et
d’altération afin, d’essayer de positionner correctement ce fromage méme si ce n'est que

partiellement par rapport aux fromages de terroir.
4 Matériels
4.1 Prélevement et transport d'échantillons

Les échantillons de lait ont été prélevés juste apreés la traite ; une quantité de lait (4
litres) a été récupérée et placée dans des glacieres propres. Les échantillons ont ensuite été
amenes directement au laboratoire dans des récipients stériles et refrigérés (4°C) jusqu'a
analyse. Ces echantillons ont été preparés et collectés dans différentes localités de I'Est

algérien (Khenchela, Tébessa et Oum el Bouaghi).
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4.2 Préparation des agents de coagulation

Pour la présure animale, nous avons préparé notre présure a partir de la caillette
d'agneau coupée en laniéres puis séchée. Le temps de séchage est de deux semaines pendant
les saisons chaudes mais peut durer jusqu'a 1 a 2 mois pendant les saisons froides, tandis que,
pour les fleurs de chardon (Cynara cardunculus) afin d'obtenir une activité coagulante
optimale et un rendement d'extraction plus élevé, les fleurs de chardon doivent étre récoltées a
un stade avancé de floraison (violet foncé), a partir de capitules frais et bien développés puis
conservées dans un linge pour secher a température ambiante et a lI'abri de la lumiere directe
du soleil, dans un endroit bien ventilé pendant 10 a 20 jours (Aquilanti et al., 2011; Roseiro et
al., 2003).

5 Meéthodes

5.1 Fabrication du fromage

Dans les procédures traditionnelles de préparation du Jben, le lait de vache cru est
généralement utilisé. Le lait est d'abord filtré pour éliminer les impuretés grossieres qu'il peut
contenir, puis il est chauffé dans un récipient a 40 °C pendant 10 min, par la suite, un morceau
de présure d'agneau appelée localement Hakka (environlg de pate de présure dans 4 litres de
lait) est mis dans un tissu poreux et ce dernier est immergé dans le lait pendant qu'il est
modérément chauffé, provoquant le caillage du lait. Aprés coagulation, le coagulum ainsi
obtenu est égoutté dans des sacs de tissus en mousseline. Ces sacs sont ensuite suspendus
pour laisser le lactosérum s'écouler a température ambiante. La durée d'exposition du caillé a
I'air dépend de la consistance souhaitée de la pate. Généralement, la pate obtenue est

purement lactique, elle est souvent mal soudée et trés humide.

Une fois égoutté, le caillé est divisé en petits morceaux et mis dans des boites en verre.
Pour le deuxiéme type de fromage ; Jben a base présure végétale (FPV), nous avons suivi le
méme procédé mais cette fois la presure utilisee était constituée de fleurs de chardon (une
quantité de 2 g de fleur sechee dans 4 litres de lait). Sachant que, les étapes du notre procédé
de transformation du lait en fromage (Jben) a suivi le protocole décri par (Lahsaoui, 2009)
(Fig.4). Pour chaque coagulant, deux échantillons de fromage ont été produits a partir du

méme lot du lait.
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Lait cru de vache

a4

Clarification et filtration au tamis

Z

Chauffage a 40 °C

~Z

Emprésurage

-
-

Preésure vegétale Présure d'agnean
(Cynara cardunculus) (Hakka)

-
(-

Caillage du lait Caillage du lait
(2h) (2h)
Egouttage (6h) Egouttage (6h)
Jhen (JPV) Jhen (JPA)

Figure 4. Diagramme de la préparation du fromage traditionnel (Jben)
5.2 Analyses

Apres égouttage, les échantillons du fromage ont été coupés et divisés en plusieurs
morceaux pour déterminer les caractéristiques physicochimiques, biochimique ainsi que le

dénombrement des principaux groupes microbiens.
5.2.1 Analyses physico-chimiques du fromage
5.2.1.1 Détermination du pH

Les échantillons de fromage (10 g) ont été homogéneises avec 90 ml d'eau distillée,
puis le pH de I'hnomogénat a été evalué en triple a I'aide d'un pH-metre numérique (PHM 211,
Meter Lab® standard), préalablement calibré par des solutions tampon (solutions a pH 4.00 et

pH 7.00) a 0.01 unités de précision (Benamara et al., 2016).
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5.2.1.2 Acidité titrable

L'acidité totale a été mesurée selon la méthode de Nielsen. Dix grammes de fromage
ont été placés dans un bécher de 50 ml, puis 10 ml d'eau distillée ont été ajoutés avec une
pipette graduée et mélangés avec un agitateur magnétique. Le melange est titré avec une
solution de NaOH (0,IN) jusqu'a ce que la couleur vire au rose, en présence de
phénolphtaléine comme indicateur coloré (Nielsen et Nielsen, 2017). Le résultat est exprimé

en grammes d’acide lactique pour cent gramme de fromage ou en degré Dornic (°D).
5.2.1.3 Teneur en matiere seche

La procédure standard « NF 1SO (5534:2004) » a été utilisée pour mesurer la teneur en
matiere seche des fromages (ISO, 2004). Les échantillons Jben ont été placés dans une étuve a
102 + 2 °C pendant 24 h. La pesée a €té effectuée apres refroidissement et une fois que

I'échantillon a atteint un poids constant, I'extrait sec a été calculé.
5.2.1.4 Teneur en cendres

Le dosage des cendres dans le fromage a été réalisé selon la norme AOAC (AOAC,
2005a). La teneur en cendres des échantillons a été déterminée par gravimétrie apres
incinération de la matiére fromagere (5 g) a l'aide d'un four a moufle, en augmentant la
température progressivement jusqu'a 550°C. Les échantillons ont ensuite été laissés a
incinérer pendant environ 6 heures. La température a été réduite, les échantillons retirés et

refroidis dans un dessiccateur avant la pesée.
5.2.1.5 Activité de I'eau (AE)

L'activité de I'eau (AE) des échantillons de fromage a été déterminée conformément a
la norme 1SO 18787 :2017, au moyen d'un instrument d'activité de l'eau (AquaLab 3TE ;
Decagon Devices Inc., Pullman, WA, Etats-Unis). La coupelle d'échantillon a été remplie a la
moitié de sa profondeur et placée dans la chambre d'échantillon a température contrdlée puis
lecture de la valeur (AE) affichée (1SO, 2017).

5.2.1.6 Teneur en matiere grasse

La teneur en matiere grasse a eté déterminee a l'aide de la méthode de Gerber acido-
butyromeétrique selon la norme I1SO 3433:2008 (ISO, 2008a). Les prises d’essai (3 g) ont été
introduites dans le godet a fromage puis, de ’acide sulfurique concentré a 62% (d=1,522
g/ml, v=10mL) a été ajoute. Par la suite, le godet a éteé introduit dans la panse du butyrométre.

Aprés avoir bouché I’ouverture de la tige, le butyrométre a été placé dans un bain-marie a
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65°C. Le butyromeétre a été agité de temps en temps jusqu’a dissolution compléte de la prise
d’essai. 1 ml d’alcool isoamylique (entraine la séparation de la maticre grasse en couche claire
et transparente) a été ajouté dans le butyromeétre puis remettre ce dernier pendant 5 min dans
un bain-marie et centrifuger avec une centrifugeuse a butyrometre pendant 10 minutes
(FUNKEGERBER, Berlin, Allemagne). Aprés centrifugation, le butyrometre a été placé de
nouveau dans le bain d’eau pendant 5 min. La teneur en mati¢re grasse est obtenue par lecture

directe sur la graduation du butyromeétre et est exprimée en grammes pour 100 g de fromage.
5.2.1.7 Teneur de I’azote total

La détermination de 1’azote total a été effectuée selon la méthode de Kjeldahl selon La
norme 1SO 8968-1:2014 (ISO, 2014). Une premiere étape de minéralisation a été réalisée sur
I’échantillon (1g de fromage) a l'aide d'un minéraliseur K-438 couplé a un Scrubber B-414
pendant 270 mn. Cette étape consiste a transformer 1’azote organique en azote minéral sous
I’action oxydative de 1’acide sulfurique concentré (15 a 17 ml a 96-98 %) et a chaud en
présence de catalyseur (CuSO4, SH20+ K2S04). Le mélange a été porté au chauffage jusqu’a
ce que la couleur devienne limpide (jaune), a ce moment-la I’azote organique est transformé
en azote minéral. Ensuite, et aprés refroidissement, la matiere minérale a été distillée a l'aide
d'un appareil a distiller K-370 (Buchi, Rungis, France), avec un mélange de 50 ml d’eau
distillée et 30 ml de la soude a 32%, en paralléle, une solution de 20 ml d’acide borique a 40
% et quelques gouttes de 1’indicateur coloré Tashiro a été ajoutée.

Finalement, la titration de 1’excés des anions de borate se fait avec 1’acide
chlorhydrique (0,1 N) en présence de l'indicateur coloré Tashiro jusqu’a virage de I’indicateur
a sa teinte acide (couleur rose- violet). Il est nécessaire d’effectuer un essai a blanc pour
chaque digestion. La teneur en azote exprimé en masse du produit (g / 100 g d’échantillon) est

calculé selon la formule suivant :

Azote total (AT) = (V1-V0) x N x0.014 x 100/ m

VO : est le volume, en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour 1’essai a blanc
V1 : est le volume, en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour la prise d’essai
N : est la normalité de la solution d’acide chlorhydrique utilisée lors du titrage = 0.1 N

m : est la masse en gramme, de la prise d’essai
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Le contenu en protéines totales exprimé en gramme par cent grammes de fromage brut

est obtenu en multipliant la teneur en azote total par le facteur 6.38 selon la formule suivante :
Protéine (P) = AT % x 6.38
5.2.2 Analyses biochimiques du fromage

5.2.2.1 Analyse des acides gras par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la
Spectroscopie de Masse (CG-MS).

L’analyse de la composition et la teneur en acides gras du fromage frais au lait cru de
vache par Chromatographie Phase Gazeuse couplée a une Spectroscopie de Masse a été
effectuée selon la méthode standard (extraction, préparation des esters méthyliques et analyse
par (CG-MS).

5.2.2.1.1 Extraction de la mati¢re grasse

La méthode Soxhlet est la méthode de référence utilisée pour I’extraction de la matiere
grasse (AOAC, 2005b). Un poids de 5 g de fromage broyé et séché enveloppé dans du papier
filtre a été placé dans une cartouche (une capsule de cellulose qui est perméable au solvant et
a la matiére grasse qui y est dissoute) d'extraction Soxhlet. Ensuite, un ballon rempli d'un
solvant (éther de pétrole) a été chauffé (a 65°C) afin que le solvant se déplace a travers
I'échantillon et extrait graduellement la matiere grasse. Le solvant contenant la matiére grasse
retourne dans le ballon par déversements successifs causés par un effet de siphon dans le
coude latéral. La matiere grasse s’accumule dans le ballon jusqu’a ce que I’extraction soit
compléte. La procédure d'extraction doit étre poursuivie pendant pres de 4 a 5 h (4-6
siphonages au cours de 1’extraction). Le contenu du ballon a été évaporé sous pression réduite
dans un bain-marie réglé a 50°C jusqu'a ce que I'évaporation soit visuellement terminée. Le
ballon contenant les lipides est placé a I'étuve pendant 30 min a 103°C, puis au dessiccateur

pendant 30 min. On réalise une série de pesées jusqu'a I'obtention d'un poids constant.
5.2.2.1.2 Préparation des esters méthyliques

Il est impératif de faire un prétraitement des échantillons par I'une des méthodes de
méthylations. La méthode de la norme ISO 15884 a été utilisée pour convertir les AG en
esters méthyliques d'acides gras (EMAG) (ISO, 2002). En bref, afin de dissoudre la graisse
concentrée, 2,5 ml d'hexane ont été mélangés avec 50 mg de lipide extrait a l'intérieur d'une
ampoule hermétique. Un volume de 100 pl de potasse méthanolique (2 mol/l) a ensuite été

introduit, apres agitation10 seconde, porter ampoule au bain marie a 50 °C/ 20 secondes agiter
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et laisser refroidir. Ensuite, 0,25 g d'hydrogénosulfate de sodium monohydraté (NaHSO*
H20) ont été ajoutés et le mélange a été centrifugé pendant 3 mn. Enfin, un examen GC-MS

des esters méthyliques produits a été effectué sur la couche supérieure qui les contient.
5.2.2.1.3 Analyse des esters méthyliques par GC-MS

Les profils des acides gras des fromages examinés ont été determinés sous forme
d'esters méthyliques d'acides gras (EMAG) par chromatographie en phase gazeuse (Hewlett
Packard Agilent 6890, USA) couplée a la spectrométrie de masse (Hewlett Packard Agilent
5973, USA) selon la norme IDF 15885 (IDF, 2002).

Les conditions d'analyse GC-MS étaient les suivantes : une injection sans division
(injection splitless) a été effectuée (1 pl) a 250 °C a l'aide d'une colonne capillaire en silice
fondue HP-5MS d'un diamétre interne de 0,25 mm, d’une longueur de 30 m et épaisseur du
film de 0,5 ym. La température du four a été réglée comme suit : maintenue au départ a 40
°C pendant 4 min, la colonne est portée a 140 °C (10 °C / min) et maintenue durant 1 min a
cette température, puis elle subit une seconde phase de réchauffement jusqu’a 240 °C (2 °C /
min) maintenue pendant 15 min. L'analyse a duré 80 minutes. A un débit de 1 ml/min, de
I'hélium a été utilisé comme gaz vecteur. Utilisation d'un détecteur de masse avec les
caractéristiques suivantes : la température de la source a été maintenue a 250 °C, le mode
d'ionisation était I'impact électronique a 70 eV, le mode d'analyse était le balayage TIC (30-
500 m/z) et le type d'analyseur de masse était quadripolaire.

L'identification des acides gras a été réalisée en comparant leurs données de spectres
de masse a celles acquises a l'aide du NIST 02.L [US National Institute of Standards and
Technology (NIST), caithersburg, MD, USA] (Bara¢ et al., 2018).

5.2.2.2 Les indices de qualité lipidique

Les indices de qualité lipidique des fromages ont été évalués en utilisant différentes
combinaisons et ratios entre les acides gras tels que la somme des acides gras saturés
(£ AGS), la somme des acides gras monoinsaturés (X AGMI), la somme des acides gras
polyinsaturés (X AGPI), les AGPI / AGS et -6/ rapports ®-3 pour calculer l'indice
d'athérogénicité (1A), l'indice de thrombogénicité (IT), le rapport des acides gras
hypocholestérolémiants et hypercholestérolémiants (h/H) De plus, les acides gras souhaitables

(AGh) et I'indice des acides gras hypercholesterolemiants (AGH).
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5.2.2.2.1 Indice d'Athérogénicité (IA)

L'indice d'athérogénicité (1A) indique la relation entre la somme des principaux acides
gras saturés et celle des principales classes d'acides gras insaturés. L'activité de coagulation
des plaquettes et leur agrégation a un thrombus est étroitement liée a 1'apport d’acides gras
saturés a chaine longue (AGSCL). Les AGPI n-6 sont antiathérogéniques (réduction des
lipides seriques), tandis que les AGPI n-3 sont antithrombogénes (inhibent I'agrégation des
plaquettes, diminuent les niveaux de cholestérol et de phospholipides, prévenant ainsi
l'apparition de maladies coronariennes) (Equation (1)) (Omri et al., 2019; Ulbricht et
Southgate, 1991).

IA=[C12:0 + (4xC14 :0) + C16 :0] / G AGMI + 3 (n-6)+> (n-3)) Q)
5.2.2.2.2 Indice de thrombogénicité (IT)

L'indice de thrombogénicite (IT) indique qu'il existe une tendance a la formation de
caillots dans les vaisseaux sanguins. Ceci est défini comme la relation entre les acides gras
pro-thrombogénes (saturés) et antithrombogenes (AGMI, AGPI n-6 et AGPI n-3). L'indice de
thrombogénicité (IT) indique qu'il existe une tendance a la formation de caillots dans les
vaisseaux sanguins. Ceci est défini comme la relation entre les acides gras pro-thrombogeénes
(saturés) et antithrombogénes (AGMI, AGPI n-6 et AGPI n-3) (Equation (2)) (Simopoulos,
2006; Willett et al., 1993).

IT = (C14 :0 + C16 :0 + C18 :0) / [(0.5 x5 AGMI) + (0.5 x ¥ (n-6)) + (3 x ¥(n-3)) + (X(n-
3) IX(n-6))] (2)

5.2.2.2.3 Acides gras désirables ou hypocholestérolémiants (AGh)

Cet indice de lipides a été déterminé en utilisant les acides gras, en estimant les acides
gras insaturés (AGMI), en additionnant les polyinsaturés (AGPI) et les monoinsaturés
(AGMI), et en utilisant les acides gras saturés souhaitables (C18:0) (Equation (3)) (Osmari et
al., 2011).

AGh = AGMI + AGPI + C18 :0 (3)
5.2.2.2.4 Acides gras hypercholestérolémiants (AGH)

Ceci est défini comme la somme des acides gras saturés (Equation (4)) (Baraé et al.,
2018).

AGH = C12:0 + C14:0 + C16:0 4)
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5.2.2.2.5 Rapport hypocholestérolémique et hypercholestérolémique (H/h)

Le rapport H/h est lié a I'activité fonctionnelle des acides gras dans le métabolisme des
lipoprotéines concernant le transport plasmatique du cholestérol et le risque de maladies
cardiovasculaires. Le rapport des AG hypocholestérolémiques et hypercholestérolémiques

(H/h) a été calculé selon I’équation (5) (Ivanova et Hadzhinikolova, 2015).
H/h =[(C18 :1n-9 + C18 :2n-6 + C18 :3n-3)] / [(C12 :0 + C14 :0 + C16 :0)] (5)
5.2.2.3 Détermination de la teneur en minéraux

5.2.2.3.1 Deosage du K, Na, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu et Mn par spectrométrie d’absorption
atomique (SAA)

Les éléments minéraux sont dosés par Spectrophotométrie d'Absorption Atomique
(SAA), son principe consiste a vaporiser I'échantillon liquide et a le chauffer a I'aide d'une
flamme. La flamme est dirigée vers une lumiére émise par une lampe appropriée émettant les

longueurs d'onde caracteéristiques de I'élément recherché.

La teneur des macroéléments (K, Ca, Na et Mg) et microéléments (Zn, Fe, Cu et Mn)
du fromage était dosé sur les cendres obtenues a 550 °C pendant 6h selon la norme IDF119
:2007/1SO. Les cendres obtenues ont été dissoutes avec 5 ml d'acide nitrique (1 N HNO3) sur
une plaque chauffante et ont été filtrées en utilisant du papier filtre (Whatman n° : 41), et
transférées quantitativement dans un récipient de graduation de 50 ml et complétés jusqu'au
trait avec de l'eau ultra-pure. Aprés dilution appropriée, les solutions d'essais ont été
vaporisées dans la flamme aéroacétylénique d'un spectromeétre a absorption atomique (Varian,
AA240FS) (IDF, 2007). Les valeurs d'absorbance des solutions des cendres ont été mesuréees
a des longueurs d’onde différentes selon 1’¢lément a doser (AK = 766,5 nm ; ANa = 589,6 nm ;
ACa=4227 nm ; AMg = 285,2 nm ; ACu = 324,7 nm ; AZn = 213,9nm AFe = 248,3 nm ; AMn
=279.5 nm).

5.2.2.3.2 Dosage du phosphore par colorimétrie

Le dosage du phosphore a été determiné par spectrométrie UV-visible a partir de la
méme solution de cendres décrite précédemment. Ce dosage est basé sur la meéthode
colorimétrique au nitrovanado-molybdate ou deux millilitres de ce réactif (nitrovanado-
molybdite) ont été mélangés avec 2 mL de la solution de cendres. Aprés 30 min dans
l'obscurité, I'absorbance a ét¢ mesurée a 436 nm a l'aide d’une spectrométrie UV-visible

(Anthelie Advanced (Secoman, Ales, France)) comme décrit par Bord et al. (2016).
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5.2.2.4 L’électrophorése sur gel urée-polyacrylamide (Urée-PAGE)

L'électrophorese sur gel urée-polyacrylamide (urée-PAGE) sépare les protéines et les
polypeptides selon leur rapport taille/charge et caractérise principalement la protéolyse

primaire du fromage (Li et al., 2020; Mane et al., 2019).
5.2.2.4.1 Préparation de I’échantillon

Pour la caractérisation de la protéolyse primaire, nous avons utilisé le protocole décrit
par (Fallico et al., 2004), il s’agit tout d’abord, d’extraire la fraction protéique insoluble a
pH= 4,6 : Une masse de 25 g de fromage est homogénéisée avec 50 ml d’eau distillée pendant
10 min. Aprés homogénéisation, le pH est ajusté par addition de I’HCl (IN) jusqu’a
stabilisation a 4,6. Les échantillons sont en suite, chauffés au bain-marie pendant 1h a 40°C.
Une centrifugation & 11000 g pendant 30 min & 4°C est nécessaire pour retirer la couche de
graisse (couche supérieure) et la separation des protéines insolubles. Une séparation des
protéines du culot de la centrifugation par Urée-PAGE est faite pour 1’évaluation qualitative

de la protéolyse en utilisant le protocole décrit par Andrews (1983).

L’échantillon destinés a l'analyse par électrophorése (10 mg) est mélangé avec 1mL de
tampon de charge (7,59/1 Tris, 490g/l urée, 7ml/l de 2-mércaptoéthanol), le mélange est
homogénéisé au vortex jusqu’a solubilisation compléte de la fraction insoluble avec ajout de
10 pl de bleu de bromophénol. Ensuite 15 pl de chaque échantillon sont déposés dans les puits

du gel de concentration.
5.2.2.4.2 Préparation des gels

La séparation électrophorétique des constituants de la fraction insoluble a pH 4,6 a été
réalisée sur le gel de polyacrylamide en présence d’urée (Urée-PAGE) avec un gel de
concentration de 4% (p/v) et un gel de séparation de 12 % (p/v) de polyacrylamide. Les

solutions de gel ont été préparées juste avant de couler le gel.

1. Gel concentration : 5 ml de solution d’acrylamide (40 %), 45 ml de tampon de gel
concentration, 0,1 g de bis-acrylamide de méthylene. Les éléments ci-dessus sont mélangés
ensemble et filtrés a travers du papier filtre Whatman® n° 113. Par la suite, 25 pl de TEMED

et 300 uL de persulfate d’ammonium sont ajoutés au filtrat.

2. Gel de séparation : 22,5 ml de solution d'acrylamide (12 %), 52,5 ml de tampon gel

séparateur. * 0,375 g de bis-acrylamide de méthyléne. Les éléments ci-dessus sont mélangés
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ensemble et filtrés & travers du papier filtre Whatman® n° 113. Par la suite, 37,5 ul de

TEMED et 282 pL persulfate d’ammonium sont ajoutés au filtrat.
Sachant que, les tampons de gels et de migration sont préparés de la maniére suivante :

1. Tampon de gel concentration : 4,15 g Tris, 150 g d'urée et 2,2 ml de HCI concentré sont
mélangés ensemble et compléter a 500 ml avec de I'eau déminéralisée, en ajustant le pH a 7,6
avec HCI (2N).

2. Tampon de gel de séparation : Tris 32,15 g, 192,85 g d'urée et 2,86 ml de HCI concentré
sont mélanges ensemble et compléter a 500 ml avec de I'eau déminéralisée, en ajustant le pH
a 8,9 avec HCI (2N).

3. Tampon de migration : 15 g Tris, 73 g de glycine et compléter a 5 litres avec de I'eau
déminéralisée, en ajustant le pH a 8,4 avec HCI (2N).

5.2.2.4.3 Electrophorése

L'unité d'électrophorese (BioRad Laboratories Ltd., Watford and Herts, Royaume-Uni)
a été assemblée selon les instructions du fabricant. Par la suite les gels ont été places dans
I'unité, qui a été remplie au niveau correct avec un tampon d'électrode et les échantillons (15
ul) ont été appliqués, L unité est alors mise sous tension appropriée ; Les échantillons ont été
passés a 280 V a travers le gel d'empilement et a 300 V a travers le gel de séparation jusqu'a

ce que le front de colorant de suivi soit proche du fond de la plaque de gel (4 a 5 heures).

Apreés fin de migration, les protéines ont été détectées par coloration du gel pendant au
moins 30 minutes avec un mélange (5 :1 :4, v\v\v) de bleu de Coomassie (R-250, 0.1%, v\v)),
de I'eau ultra-pure, d'acide acétique (80%) et d'éthanol 96%. Enfin, le gel a été placé dans
deux bains de décoloration successifs composés d'acide acétique (80%, 14 ml), d'éthanol
(96%, 10 ml) et d'eau ultra-pure (76 ml) (viv\v) (Andrews, 1983).

L’identification des bandes des caséines et des peptides a ¢été déterminée par
observation de I’intensité des bandes en comparant a un témoin qui présente la position des

fractions des caséines natives du lait (caséines de références) et a I’aide de la bibliographie.
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5.2.3 Analyses microbiologiques du fromage
5.2.3.1 Dénombrement des principaux groupes microbiens
5.2.3.1.1 Flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Le dénombrement de la flore total est réalisé sur la gélose PCA (plate Count Agar)
selon la norme 1SO 4833-1:10-2013, en mettant 1 ml de chacune des dilutions 10, 10 et10”’
dans la boite de Pétri, puis la gélose PCA est fondue et melangée soigneusement. Le
comptage total a été effectué sur Plate Count Agar (30°C, 48 a 72 h, conditions aérobies,
Biokar) (1SO, 2013).

Son dénombrement reflete la qualité microbiologique générale d’un produit naturel et
permet d’en suivre I’évolution. Le nombre des germes « totaux » pourra donner une indication
de I’état de fraicheur ou de 1’état de décomposition du produit (Guiraud et Rosec, 2004). Les
résultats sont exprimés selon la relation : N = XC/ [(n1 + 0.1 n2)] d. Ou XC est la Somme des
colonies comptées sur les boites retenues de deux dilutions successives et contenant entre 30
et 300 colonies; n1 est le nombre de plaques pour le premier rapport de dilution ; n2 est le
nombre de plaques pour le deuxiéme taux de dilution ; d est le premier taux de dilution et N

exprimé en unité formant colonie par gramme d'échantillon (ufc.g?) (Abraha et al., 2017).
5.2.3.1.2 Coliformes totaux et fécaux (CT, CF)

Les coliformes sont un groupe de micro-organismes utilisés comme indicateurs, dans
le but de vérifier I'état microbiologique général d'un échantillon. Le dénombrement des
coliformes totaux est effectué sur le milieu VRBL (La gélose lactosée biliée au cristal violet et
au rouge neutre), il a été réalisé par défaut afin de confirmer le résultat des coliformes fécaux.
Chaque dilution (stomachées pendant 2 min) a été ensemencée en masse. Les cultures sont
incubées a 37°C pendant 24 a 48 h (Guiraud, 2003). Les boites prises en considération pour le
dénombrement contenaient entre 30 et 300 colonies. Ces colonies qui sont généralement
rouge-violettes de diamétre égal ou supérieur a 0,5 mm sont considérées comme
caractéristiques. Alors que, la numération des coliformes fécaux est effectuée avec le méme
milieu VRBL apreés 48 heures d’incubation a 44°C (Guiraud, 2003).

5.2.3.1.3 Les staphylocoques a coagulase positive (SCP)

Afin d'isoler et de dénombrer les staphylocoques a coagulase positive, la méthode
standard ISO 6888-2:2021 avec le milieu de Baird Parker a été utilisée. Les plaques de gélose
inoculées ont été placées dans une piéce a 37 °C pendant 48 h. La limite de détection était de
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100 ufc g*. Les cing colonies typiques (circulaires, gris foncé a noires, lisses, convexes, aux
bords parfaits, entourées d'une zone opaque et/ou d'un halo transparent) par échantillon ont été
soumises a une coloration de Gram, test a la catalase et test de coagulase. Les plaques avec

des colonies entre 20 ~ 200 ont été sélectionnées pour le comptage (1SO, 2021).
5.2.3.1.4 Salmonella spp

La détection de Salmonella spp a été effectuée selon (Andrews et al., 2018) avec des
modifications, la préparation de I'échantillon et la dilution ont suivi les mémes qu'auparavant,
apres que 1 ml des échantillons dilués ont été ajoutés a la cystine de sélénite et au Rappaport
Vassiliadis pour une étape sélective d’'enrichissement. Aprés une période d'incubation de 24
heures a 37 ° C, les échantillons ont été striés dans du milieu sélectif XLD (la gélose xylose
lysine désoxycholate) et incubées a 37 ° C pendant 24 h. Les échantillons avec des colonies
noir (centré, arrondi), de petites tailles (2 a 4 mm de diameétre) caractéristiques ont été

considérés comme positifs.
5.2.3.1.5 Levures et moisissures (LM)

Le dénombrement des levures et des moisissures a été effectué conformément a la
certification 1SO 21527-1: 2008 sur la gélose Sabouraud au chloramphénicol (SCA) apres
ensemencement en masse de 1 ml de chaque dilution. La lecture est effectuée apres 3 a 5 jours
d’incubation a 25°C en aérobiose. Toutes les colonies d’aspect lisse ou filamenteux sont

comptées (1SO, 2008b).
5.2.3.1.6 Bactéries lactiques (BL)

Détermination des bacteéries lactiques (BL) Tout d'abord, 1 ml des échantillons dilués a
été distribué uniformément dans une boite de Pétri stérile ; puis, Man Rogosa et Sharp (MRS)
Agar (Himedia, Mumbai, Inde) a été versé et mélange. Les boites inoculées ont été renversées
et incubées a 37°C pendant 48h en condition anaérobie a I'aide du systeme Gas-Pak (Gas Pak
100 Anaerobic System, BD Bioscience, USA) (Rotar et al., 2015).

5.2.4 Analyses statistiques

A partir des données échantillonnées, la variation de chaque paramétre physico-
chimique (pH, acidité titrable, matiere séche, matiéres grasses, teneur en protéines, cendres et
I’activité de ’eau) et chaque groupe microbien (FTAM, BL, CT, CF, SCP et ML) entre FPA
et FPV a eté testée a l'aide de I'analyse de variance unidirectionnelle non paramétrique de
Kruskal-Wallis (ANOVA). Avant les tests ANOVA, la normalité a été vérifiée a l'aide du test
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Shapiro-Wilk. Les données microbiologiques ont été transformées en logarithmes avant
analyse statistique. D’autre part, la variation de chaque macrominéral (calcium, phosphore,
sodium, potassium, magnésium) et Oligo-éléments (zinc, cuivre, manganese et le fer) a été
testée également a l'aide de I'analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) sous le logiciel
R version 4.2.1 (R Core Team, 2022).

Les corrélations de Pearson ont été appliquées pour tester les relations entre les
parametres physico-chimiques et entre les principaux groupes microbiens analysés dans le
fromage Jben fabriqué a partir de chacun des deux agents de coagulation du lait (présure
d'agneau et fleurs de chardon (Cynara cardunculus). Les matrices de corrélation ont été
visualisées dans des tracés interactifs a I'aide du package (Wei et al., 2021) sous le logiciel R
version 4.2.1 (R Core Team, 2022). Les tests du chi carré de Pearson ont été utilises pour
tester la variation des abondances d'acides gras entre le FPA et le FPV. La signification
statistique a été fixée a alpha = 0,05.

Finalement, pour comprendre et évaluer les interactions entre les paramétres physico-
chimiques (pH, AC, MS, MG, PR, CE et AE) et microbiologiques (FTAM, BL, SCP, CT, CF
et LM), la recherche de ces interactions est étudiée grice a I’analyse en composantes
principales (ACP), séparément chez les deux types de fromage (FPA et FPV) sous le logiciel
Statistica version 8.0 (Statsoft, Tulsa, Oklahoma, Etats-Unis).
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1 Caractéristiques physicochimiques du fromage frais (Jben)

L’ensemble des résultats des paramétres physico-chimiques (pH, acidité titrable,
matiére séche, matiéres grasses, protéines, cendres et I’activité de 1’eau) déterminés sont
présentés dans la figure 5 qui illustre I'effet du type de coagulant du lait (c'est-a-dire la présure
d'agneau et les fleurs de chardon) sur la composition physicochimique du fromage frais

traditionnel « Jben » fabriqué a partir de lait cru de vache.
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Figure 5. Variation des principaux paramétres physico-chimiques du fromage Jben fabriqué a
l'aide de deux agents de coagulation du lait (agneau et végétal). Les chiffres affichés a
I'intérieur des cercles blancs pleins sont des moyennes. Les valeurs P présentées entre
parentheses dans les graphiques sont les résultats de I'analyse de variance unidirectionnelle de

Kruskal-Wallis.
1.1 pH

Concernant le pH, Les échantillons du fromage (Jben) fabriqués a l'aide de deux
agents de coagulation du lait (agneau et végétal) se caractérisent par un pH légérement acide.

Les résultats ont indiqué que les échantillons avaient un pH de 5,21 + 0,35 (moyenne + écart
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type) pour le fromage a base de présure d’agneau (FPA) et 6,19 £+ 0,23 pour le fromage a base
de présure végétale (FPV) (Fig.5). Statistiquement, L'ANOVA testant la variation des valeurs
de pH, a montré que ces valeurs différaient significativement (p < 0,05) entre FPA et FPV. En
comparaison avec d'autres études sur le méme type de fromage, nos résultats sont globalement
similaires a ceux rapportés par Yasar et Guzeler (2011) (5,21 + 0,03) et par Elkholy (2015)
(5,31) pour un fromage fabriqué a base de présure animal et se rapprochent aux résultats
obtenus par Amimour (2019) (5,40 + 0,005) et par Benyagoub et al. (2016) (5,51 + 0,21) sur
le fromage du Jben. Alors que pour le FPV, nos valeurs moyennes se coincident avec de
nombreux travaux notamment révélés par Abdeen et al. (2021) (6,06), par Benyahia-Krid et
al. (2016) (6,28 £ 0,02), par Abd El-Salam et al. (2017) (6,36) et par Benyahia et al. (2021)
(6,38 £ 0,015). Cependant, nos résultats sont légerement différents par rapport a ceux
rapportés par Tadjine et al. (2020) (4,69 £ 0,12) pour le FPA, par Kholif et Hamed (2022)
(6,88 £ 0.07) et par Islam et al. (2021) (5,90 + 0,06) pour le FPV.

Ces variations de pH peuvent s'expliquer par des différences dans le procédé de
fabrication comme les quantités de présure utilisées pour la coagulation, qui entrainent des
temps de coagulation trés variables. Elle peut également étre attribuée a l'augmentation de
I'activité protéolytique de la présure qui est accentuée par la présence de la flore croissante du
lait (Cantor et al., 2004), ou des variations saisonniéeres (Sanchez-Gamboa et al., 2018), des
comptages microbiens et diversité (Vladimir et al., 2020) . De plus, I'emprésurage avec la
présure d'agneau a diminué le pH par rapport a la présure végétale, ce qui pourrait étre lié a
une plus grande activité des bactéries lactiques (processus d'acidification) (Kajak-Siemaszko
etal.,, 2022) .

1.2 L’acidité

L'analyse de variance, dont les résultats sont présentés dans la figure 5, a identifié
I'effet tres significatif (p < 0,05) de types du coagulant (agneau et végétal) sur les valeurs de
I’acidité dans le fromage traditionnel. Les résultats de 1'étude montrent une acidité titrable de
92,52 + 2,61 °D pour FPV et 80,31 + 8,13 °D pour FPA. En plus, comme le montre la figure
5, on a pu remarquer que tous les fromages présentaient une acidité titrable significativement
élevée. Ceci peut étre di a la teneur élevée de l'acide lactique dans les échantillons de
fromage. D’autre coté, la différence enregistrée dans les valeurs moyennes de 1’acidité des
échantillons étudiés peut étre liée a ’activité plus élevée des bacteries lactiques lors de la
fabrication du fromage dans le fromage a base de coagulant végeétal (Czyzak-Runowska et al.,

2020).
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Pour le fromage a base de présure d’agneau, nos résultats obtenus se rapprochent avec
ceux rapportés par El-Galeel et al. (2017) (85°D), par Bendimerad (2013) (88,50°D), par
Rhiat et al. (2011) (87,4°D), alors que pour le fromage a base de présure végétale, nos valeurs
moyennes étaient similaires a ceux trouvés par (Rhiat et al., 2011), par Elkholy (2015) (91°D)
et par El-Galeel et al. (2017) (93°D). Cependant, Les teneurs de I’acidité titrable de nos
fromages fabriqueés en utilisant différents coagulants sont légérement élevées a ceux obtenues
par Islam et al. (2021) (72 + 0,02) pour le FPA, par (Benyahia et al., 2021) (80 + 0,005) pour
le FPV.

Plusieurs auteurs ont rapporté dans leurs travaux que la variation de 1’acidité¢ dépend
de la nature et de la composition initiale du lait utilise pour la fabrication, de la flore
microbienne et son activité métabolique (Aquilanti et al., 2011 ; Roseiro et al., 2003 ; Sousa et
Malcata, 2002). D'autre part, les pates de la présure animales artisanales ont démontré une
importante diversité microbienne, ce qui prouve que les pates de présure animale sont des
sources de souches bactériennes lactiques dotées de caractéristiques technologiquement
avantageuses pour la production de fromage (Cruciata et al., 2014 ; Kajak-Siemaszko et al.,
2022).

1.3 La matiére séche

L’évaluation de la matiére séche des différents échantillons du fromage, montre
qu’elle est supérieure dans le FPV par rapport au FPA 43,66 + 3,94g/100g de fromage contre
50,14 + 7,25 ¢g/100g de fromage respectivement (Fig.5). Le fromage a base de la présure
d’agneau et le fromage fabriqué a base du coagulant végétal différent significativement entre
eux (p<0,05). Les différences observées dans la teneur en matiére séche entre les coagulants
animales et végétaux peuvent s'expliquer par la structure tridimensionnelle du caillé, qui
entrainerait des variations de rétention d'eau, comme mentionné par Sanjuan et al. (2002) .
D’autre part, cette différences peut étre due a la perte de protéines en raison d'activités
protéolytiques excessives des fromage a base du coagulant vegétal et par conséquent, la
réduction de la matiére séche, ce qui est cohérant a nos resultats (Khan et Masud, 2013).
Egalement, Les variations de teneur en extrait sec dans les échantillons peuvent étre liées aux

différents modes de fabrication du fromage (de Medeiros Carvalho et al., 2019).

Par rapport aux donnees de la littérature, nos valeurs moyennes étaient identiques a
celles obtenues par Garcia et al. (2012) (43,27%) pour le fromage obtenu par les fleurs de

chardon (Cynara cardunculus) et par El-Galeel et al. (2017) (50,08%) pour le fromage obtenu
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par la présure animale. Cependant, nos résultats sont supérieurs aux valeurs obtenues par Bakr
et al. (2021) (40,34%) pour le FPV et inferieurs aux résultats révélés par Benyagoub et al.
(2016) (56,12 £ 0,21) pour le Jben. La variation possible de I'extrait sec peut étre due aux
types de caillé obtenus, qui dépendent de la composition initiale du lait, de I'effet des

coagulants ainsi que du type de drainage (Benyahia et al., 2021).
1.4 La matiere grasse

Selon les résultats de I'analyse physico-chimique des fromages (Fig.5), la teneur de la
matiére grasse varie de 20,6 + 2,24g9/100 g a 23,44 + 2,23 ¢g/100 g pour FPA et FPV,
respectivement. Une différence significative (p < 0,05) a été observée entre les deux types de
fromages, mais les deux avaient une teneur élevée en matieres grasses. Tofalo et al. (2015)
ont montré que le type du coagulant utiliseé affecte significativement la matiere grasse. Des
valeurs similaires ont été révélées par Karki (2023) (23.33 £ 0.9 g/100g), par Islam (2006)
(23,5 £ 0.005 g/100g), par Hashim et al. (2011) (23,05 £ 1.29 g/100g) et par Benyahia et al.
(2021) (23,2 + 0,02 g/100g) pour un fromage a base de coagulant végétal alors que, pour le
fromage a base de coagulant animal nos résultats sont globalement proche de ceux dévoilés
par Papetti et Carelli (2013) (21,092 g/100g), par Garcia et al. (2012) (21,95 * 0,244 g/100g)
et par Islam et al. (2021) (22.02+ 0. 05 g/100g).

Cependant, nos valeurs moyennes sont différentes a celles d’autres travaux sur le
méme type de fromage frais ; Elkholy (2015) (17.10 g/100g), Amimour (2019) (26,91 + 0,38
9/100g) et de la Haba Ruiz (2017) (32,7 £ 5,0 g/100g). Plusieurs variables, notamment les
caractéristiques chimiques et microbiologiques du lait, les systemes d'alimentation des
animaux, l'origine des agents de coagulation du lait ont un fort impact sur la matiere grasse du

fromage (De Marchi et al., 2008; Formaggioni et al., 2015).
1.5 Les protéines

Les teneurs moyennes en protéines étaient de 13,76 + 2,03 g/100 g de fromage pour le
FPA, alors que les echantillons de FPV enregistraient 15,23 + 2,12 g/100g. Aucune différence
statistiquement significative (P>0,05) n'a été déterminée pour la teneur en protéines entre les
fromages fabriqués avec différents types de coagulant (Fig.5). Plusieurs auteurs n'ont trouvé
aucune différence significative (P>0,05) entre les fromages a base de la présure animale et du
coagulant végétal concernant les valeurs en protéines (Garcia et al., 2012; Pino et al., 2009).
Selon les résultats obtenus, nos teneurs en protéines se concordent avec celles rapportées par
Pino et al. (2009).
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La faible teneur en protéines dans le fromage a base de la présure animale par rapport
au fromage a base du coagulant végétal peut étre due au pH et a la température optimum de la
présure qui varient selon I'espéce, le substrat et la méthode de production (Kumar et al.,
2010). Comme le montre la figure 5, La teneur de la protéine dans le fromage a base de la
présure animale est inférieure a la protéine dans le fromage avec le coagulant végétal, mémes
résultats sont produits dans I'étude de Sitepu (2020), Amimour (2019) pour le Jben, Garcia et
al. (2012) et Hashim et al. (2011). Cependant, nos résultats sont différents a ceux rapportés
par Abdeen et al. (2021) et par Islam et al. (2021). Ces différences dans la teneur en protéines
entre les fromages pourraient étre liées au type de lait, origine des agents de coagulation du

lait et aux méthodes de production (Kose et al., 2021; Uzun et al., 2020).
1.6 Lescendre

Selon les résultats obtenus pour les analyses physicochimiques des fromages (Fig.5),
La teneur en cendre est variable entre les deux types de fromages (1,73 £ 0,70% pour FPA et
2,10 + 0,57 % pour FPV). Le type d'agent coagulant et les différentes techniques de
production pourraient avoir causé de telles différences dans les résultats. Statistiquement, Le
fromage a base de la présure et le fromage fabriqué au Cynara cardunculus difféerent de
maniere non significative entre eux (p> 0,05), ce qui est cohérant aux résultats trouvés par
Islam et al. (2021) pour des fromages fabriqués a base de coagulants d’origine végétale et
animale. Dans cette recherche, le sel n'a pas été ajouté pendant la fabrication du fromage, il
faut donc s'attendre a une teneur en cendres inférieure, bien que Khan et Masud (2013),
Koirala (2021) et Islam et al. (2021) aient montré qu'une teneur en cendres plus élevée dans le
fromage était enregistrée avec lI'enzyme végétale par rapport a la présure animale, ce qui est
probablement d0 aux restes de la matiere végétale dans ce type de coagulant sous sa forme
brute (Maskey et Shrestha, 2020).

Nos résultats pour les cendres se coincident avec ceux révélés par Gutiérrez-Pefia et al.
(2021) (1,76%), par Muneeb et al. (2020) (1,736%) et par Messias et al. (2021) (1,78%) pour
le fromage a base de présure animale alors que pour le fromage a base du coagulant végétal,
nos teneurs en cendres se rapprochent a celles rapportées par Ayeni et al. (2014) (2.03%),
pour le fromage traditionnel a base du coagulant végétal (Calotropis procera) et par
Komansilan et al. (2020) (0,59-2,06%). %) pour le fromage a base du coagulant végétal
(Ananas comosus). Cependant, nos valeurs sont différentes a celles dévoilées par Abd El-
Salam et al. (2017) (3,44%) pour le fromage a base des fleurs de chardon (Cynara

cardunculus), par Tadjine et al. (2019) (1,21%) pour le Jben a base de présure animale,
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Massouras et al. (2023) (1,46%) et par Islam et al. (2021) (2,37%) pour le fromage a base du

coagulant végetal (Papaya latex).

De nombreux facteurs peuvent étre responsables de ces variations en cendres dans les
fromages, dont ceux liés au lait (type de lait, race animale et période de lactation,
alimentation, durée de stockage), la nature des ingrédients utilisés dans le processus de
fabrication du fromage et 1'ajout de sel lors de la fabrication du fromage. D’autre part, ces
résultats pourraient étre la consequence de différentes techniques de fabrication (Hailu et al.,
2014; Hrkovi¢-Porobija et al., 2021; Rana et al., 2017).

1.7 L’activité de I’eau

L’activité de I’eau (AE) est un parameétre important pour le développement microbien.
Les fromages a activit¢ de 1’eau plus élevée présentent une plus grande tendance a se
détériorer ou a favoriser la multiplication de microorganismes pathogénes et d'altération
(Saraiva et al., 2021). D’apres l'analyse de variance des résultats obtenus pour l'activité de
I'eau (Fig.5), il n'y a pas de différence statistique significative entre les échantillons des

fromages analysés (p > 0,05).

Les teneurs moyennes de I’activité de 1’eau des différents échantillons de fromages
frais analysés sont enregistrées sur la figure 5, pour le FPA, sa valeur moyenne est 0,981 +
0.00% contre 0,979 + 0,001% pour le FPV. Dans I'ensemble, nos résultats se rapprochent des
teneurs trouvées par Galéan et al. (2008) (0,982%) pour le fromage a base de présure animale
et (0,978%) pour le fromage a base de coagulant végétal, par Morales et al. (2006) (0,983%)
et dans la fourchette des résultats révélés par Goncalves et al. (2018) (0,96-0,8 %) et par
Aguiar et al. (2017) (0,97-0,98 %).

D’autre part, nos teneurs en activité de I’eau sont différentes par rapport aux autres
études cette variabilité peut étre due, par exemple, a la teneur en sel, a la liaison de I'eau par
les composants alimentaires, ainsi que a l'acidité puisque I’activité de I'eau exprime le degré
de disponibilité de I'eau pour les micro-organismes (Aljewicz et al., 2011; Bonczar et al.,
2011), sans oublier, que le sel n'a pas été ajouté pendant la fabrication de notre fromage, il
faut donc s'attendre des teneurs en activité de I’eau supérieures aux fromages salés puisque la
réduction du taux de sel dans les fromages peut affecter leur stabilité microbiologique, en
induisant une augmentation de l'activité¢ de I’eau. Ceci peut se traduire par une baisse de la

qualité sanitaire et une réduction de la durée de vie microbiologique des fromages car elles
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créent des conditions favorables qui favorisent la croissance des micro-organismes (Saraiva et
al., 2021).

2 Interrelations entre les parameétres physico-chimiques du fromage

Pour évaluer s'il existe une corrélation entre les caractéristiques physicochimiques, un test
de corrélation linéaire a été effectué avec les FPA et FPV (Fig.6, Tab.1 et Fig.7, Tab.2,

respectivement).
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Figure 6. Matrice de corrélation entre les parametres physico-chimiques analysés dans le
fromage Jben fabriqué a partir de la présure animale. Les coefficients de Pearson sont mappés
proportionnellement aux valeurs du diagramme circulaire et a l'intensité des couleurs.
AC (Acidité), MS (Matiére seche), MG (Matiere grasse), PR (Protéine), CE (Cendre) et AE
(Activité de I’eau).
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Tableau 1: Valeurs-p entre les paramétres physico-chimiques du fromage fabriqué a base de
la présure animale (FPA).

Valeurs-p (FPA) pH AC MS MG PR CE AE
Ph
AC <0.001
MS 0.066 0.035
MG 0.241 0.175 <0.001
PR 0.199 0.139 0.513 0.547
CE 0.101 0.064 <0.001 <0.001 0.559
AE 0.002 <0.001 0.035 0.184 0.270 0.063

AC (Acidité), MS (Matiere seche), MG (Matiere grasse), PR (Protéine), CE (Cendre) et AE
(Activité de I’eau).

Selon les résultats obtenus dans les deux types de fromage, une corrélation positive
entre les valeurs de matiére grasse et la matiére séche a eté observée (Fig.6, Fig.7). La
corrélation positive entre la matiere seche et la graisse semble logique dans la mesure ou la
déshydratation du fromage affecte la teneur en graisse pendant le processus de fabrication, car
a mesure que la matiere seche augmente, la graisse augmente (Bertolino et al., 2011,
loannidou et al., 2022). A I’inverse, il existe une trés forte relation entre le pH et ’acidité dans
les différents échantillons de fromage (FPA et FPV) (r=-0,95, <0,001). Car la diminution du
pH est liée a I'action des bactéries lactiques et par conséquent a la production d'acide lactique.

Ces résultats concordent avec les résultats trouves par loannidou et al. (2022).
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Figure 7. Matrice de corrélation entre les parametres physico-chimiques analysés dans le
fromage Jben fabriqué a partir du coagulant végétal. Les coefficients de Pearson sont mappés
proportionnellement aux valeurs du diagramme circulaire et a l'intensité des couleurs.
AC (Acidité), MS (Matiere séche), MG (Matiere grasse), PR (Protéine), CE (Cendre) et AE
(Activité de I’eau).

Tableau 2: Valeurs-p entre les paramétres physico-chimiques du fromage fabriqué a base du
coagulant végétal (FPV).

Valeurs-p (FPV) pH AC MS MG PR CE AE
pH
AC <0.001
MS 0.228 0.220
MG 0.634 0.503 0.001
PR 0.251 0.091 0.475 0.379
CE 0.125 0.086 0.000 0.001 0.264
AE <0.001 <0.001 0.302 0.586 0.070 0.122
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D’autre part, dans tous les échantillons de fromage examinés (FPA et FPV), l'activité
de I'eau était négativement corrélée a la matiere seche (r = -0,70, r = -0,39), a la matiére grasse
(r =-0,49, r = -0,21) et aux cendres (r = -0,64, r = -0,55), respectivement (Fig.6, Fig.7). Des
résultats similaires ont été dévoilés par de nombreux auteurs (Brandielli et al., 2019 ; Manca
et al., 2020) . En effet, les fromages sont complexes dans leur composition chimique ; ils
contiennent généralement une phase solide (qui déja négativement corrélée a l'activité de
I'eau) constituée d'un gel protéique contenant une eémulsion grasse et des minéraux, par
conséquent ces composants semblent logiques étre corrélés négativement avec l'activité de
l'eau. D’autre part, les valeurs des cendres étaient positivement corrélées a la matiére seche
dans les deux types de fromage (FPA et FPV) (r = 0,99, r = 0,92) respectivement, ou ces
corrélations étaient statistiquement trés significatives (<0.001) (Tab.1, Tab.2). Cette relation
est principalement due au calcium et au phosphore contenus, tous deux positivement corrélés

au protéines et par conséquent a la matiére seche (Franceschi et al., 2020).

De plus, le pH et la matiere séche sont corrélées négativement, ou le pH dans le FPA
¢tait plus fortement corrélé a la matiére séche que dans le FPV (r=-0,64 contre -0,45,
respectivement) (Fig.6, Fig.7). Manca et al. (2020) et de la Haba Ruiz et al. (2016) ont
rapporté des résultats similaires. L’activité de I'eau uniquement était positivement corrélée
avec le pH. Cette corrélation est trés significative, ou les processus suivants la coagulation tels
que le moulage, le pressage et le salage, qui different selon le type de fromage,
s'accompagnent d'une baisse du pH et provoquent une perte considérable d’humidité en
éliminant le lactosérum et par conséquent la diminution l'activité de I'eau (Guiné et al., 2015).
A Tlinverse, I’activité de I'eau et les protéines sont corrélées négativement, ou I’activité de
I'eau dans le FPA était plus faiblement corrélée aux protéines que dans le FPV (r=-0,41
contre -0,64, respectivement). Ces corrélations semblent logiques puisque ’activité de l'eau

était déja corrélée négativement avec la matiére séche (Brandielli et al., 2019).
3 La fraction minérale

Le tableau 3 présente les teneurs moyennes des principaux éléments (calcium,
phosphore, sodium, potassium, magnésium) et Oligo-éléments (zinc, cuivre, manganese et le

fer) presents dans les fromages frais traditionnels.

61



Chapitre 3. Résultats et discussion

Tableau 3: Les teneurs moyennes des principaux éléments et Oligo-éléments présents dans
les fromages frais traditionnels (FPA et FPV).

Minéraux Moyenne | Ecart type| Min | Max n | Valeur-P
Ca
FPA 469.00 1556 |458.00(480.00| 2 0.096
- FPV 359.00 4950 [324.00|394.00f 2
S P
S FPA | 329.00 26.87 |310.00(348.00( 2 0.185
E FPV 282.00 19.80 |268.00(296.00| 2 '
2 K
% FPA 187.50 0.71 187.00|188.00| 2 0.446
T FPV 211.50 36.06 [186.00|237.00 2 '
= Na
= FPA 209.50 36.06 184.00|235.00| 2 0.169
= FPV 134.00 35.36  [109.00|159.00| 2 '
o Mg
FPA 51.50 10.61 44.00 | 59.00 | 2 0.194
FPV 33.00 8.49 27.00 | 39.00 | 2
Zn
N FPA 0.05 0.01 0.04 | 0.05 2 0.310
> FPV 0.09 0.05 0.06 | 0.13 2
= Cu
£ FPA 0.12 000 | 012 | 012 | 2 0811
% FPV 0.14 0.08 0.08 | 0.19 2 '
é Mn
% FPA 0.08 0.01 0.07 | 0.09 2 0.096
S FPV 0.05 0.00 0.05 | 0.05 2
o) Fe
FPA 0.17 0.06 0.13 | 0.22 2 0.561
FPV 0.25 0.16 0.14 | 0.36 2

Calcium (Ca), phosphore(P), sodium (Na), potassium(K), magnésium (Mn), zinc (Zn), cuivre
(Cu), manganese (Mn) et le fer (Fe).

3.1 Principaux éléments

La teneur en minéraux majeurs dans les fromages a montré la tendance (Ca > P > Na > K >
Mag).
3.1.1 Calcium (Ca)

Les teneurs en calcium (Ca) des échantillons de fromage a base de présure animale et a
base de coagulant végétal, sont 469 + 1556 mg/100g et 359 + 49,50 mg/100g (Tab.3),

respectivement. Nos résultats étaient conformes aux valeurs obtenues par Kose et al. (2021)
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(323.78-708.1 mg/100g), Gonzalez-Martin et al. (2009) (449 - 4038 mg/100g), Manuelian et
al. (2017) (229-510 mg/100g) et par Mendil (2006) (347,3 - 455,6 mg/100g) également, nos
teneurs sont proches de celles révélées par Celebi et Simsek (2015) (450 + 0,31 mg/100g)
pour le FPA, alors que pour le FPV, nos résultats se trouvent dans la fourchette des ceux
avancés par Cetinkaya et al. (2016) (221,25 - 532 mg/100g), Kdse et Ocak (2019) (236,47 -
482,035 mg/100g).

Cependant, nos teneurs sont différentes aux valeurs trouvées par Adhikari et al. (2021)
(610,3 - 628 mg/100g), Massouras et al. (2023) (358,04 mg/100g). La teneur en calcium des
fromages a base de coagulant végétal est inférieure a celle des fromages a base de présure
animale. Le méme phénomeéne a été observé dans les fromages de brebis (Sanjuan et al.,
1998). Ce phénomene peut étre attribué au temps de coagulation élevé du lait a I'aide du
coagulant végétal provoquant des pertes de la fraction protéique et par conséquent, se traduit
par une faible teneur en calcium dans le caillé. D’autre part, différents chercheurs ont souligné
que les techniques de production fromagére pouvaient entrainer des variations dans la teneur

en calcium des fromages produits (Simdes et al., 2013).
3.1.2 Phosphore (P)

Le tableau 3 représente les valeurs moyennes et les écarts-types obtenues pour le
phosphore (329 + 26,87 mg/100g et 282 + 19,80 mg/100g) pour les échantillons de fromages
étudiés FPA et FPV, respectivement (Tab.3). L’analyse de variance montre que le type de la
présure n’a pas d’effet significatif (p>0,05) sur la teneur en phosphore dans les échantillons
de fromage analysés. Les variabilités observées dans la teneur en phosphore entre les deux
types de fromage (FPA et FPV) peuvent étre dues au temps de la coagulation élevé du lait a
I'aide du coagulant végétal ce qui entraine par une perte de la teneur en phosphore dans le
lactosérum et par conséquent, se traduit par sa faible quantité dans le caillé (Tejada et al.,
2008).

Nombreux auteurs identifient des teneurs de méme ordre de grandeur pour le méme
minéral dans les différents types de fromages, surtout frais dont Gonzalez-Martin et al. (2009)
(235-603 mg/100g), Messias et al. (2021 ) (275,70- 595,60 mg/100g), Deshwal et al. (2023)
(143 -640 mg/100g), Cetinkaya et al. (2016) (241,25 — 548,5 mg/100g) et Manuelian et al.
(2017) (170 - 419 mg/100g). Cependant, les résultats que nous avons obtenus dans cette étude
sont différents par rapport aux résultats d’autres travaux, Osorio et al. (2015) et Kaminarides
et al. (2019) identifient des quantités élevées (468,7 — 528,3 mg/100g) et (470 £ 30
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mg/100g) pour le fromage Halloumi, respectivement. Alor que, Mustafa et al. (2013) et Kose
et al. (2021) ont révélé de faible quantité (91,12 - 108 mg/100g) et (82,24 — 233,65 mg/100g),

respectivement.

Les différences enregistrées dans les teneurs du phosphore en comparaison avec les
études de la littérature peuvent étre attribuées au pH (la réduction du phosphore est due a la
baisse du pH du lait qui provoque la solubilisation du phosphore colloidal qui se perd par la
suite dans le lactosérum (Tejada et al., 2008), aux procédés de fabrication ( type de
coagulant), au type du lait utilisé et aux conditions environnementales (Hrkovi¢-Porobija et
al., 2021; Levkova et al., 2017; Mustafa et al., 2013).

En ce qui concerne le calcium, 80% de cet élément inorganique présent dans la phase
colloidale est associé aux micelles de caséine, le reste est associé aux phosphoserines. Le role
du phosphate de calcium colloidal (PCC) est trés important, car il relie les sous-micelles pour
former des micelles de caséine et contribue a la structure de la matrice protéique du fromage.
Le rapport Ca/P dans ces fromages était compris entre 1,14 et 1,42 pour FPV et FPA,
respectivement. Pour le FPV, ce rapport étant proche de 1,2 considéré comme normal par
Jenness (1980), alors que pour le FPA, sa valeur se coincide avec les rapports obtenus par
Tejada et al. (2008) (1.4), par Osorio et al. (2015) (1,4 - 1,45) et par Barac et al. (2018) (1,33),
d’autre part, de point vu médicale, il doit exister un rapport Ca/P approprié¢ dans 1'alimentation
humaine pour assurer une santé osseuse optimale. Sur la base du calcul des apports
alimentaires recommandés en Ca et P, le ratio Ca/P alimentaire optimal (nhourrissons, enfants,
adultes et meres allaitantes) varie de 1 a 2. L’apport quotidien recommandé (AQR) du rapport
Ca/P est de 1 a 1,72 pour les personnes de tous les intervalles d'age (Institut de Medecine,
2011), ce qui est en concordance avec nos rapports.

3.1.3 Potassium (K)

La quantité de potassium (K) montre une grande variabilité dont les valeurs les plus
élevées sont enregistrées dans les fromages a base de la présure animale et les plus faibles
dans les fromages a base du coagulant vegétal. Ces valeurs sont 187,5 £ 0,71 mg/100g pour
FPA et 211,5 = 36,06 mg/100g pour FPV(Tab.3). Les teneurs en potassium de ces fromages
frais ne différaient pas significativement (p>0,05) selon le type du coagulant utilisé. Nos
valeurs, pour le FPA se trouvent dans la fourchette des résultats dévoilés par de nombreux
chercheurs dont Osorio et al. (2015) (151,72 - 203.9 mg/100g), Gonzalez-Martin et al. (2009)
(62 - 217 mg/100g) et se rapprochent de teneurs rapportées par Qaisar et Mustafa (2020)
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(198,39 mg/100g). Alors que, pour le FPV, nos résultats sont en concordance avec ceux
révélés par Metry (2010) (208,6- 269,7 mg/100g), Manuelian et al. (2017). (85 - 394
mg/100g) et Bara¢ et al. (2018) (124,5-290,4 mg/100g).

Tejada et al. (2008), ont trouvé des teneurs de K comprises entre 147 + 11 mg/100 g et
152 + 14 mg/100 g dans le fromage de chevre fabriqué avec de la présure animale et végeétale,
respectivement. D’autre part, Messias et al. (2021) ont trouvé aussi des valeurs moyennes
pour des fromages frais ; Ricotta fraiche (108,22 + 13,38 mg/100 g) et Minas frais (84,97 *
4,78 mg/100 g) qui sont inférieurs par rapport aux valeurs que nous avons trouvées pour nos

fromages traditionnels (Jben).

Cette variabilité peut attribuer aux différences dans le processus de production du
fromage notamment traditionnel (type et quantité de la présure ajoutée, salage et égouttage),
type du lait utilisé et aux nombreuses techniques de dosage des minéraux (spectroscopie
d'émission optique a plasma a couplage inductif (CIP-SEQ), spectroscopie de fluorescence X
(SFX) et spectroscopie d’absorption atomique (SAA). En plus, le potassium est
majoritairement présent dans le lait (93%) sous forme soluble et les 7% restants sous forme
colloidale, la concentration de K dans le fromage est donc associée a I'humidité (Lante et al.,
2006), ce qui signifie que les pertes minérales lors de la transformation du fromage

augmentent. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus dans notre étude.
3.1.4 Sodium (Na)

La teneur en Na dans les échantillons de fromages a montré la valeur la plus élevée
dans le FPA (209.5 + 36.06 mg/100), par rapport aux échantillons de FPV (134 + 35,36
mg/100) (Tab.3). La différence dans la teneur de sodium entre les échantillons de fromage
traditionnel est peut-étre attribuée a la composition de la présure (caillette animale) et sa

rétention résiduelle dans le caillé.

Nos valeurs, se situent dans la fourchette de résultats révélés par Levkova et al. (2017)
(135 -267 g/100g), Deshwal et al. (2023) (108 - 219 mg/100g), Mustafa et al. (2013) (189 -
315 mg/100g). Cependant, les teneurs que nous avons enregistrées dans cette etude sont
différentes en comparaison avec d’autres travaux, Tejada et al. (2008), ont trouvé des teneurs
en Na comprises entre 317 + 24 mg/100 g et 481 + 21 mg/100 g, Cetinkaya et al. (2016)
(485,25 - 1052 mg/100g), EL-Taweel et al. (2017) (280 - 580 mg/100g) et Kdse et Ocak
(2019) (571,96-1006,32 mg/100g). Selon la littérature, il semble que la quantité du sel

ajoutée lors de la fabrication du fromage ait entrainé une augmentation significative de la
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concentration de sodium dans le fromage, sans oublier I’impact de différentes techniques de
production (lait utilisé, agents de coagulation, méthode de salage et drainage) (Gonzélez-
Martin et al., 2009; Manuelian et al., 2017).

Le sodium est important pour la régulation de la pression sanguine et osmotique, le
transport de I'eau dans et hors des cellules et la transmission des impulsions des cellules
nerveuses (Cruz et al., 2011). Cependant, la consommation élevée de sodium est une
préoccupation majeure pour la santé publiqgue notamment I'hypertension et les maladies
cardiovasculaires (Xue et al., 2023). Le fromage a été mis en avant comme aliment cible pour
la réduction du sel (Organisation Mondiale de la Santé, 2013), et cette réduction a récemment
recu une attention considérable, des médias notamment scientifiques apres des rapports sur la
forte teneur en sel d'une large gamme de fromages dans les remarchés, L'organisation
mondiale de la santé (OMS) recommande que la population adulte ne consomme pas plus de
5,0 g de NaCl ou 2,0 g de Na par jour. Ainsi, compte tenu des valeurs trouvées dans la
présente I'étude, une tranche (100 g) de fromage traditionnel (Jben) & base de la présure

animale contribue a 10% du besoin quotidien total en sodium.
3.1.5 Magnésium (Mg)

Il a été déterminé que la teneur en Mg des échantillons variait de 33 + 8,49 a 51,1 +
10.61 mg/100g pour le FPV et FPA, respectivement (Tab.3). La teneur en magnésium du
fromage n’était pas significativement affectée par le type de coagulant (p > 0,05). Nos
résultats se coincident avec celles dévoilés par, Hrkovi¢-Porobija et al. (2021) (11,5 - 55,5
mg/100g), par Barac¢ et al. (2018) (23,20 — 34,78 mg/100g), par Deshwal et al. (2023) (10 - 58
mg/100g), et par Messias et al. (2021) (25,8 — 68,7 mg/100g). D’autre part, nos valeurs sont
superieures aux celles révélees par Cetinkaya et al. (2016) (11,12 — 21,4 mg/100g) et Pawlos
et al. (2022) (14,72- 24,1 mg/100g) sur des fromages coagulés par différents types de présure

(animale, végétale et microbienne).

Le magnésium est important dans de nombreux processus physiologiques, tels que le
métabolisme des protéines et des acides nucléiques, la transmission neuromusculaire et la
contraction musculaire, la croissance osseuse et la régulation de la pression artérielle. D’aprés
la littérature, La concentration en magnésium était la plus faible de tous les macroéléments
testés dans la majorité des études réalisées sur les différentes variétés des fromages
traditionnels ou industriels (Bara¢ et al., 2018 ; Gore et al., 2019 ; Kose et Ocak, 2019 ;

Massouras et al., 2023). Selon plusieurs chercheurs la variabilité en magnésium est due a de
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nombreux facteurs dont le type de lait utilisé, la saison de production, type de coagulant et les
méthodes de fabrication (en particulier le pressage et le salage) et différentes méthodes de
digestion du fromage avant I'analyse de la fraction minérale (Deshwal et al., 2023 ; Gordon,
2014 ; Moreno-Rojas et al., 2010 ; Pawlos et al., 2022).

L'augmentation de la teneur en Ca, P et Mg dans les échantillons de caillé est le
résultat de leur capacité a rester dans la phase insoluble ou colloidale du lait (70-80 % de Ca
et P et 50 % de Mg) (Borys et al., 2006 ; De La Fuente et al., 1997 ; Yabrir et al., 2014). La
teneur plus élevée en macroéléments dans les échantillons de caillé peut également étre le
résultat des méthodes traditionnelles de production qui impliquent des différences dans la
quantité de la présure ajoutée, le temps de caillage et la maniére de traiter les échantillons de
caillé (Levkova et al., 2017).

3.2 Oligo-éléments

De maniére générale, les concentrations en micro-éléments étaient tres faibles dans la
plupart des variétés de fromage, leurs doses élevées sont nocives et causent des problémes de
santé (Al Sidawi et al., 2021; Beikzadeh et al., 2019). En particulier, le lait et les produits
laitiers sont potentiellement dangereux que les autres aliments en raison de leur

consommation par les nourrissons et les personnes agees (Al Sidawi et al., 2021).
3.2.1 Zinc (Zn)

Le Zinc (Zn) est l'un des minéraux essentiels qui a des effets importants sur de
nombreuses fonctions physiologiques telles que la maturation sexuelle, le systeme
immunitaire et la sécrétion d'insuline. De plus, il contribue au métabolisme des protéines, des
glucides, des lipides et des acides nucléiques. Toutes ces fonctions de Zn sont causées par la
contribution a la structure de nombreuses enzymes (Al Sidawi et al., 2021 ; Christophoridis et
al., 2019 ; Meshref et al., 2014).

Les données obtenues a partir de la détermination comparative des niveaux de zinc ont
révelé que, le FPA a une teneur moyenne en zinc de 0,05 + 0,01 mg/100 g, tandis que sa
teneur moyenne dans le FPV est 0,09 + 0,05 mg/100g, en effet, ces différences sont
statistiquement non significatives (p > 0,05). Nos résultats se rapprochent de la fourchette des
valeurs devoilées par Kalayci et al. (2022) (0,093-1,194 mg/100g) pour le FPV et par Ibhaze
(2018) (0,054-0,082 mg/100g) pour le FPA. D’autre part, certains auteurs rapportent des

teneurs trés élevées par rapport aux résultats que nous avons obtenus dans la présente etude
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dont ceux révélés par Levkova et al. (2017) (0,63 -1,16 mg/100g), Hrkovi¢-Porobija et al.
(2021) (0,81 — 1,8 mg/100g) et par Kose et al. (2021) (1,18 — 3,06 mg/100g).

On pense que les variations détectées dans la teneur en zinc des fromages dans
différentes études sont causées par le type du lait utilisé dans la production de fromage et
I’éventuelle contamination par les ustensiles et récipients utilisés dans la fabrication. De plus,
il est rapporte que 85 % du Zn dans le lait est exposé aux micelles de caséine et est libéré du

caillé en devenant libre a des valeurs de pH acides (Cetinkaya et al., 2016).
3.2.2 Cuivre (Cu)

Le cuivre (Cu) est I'un des éléments importants pour de nombreux événements
physiologiques humains tels que le systéme cardiovasculaire, I'élasticité des poumons, la
fonction neuroendocrinienne et le métabolisme du fer (Al Sidawi et al., 2021; Meshref et al.,
2014). Cependant, une consommation excessive de Cu peut entrainer certains problemes de
santé (troubles gastro-intestinaux, problémes d'immunité, cirrhose du foie, troubles

neurologiques et dermatite) (Meshref et al., 2014).

La teneur en cuivre variait de 0,12 a 0,14 mg/100g. Le niveau en cuivre dans le FPV
est légérement élevé qu'en FPA. Les résultats obtenus pour le cuivre se trouvent da la
fourchette rapportées par Castro-Gonzalez et al. (2022) (0,1 — 0,18 mg/100g), par Kose et al.
(2021) (0,051 - 0,23 mg/100g), par Celebi et Simsek (2015) (0,05-0,3 mg/100g) et par
Cetinkaya et al. (2016)(0,09 - 0, 204 mg/100g), Cependant, nos valeurs different de celles
trouvées par El-Loly et al. (2022) (0,0188 mg/100g), par Baseri et al. (2018) (0,181 mg/100g).
Cette variabilité dans la teneur en cuivre pourrait s'expliquer par la propagation de la
contamination des ustensiles et récipients au cours du processus de transport et de
transformation du lait en fromage ou le Cu est fréquemment utilisé dans la production de
chaudrons pour le processus de coagulation du lait et de la manipulation du caillé.
(Christophoridis et al., 2019 ; Sevgi Kirdar et al., 2015).

3.2.3 Manganeése (Mn)

Le manganese est un composant normal des étres vivants, y compris les plantes et les
animaux, de sorte que le manganese est également présent dans les aliments. Pour la majorité
des gens, la nourriture est la principale source de manganese. En Médicine, les spécialistes
recommandent que l'apport en manganese provenant des aliments, de l'eau et des
compléments alimentaires ne dépasse pas la limite supérieure quotidienne tolérable de 11
mg/jour (Food et Board, 2002). Dans la présente étude, le fromage traditionnel Jben a base du
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coagulant végétale est caractérisé par la teneur la plus élevée en Manganése (0,08+0,01
mg/100g) par rapport au fromage a base de présure animal (0,05+0,00 mg/100g).

Nos valeurs moyennes pour le Manganése se cohérent de celles révélées par Kirdar et
al. (2013) (0,012 - 0, 237 mg/100g), Mustafa et al. (2013) (0,03 — 0,13 mg/100g), Kose et al.
(2021) (0.051-0.23 mg/100g), Bara¢ et al. (2018) (0,054-0,123 mg/100g), d’autre part,
certains chercheurs identifient des valeurs légérement faibles par rapport aux résultats que
nous avons obtenus dont Levkova et al. (2017) (0,018 - 0,047 mg/100g) et Kose et Ocak
(2019) (0,026 - 0,036 mg/100g). Il est indiqué que certains métaux tel que le manganése
entrant dans la composition des récipients en acier utilisés dans les étapes de chauffage et

d'ébullition de la production de fromage peuvent pénétrer dans le produit (Ozlu et al., 2012).
3.2.4 Fer (Fe)

Le fer est un oligo-élément essentiel qui est incorporé comme catalyseur dans diverses
réactions métaboliques. Le lait et les produits laitiers représentent une source insuffisante en
termes de Fe pour l'alimentation humaine (Zamberlin et al., 2012). Les concentrations
minimales et maximales de Fe des échantillons de fromage variaient entre 0,17 + 0,06 et 0,25
+ 0,16 mg/100g pour FPA et FPV, respectivement. Il n’y avait pas des différences statistiques
concernant la teneur en Fe selon le type de coagulant utilisé lors la fabrication du fromage (p
> 0,05). Les résultats obtenus dans cette étude se situent dans la fourchette des données
rapportées par de nombreux auteurs dont, Kirdar et al. (2013) (0,15 - 1,04 mg/100g), Messias
et al. (2021 ) (0,18 - 0,26 mg/100g), Deshwal et al. (2023) (0,053 - 0,474 mg/100g), Abebe et
Emire (2020) (0,07 — 1,85 mg/100g), Contrairement aux valeurs obtenues, certains chercheurs
ont dévoilés des teneurs éleveées tels que, Mustafa et al. (2013) (0,34 - 0,77 mg/100g), Kose et
al. (2021) (0,38 — 1,168mg/100g) et Matera et al. (2018) (0,7 - 1 mg/100g).

La variabilité dans la quantité de fer entre les différents échantillons de fromages
pourrait étre due aux récipients en étain qui ont été fabriqués dans de mauvaises conditions.
Fernandez-Garcia et al. (2006) ont indiqué I'existence de certains facteurs probablement non
contr6lés associés au régime alimentaire des bétails, qui influencaient la concentration en Fe
des produits laitiers. La valeur du fer la plus élevée (0,25 mg/100g) obtenue dans le fromage a
base de la présure végétale peut étre attribuée a la forte concentration de fer dans I'extrait, car
les plantes (feuilles) sont connues pour étre une riche source de fer (Ibhaze, 2018). En plus,
Cette variabilité pourrait étre lie a la fraction caseinique (50% fer) comme rapporté par

Anguita et al. (1996) et/ou a une éventuelle contamination par les ustensiles, récipients, les
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outils utilisés dans le transport, le stockage et la transformation du lait (Cichoscki et al., 2002 ;
Park, 2000 ; Qin et al., 2009), ce qui pourrait augmenter la concentration de Fe.

En conclusion, Les variations observées dans les teneurs en minéraux pourraient étre
attribuées a de nombreux facteurs dont le type de lait, la race animale, la période de lactation,
I'alimentation, les variations dans le processus de production technologique (en particulier le
pressage et le salage) (Gordon, 2014). D’autre part, La teneur plus ¢élevée en macroéléments
dans les échantillons de fromage peut également étre le résultat des méthodes traditionnelles
de production qu’impliquent qu'il existe des différences dans la quantité de la présure ajoutée,
a la contamination suite a la traite, contamination par les ustensiles et les différentes
méthodes de dosage des minéraux (Bara¢ et al., 2018; Cetinkaya et al., 2016; Hrkovic-
Porobija et al., 2021; Levkova et al., 2017).

4 Composition des acides gras du fromage

En plus d'étre des fournisseurs abondants de nutriments vitaux comme les proteines, le
calcium et les vitamines, le lait et les produits laitiers comprennent également une variété de
composés bioactifs, parmi lesquels les AG sont de la plus grande importance. La matiére
grasse laitiére est la plus complexe de I'alimentation humaine puisqu'elle contient plus de 400
AG diffeérents. De plus, une partie substantielle de ces AG provient des produits laitiers dont
les fromages, qui constituent la quasi-totalité de leur source dans notre alimentation (Summer
etal., 2017).

La composition des acides gras (AG) dans la matiére grasse totale (% des AG totaux)
obtenue a partir des fromages de vache frais traditionnels est présentée dans le tableau 4. Les
chromatogrammes de GC/MS pour les échantillons FPA et FPV sont présentés dans la figure
8. Selon le type de fromage, jusqu'a quinze AG ont été trouvés dans les conditions
expérimentales utilisées dans ce travail. Dix d'entre eux étaient des acides gras saturés (AGS),
tandis que les cing autres étaient des acides gras insaturés (AGI) (acides gras monoinsaturés
(AGMI) et acides gras polyinsaturés (AGPI)).

Les fromages de vache frais traditionnels étudiés avaient généralement des
compositions qualitatives identiques en acides gras dans les deux types de fromages. Nos
résultats ont démontré que les AGS étaient predominants dans les deux échantillons de
fromage, constituant 65,88 % des AG dans le FPA et 64,3 % dans le FPV. Les AGMI et les
AGPI ont atteint des valeurs de 30,9 % et 3,22 % pour la FPA et de 32,63 et 3,07 % pour la

FPV, respectivement (Tab.4). Les AGS les plus abondants dans tous les fromages étaient
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I'acide myristique (C14:0), l'acide stéarique (C18:0) et l'acide palmitique (C16:0). Ces AG
constituaient respectivement 11, 69 & 12, 17%, 13, 07 a 13, 37% et 27, 81 a 28, 80 % de tous
les AG identifiés pour le FPV et FPA, respectivement (Tab.4). Les tests du chi carré de
Pearson n'ont révélé aucune différence significative (p > 0,05) pour chaque concentration
d'AG entre FPV et FPA.

Tableau 4: Teneur en acides gras des fromages traditionnels (% des acides gras totaux).

Acides gras Formule FPA (%) FPV (%)
Acides gras saturés (AGS) 65.88 64.3
Acide caproique C6:0 1.52 1.38
Acide caprylique C8:0 1.25 1.22
Acide caprique C10:0 2.89 2.88
Acide laurique C12:0 3.91 3.78
Acide myristique C14:0 12.17 11.69
Acide pentadécanoique C15:0 1.28 1.50
Acide palmitique C16:0 28.80 27.81
Acide margarique C17:0 0.60 0.75
Acide stéarique C18:0 13.37 13.07
Acide arachidique C20:0 0.09 0.22
Acides gras monoinsaturés (AGMI) 30.9 32.63
Acide myristoléique Cl4:1 0.85 1.10
Acide palmitoléique Cl6:1 1.48 2.21
Acide heptadécanoique Cl7:1 0.89 1.16
Acide oléique C18:1n-9cis 27.68 28.16
Acides gras poly insaturés (AGPI) 3.22 3.07
Acide linoléique Cl8:2n-6cis 3.22 3.07
Acides gras insaturés (AGI) 34.12 35.7
AGCC 5.66 5.48
AGCM 49.98 50
AGCL 44.36 44,52

AGS : Acides gras saturés ; AGMI : Acides gras monoinsaturés ; AGPI : Acides gras
polyinsaturés. AGCC : Acides gras saturés a chaine courte de C4 :0 a C10 :0 ; AGCM :
Acides gras saturés a chaine moyenne de C12 :0 a C17 :0 ; AGCL : Acides gras saturés a
longue chaine de C18:0 a C24:0.
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Figure 8. Chromatogramme de la séparation obtenue de 1’échantillon de fromage a base de la
présure végétale (graphique du haut) et de I’échantillon de fromage a base de la présure
d'agneau (graphique du bas). Les chiffres des pics sont des AG (1 : Caproique, 2 : Caprylique,
3 : Caprique, 4 : Laurique, 5 : Myristique, 6 : Pentadécanoique, 7 : Palmitique, 8 :
Margarique, 9 : Stéarique, 10 : Arachidique, 11 : Myristoléique, 12 : Palmitoléique, 13 :
Heptadécenoique, 14 : Oléique et 15 : Linoléique).

L'acide gras qui a le plus contribué au profil des AGI est I'acide oléique (C18:1 n9cis).
Le deuxiéeme AGMI le plus abondant était C16:1, identifié dans le FPA, qui était inférieur a
son contenu dans le FPV. Pour le C17:1, sa valeur dans le FPV a également dépasse
Iégerement sa valeur dans le FPA. La teneur en C14:1 était aussi faible que la teneur en C16:1
pour le type le plus élevé (FPV) et pour le type le plus bas (FPA). L'acide oléique (C18:1 n- 9

cis) trouvé dans tous les échantillons de fromage examinés correspond a I'acide prédominant
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du groupe AGMI, dont les valeurs obtenues étaient de 28,16 et 27,68 pour FPV et FPA,
respectivement. En ce qui concerne les AGPI dans les échantillons des FPA et FPV, seul
I'acide linoléique (C18:2 n-6 cis) était présent avec 3,22 % et 3,07 %, respectivement (Fig.9).

Pt
2

R
Figure 9. Diagramme a corde de la composition en acides gras des fromages a base de la
présure d'agneau et du coagulant végétal (% des AG totaux).

Sur la base de la longueur de la chaine hydrocarbonée, les AG du fromage sont
généralement classés en acides gras a chaine courte (AGCC) (C4-C10), a chaine moyenne
(AGCM) (C12-C17) et a chaine longue (AGCL) (>C18). Selon cette classification, la teneur
AGCC n'avait pas de différences significatives entre le FPA (5,66 %) et le FPV (5,46 %).
D’autre part, les niveaux d'acides gras a chaine moyenne (AGCM) dans les fromages
examinés étaient comparables. A titre d’exemple, I'acide palmitique (C16), qui était plus
abondant et plus élevé dans la FPA que dans la FPV, était le plus abondant dans les AGCM,
en revanche, I'acide myristique (C14), qui était plus abondant dans la FPA que la FPV, était le

deuxieme acide gras le plus répandu. Bien que le C18 (stéarique, oléique et linoléique) soit
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I'AG le plus représentatif parmi les acides gras a chaine longue (AGCL), cette classe d'AG
était pratiquement la méme dans les FPV (44,52 %) que dans les FPA (44,36 %).

De nombreuses études ont évalué les profils des AG dans les fromages traditionnels
(Bara¢ et al., 2018 ; Cetinkaya et Oz, 2018 ; Paszczyk et al., 2022). La quantité d'AG dans les
produits laitiers (créeme, yaourt, fromage) est liée au processus de fabrication du fromage et au
temps de maturation (Biatek et al., 2020 ; Buccioni et al., 2022 ; Paszczyk et al., 2020 ; Uzun
et al., 2020). Comme prévu, les AGS et les AGI sont abondants dans les fromages frais, ainsi
que dans d'autres variétés de fromages. Dans les profils AG, les AGS ont été caractérisées par
la proportion la plus élevée dans tous les échantillons de fromage frais (FPA et FPV). Les
valeurs des AG trouvées dans la présente étude sont cohérentes avec celles trouvées par
(Dopieralska et al., 2020).

Les teneurs en AGS et AGPI dans les fromages frais étudies (FPV et FPA) fabriqués
avec du lait cru de vache variaient de 64,63 a 65,53 % et 3,07 a 3,22 %, respectivement, alors
que, Les teneurs en AGMI variaient de 30,9 a 32.63 % dans les fromages (FPA et FPV). Ces
résultats sont en accord avec les données rapportées par Bara¢ et al. (2018), qui ont montré
que la concentration d'AGS, d'AGMI et d'AGPI dans le fromage (Sjenica) dérivé du lait de
vache était de 65,97 %, 30,31 % et 3,72 %, respectivement. De plus, les acides C16:0
(palmitique), C18:1n-9 (oléique) et C18:2 n-6 (linoléique) étaient les principaux AGS, AGMI
et AGPI des Fromages (FPV et FPA). Maniaci et al. (2021) et Paszczyk et al. (2022) ont
également recueilli des données comparables a celles des classes des AG citées

précédemment.

Les résultats de la présente étude ont indiqué que I’absence de C:4 et la légere
diminution de la proportion de C:6, C:8 et C:10 dans les fromages examinés pourraient étre
due a une proportion plus élevée de C18: 0 dans l'alimentation, qui est un inhibiteur de la
synthése de novo des AG dans la glande mammaire (Chilliard et al., 2003), ce qui est cohérant
avec les résultats obtenus par Klir Salavardi¢ et al. (2021). Par rapport aux études de la
littérature, Certains AG sont absents et les autres se trouvent avec des quantités minimes dans
tous les traitements fromagers au temps zéro par rapport a la durée de stockage. Des résultats
similaires sont rapportés par Tiirkoglu (2011) et Morsy et al. (2022) pour le fromage Orgu de
brebis turc et fondu égyptien, respectivement. Selon Suzzi et al. (2015), immédiatement apres
la production, les fromages obtenus avec de la présure de chevreau ont montré une plus faible

abondance d'acide caproique (C6:0), d'acide caprylique (C8:0), d'acide caprique (C10:0) par
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rapport aux autres fromages, ce qui est cohérant avec les résultats obtenus par de nombreux
chercheurs (Purovi¢ et al., 2022; El-Salam et al., 2019).

Les AGS intégraient 4 a 10 atomes de carbone (C4:0 a C10:0), en plus, de ces
propriétés sensorielles du fromage car ces acides sont connus pour étre plus accessibles aux
enzymes bactériennes et sont des précurseurs de composés aromatiques (Fox et al., 2017,
Tekin et Guler, 2019), plusieurs auteurs ont mentionné que cette catégorie d’AG n’entraine
pas d'augmentation du cholestérol circulant, ni n‘affecte la fonction cardiaque chez ceux qui
consomment ce type des produits laitiers. Dans le méme temps, certains auteurs ont rapporté
que ces acides gras peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine en inhibant la
croissance bactérienne et virale ainsi qu'en dissolvant les dépots de cholestérol en raison de
I'acide caprylique (C8:0) et de I'acide caprique (C10:0). L'acide caprylique est également
reconnu comme ayant un effet retardateur sur la croissance tumorale (Haug et al., 2007;

Markiewicz-K¢szycka et al., 2013).

D’autre part, concernant les AGCM, la teneur en acide laurique (C12:0), ayant des
propriétés antimicrobiennes, variait de 3,78 a 3,91 %. Des valeurs similaires sont déterminées
dans les fromages au lait de vache (Adamska et al., 2017; Rutkowska et al., 2009). Des
teneurs plus élevée en C12:0 ont été enregistrées dans les fromages au lait de chévre et de
brebis (Aguilar et al., 2014; Prandini et al., 2007; Reis Lima et al., 2020). Ces différences
étaient cependant dues a l'origine du lait, a savoir aux espéces animales. En plus, de ses
propriétés antimicrobiennes, selon Mensink et al. (2003) et Parodi (2009), I’acide laurique est
plus puissant que le C14:0 et le C16:0 puisque cet AG augmente le cholestérol sérique total
plus que des autres AG, mais surtout le bon cholestérol sanguin HDL (lipoprotéine de haute
densité), en générale, un rapport cholestérol total/ HDL plus faible est corrélé a une

diminution des risques d’athérosclérose et cardiovasculaires.

Par rapport aux études de la littérature, il a été déterminé que les teneurs d'acides gras
myristique (C14:0) trouvés étaient conformes aux résultats révélés par Zabek et al. (2021)
(12.54-13.78%), par Muresan et al. (2021) (13.61%), par Bodnar et al. (2021) (11.64%) et par
Duarte et al. (2022) (11.49%). La présence de 1’acide myristique dans le lait et les produits
laitiers constituent donc sa source principale pour I’homme. Quant a l'acide palmitique qui
représentait environ un tiers de la teneur totale en AG, ses teneurs pour les deux types
d’échantillons de fromage (FPV et FPA) se coincident avec celles révélées par Hirigoyen et
al. (2018) (27.3-28.4%) pour le fromage traditionnel Colonia, par Zabek et al. (2021) (27.61-

30.97%) et par Kalinova et al. (2019) (28.66-29.87%). L'acide gras C16:0 était également
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abondant dans d'autres fromages a base de lait de vache, comme le fromage Caciocavallo
Palermitano, Maniaci et al. (2021), le fromage Domiati, Moneeb et al. (2019) et aussi dans le
fromage Feta Gatzias et al. (2020).

Gomez-Cortés et al. (2018) ont démontré que les acides gras a chaine courte et
moyenne sont des composants favorables a la santé ; ces acides gras peuvent aider & maintenir
I'équilibre du microbiote intestinal et a contréler le poids corporel humain. Quant a I'acide
stéarique (C18:0) a également été trouvé en grande quantité, avec des teneurs moyennes
d'environ 13,07 % et 13,37 % dans les deux types de fromage, FPV et FPA, respectivement
est rapidement converti en acide oléiqgue AGMI (C18:1), qui est considéré comme l'une des
sources de graisses les plus saines dans I'alimentation et n'est pas lié aux risques des maladies
cardiovasculaires (Jakobsen et al., 2009). Nos résultats se coincident avec ceux obtenus par
Santillo et al. (2016) (12.120 a 13.33%) et par Klir Salavardi¢ et al. (2021) (11.8 & 14. 7%)).

D’autre part, nos fromages traditionnels (FPV et FPA) contiennent des AG
supplémentaires qui ont des effets favorables sur I'apparition et la progression des maladies
chroniques, notamment de nombreux AG a chaine impaire (AGCI) et C18: 1n -9 (acide
oléique). Des AGCI plasmatiques élevés ont été associés a une consommation accrue de
produits laitiers, en particulier C15: 0 et C17: 0, qui peuvent étre utilisés comme
biomarqueurs de I'absorption totale des graisses laitiéres, puisque le métabolisme humain n'est
pas capable de produire de tels AG a chaines impaires et les produits laitiers représentent une
source importante de ces AG fonctionnels, (Jenkins et al., 2015). Les AGCI dans
I'alimentation étaient associés a une diminution du risque d'inflammation chronique,
d'adiposité, de maladies cardiovasculaires, de diabéte de type 2, de cancer du pancréas et de
maladie pulmonaire obstructive chronique (Jiménez-Cepeda et al., 2019 ; Kurotani et al.,
2017 ; Liu et al., 2019 ; Matejcic et al., 2018 ; Rocha et al., 2016 ; Venn-Watson et al., 2020 ;
Zhu et al., 2018).

Malgré les valeurs plus faibles enregistrées pour les AGCI dans le fromage examinés,
il demeure que les échantillons du Jben examinés avaient des niveaux adéquats en C15:0 et en
C17:0, en particulier dans le FPV, qui avait un profil FA amélioré. Les AGCI sont des bons
indicateurs de la fermentation ruminale car elles sont produites par les populations
bactériennes ruminales, Rego et al. (2016) ont observé une diminution de la concentration
d’AGCI dans les maticres grasses du lait et par conséquent du fromage lorsque les animaux
laitiers étaient nourris au paturage, ce qui est cohérant avec les résultats que nous avons

obtenus dans la présente étude.
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Concernant les acides gras insaturés (AGI), Le deuxieme groupe d'AG en termes de
contribution quantitative dans la matiere grasse du lait est le groupe des AGMI. Aucune
différence significative n'a été notée entre les deux types de fromages (FPV et FPA) (Tab.4).
L'acide oléique (C18:1n-9) était I'acide le plus répandu dans la classe des AGMI dans tous les
échantillons de fromage examinés dont la teneur dépassait largement la teneur des autres
AGMI. les quantités significativement plus élevées de I'acide oléique ont été détectées dans
differentes variétées de fromages (Girsoy et al., 2021) (21.06-27.20%). Cependant, nos
résultats sont éleveés par rapport nombreux autres travaux dont Subasi et al. (2022) (22.87-
25.66%), El-Salam et al. (2019) (23.73- 24.31%) et Buccioni et al. (2022) (19.1-19.5%).

La présence d'un certain nombre des AG monoinsaturés moins représentés (C14:1-
C16:1- C17:1) suggérent une forte activité initiale des désaturases d'acides gras bactériennes
(Bara¢ et al., 2022). Ces enzymes catalysent la biosynthese des acides gras monoinsaturés
(AGMI) par conversion des liaisons simples (C-C) en doubles liaisons (C=C) dans la chaine
acyle. La conversion des AG saturés en AGMI est catalysée principalement par la stéaroyl-
CoA désaturase-1 qui utilise principalement I'acide stéarique comme substrat mais peut
également convertir d'autres AGS (Czumaj et Sledzinski, 2020). A titre d’exemple, l'acide
palmitoléique (C16: 1), qui est signalé comme indiquant le niveau de lipolyse et méme
comme provoquant des défauts de godt et d'ardme (El-Salam et al., 2019). AGMI est signalé
comme un excellent coadjuvant protecteur contre les facteurs de risque du syndrome
métabolique et des maladies cardiovasculaires (Sperry et al., 2018). D’autre part, il a été
démontré que les AGMI ont des caractéristiques anticancéreuses et anti-athérosclérotiques, de

sorte qu'ils peuvent étre utilisés dans I'alimentation quotidienne (Hanus et al., 2018).

En revanche, dans tous les échantillons de fromage (FPV et FPA), la proportion
d'AGPI était la plus faible des autres groupes d’AG total. Pour prévenir certaines maladies
(cancer, diabéte et cardiovasculaires) et bénéficier a la santé humaine, des apports suffisants
en AG n-6 et n-3 sont nécessaires (Holub et Holub, 2004Simopoulos, 2008 ; Willett, 2007).
Le seul AG n-6 trouvé dans les échantillons examinés, parmi les AGPI, était I'acide linoléique
(C18:2 n-6). Les maladies inflammatoires, cancéreuses et cardiovasculaires ne sont que
quelques-unes des maladies dont la pathogenése est facilitée par une augmentation du rapport
n-6/n-3 résultant d'un excés d’AGPI n-6 (Russo, 2009; Simopoulos, 2006).

Dans les fromages FPV et FPA, la teneur en acide linoléique variait légérement mais
d’une maniére non significative (3,22 % et 3,07 %, respectivement) (Tab.4). Par rapport aux

données précédentes, ces valeurs sont cohérentes avec celles révélées par Paszczyk et al.
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(2022) et par Duarte et al. (2022). L'acide linoléique est nécessaire a la production d'acide
arachidonique, qui sert de précurseur a un large éventail de composés vitaux tels que les
prostaglandines (essentielles dans l'inflammation, la contraction des muscles lisses et les
caillots sanguins) et les leucotrienes (essentiels dans les maladies allergiques) dans le lait des
ruminants (Calder, 2012).Cependant, Par rapport a d'autres rapports, des teneurs faibles en
acide linoléique ont été déterminées dans différents travaux tels que celles révélées par
Subasi et al. (2022), par El-Salam et al. (2019) et par Maniaci et al. (2021). Plusieurs facteurs
tels que l'origine du lait cru, les variations saisonniéres, les différences d'alimentation, les
conditions de production et de maturation des produits laitiers peuvent principalement
influencer la teneur en acide linoléique des produits laitiers (Sampelayo et al., 2007 ; Seckin
et al., 2005).

Selon les résultats de la présente étude, il semble que nos échantillons contenaient plus
d'acides gras a chaine moyenne (49.98-50 %) et a chaine longue (44,36-44.52 %) et moins de
AGCC (5,48-5.66 %) (Tab.4). La teneur en AGCC déterminée dans les fromages était
similaire aux valeurs obtenues par Cetinkaya et Oz (2018) (5.35 %). Néanmoins, malgreé leurs
tres faibles concentrations dans nos fromages, les AGCC sont généralement responsables de
donner aux fromages leurs saveurs distinctives et jouent un role crucial dans I'amélioration de
la santé humaine comme cité précédemment (Martino et al., 2019; Nair et al., 2005).
Concernant les AGCM, qui représentent la composante la plus répandue dans les fromages
examinés, des résultats similaires ont été trouvés par Milicevi¢ et al. (2022) et Moneeb et al.
(2019). Des valeurs similaires pour les AGLC ont été trouvées par Kalinova et al. (2019) (38-
50 %).

En conclusion, Suzzi et al. (2015), Tofalo et al. (2015), Moneeb et al. (2019), Bodnar
et al. (2021), Maniaci et al. (2021), Margalho et al. (2021), Torres et al. (2022) et Paszczyk et
al. (2022), ont rapportés que I’origine du lait utilisé, le régime alimentaire et la saison de
production, la maturation, la concentration en sel, la lipase du lait, les différentes étapes de
transformation étaient responsables des variations de la teneur en AG entre les fromages et
efficaces sur la formation d'acides gras libres dans les fromages. D’autre part, ces variations
en AG peuvent étre attribuée également a l'activité lipolytique résultant a la fois des micro-
organismes starter et a la pate de la présure ajoutee au lait pendant le processus de fabrication
du fromage (Bezie et Regasa, 2019 ; Buccioni et al., 2022 ; Gutiérrez-Pefia et al., 2021).
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5 Indices de qualité lipidique

La collecte d'informations sur les indices de qualité des lipides peut contribuer a une
meilleure compréhension des effets nutritionnels et/ou sanitaires de la consommation de
produits laitiers. L'athérogénicité (1A), la thrombogénicité (IT), le rapport des acides gras
souhaitables (DFA), les rapports UFA/SFA, MUFA/SFA et PUFA/SFA ont été comparés
entre les FPA et FPV dans la présente étude (Tab.5).

Tableau 5: Indices de qualité lipidique du fromage Jben préparé a base de la présure d'agneau
et du coagulant végétal a base du Cynara cardunculus.

Indices FPA FPV
Indice d'athérogeénicité (1A) 2.43 2.19
Indice de thrombogeénicité (IT) 3.18 2.91
Acides gras hypocholestérolémiques (AGh) 47.49 49.4
Acides gras hypercholestérolémiques (AGH) 44.88 43.28
Rapport hypocholestérolémique/hypercholestérolémique (h/H) 0.68 0.72
Rapport acides gras mono-insaturés/acides gras saturés (AGMI/AGS) 0.45 0.50
Rapport acides gras polyinsaturés/acides gras saturés (AGPI/AGS) 0.048 0.047
Rapport acides gras insaturés/acides gras saturés (AGI/AGS) 0.51 0.55

En ce qui concerne nos résultats, les types de fromage (FPA et FPV) n'ont pas montré
d'impact significatif sur les indices 1A ou IT, car ces derniers étaient pratiquement les mémes
dans les échantillons de fromages examinés. La capacité a induire I'agrégation plaquettaire est
évaluée par les indices IA et IT. L'IT definit les AGPI (n-6 et n-3) et les AGMI comme
antithrombogenes, et les AGS (en particulier les acides myristique, palmitique et stéarique)
comme thrombogeénes (Ulbricht et Southgate, 1991). Des faibles niveaux de ces indices sont

connus pour étre utiles dans la prévention des maladies des vaisseaux sanguins.

Dans la présente étude, les niveaux d'lA et d'IT dans tous les échantillons de fromage
variaient de 2,19 a 2,43 et de 2,91 a 3,18 pour FPV et FPA, respectivement. Selon nombreux
auteurs, il n'y a pas de valeurs recommandées pour les indices IT et IA (Chen et Liu, 2020).
En I'absence d'étude équivalente sur des fromages traditionnels bovins frais dans la littérature,
nos observations ont été comparées a d'autres etudes réalisées sur d'autres variétés de
fromages. Dans notre travail, concernant I’ IA ses niveaux sont cohérents avec ceux révélés
par Bara¢ et al. (2018) (1.89-3.09%), par Gutiérrez-Pefia et al. (2021) (2.52%), par Purovi¢ et
al. (2022) (2.28-2.59%), et par Margalho et al. (2021) (1.4-3%). Les valeurs d 'IT dans le
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présent essai étaient en accord avec les rapports obtenus par Margalho et al. (2021) (2 -3.3%),
par Purovi¢ et al. (2022) (2.28 -3.31%), par Maniaci et al. (2021) (2.67 -3.42%) et par
Paszczyk et al. (2022) (1.83 -3.87%). Cependant, nos résultats sont différents par rapport a
d’autres travaux dont révélés par Abbas et al. (2021) et par Bara¢ et al. (2022).

D’autre part, des niveaux plus élevés du rapport h/H ont été notés comme plus sains et
pour prévenir certaines maladies telles que les maladies cardiovasculaires. Les valeurs des
rapports H/h obtenues pour les deux fromages étaient respectivement de 0,68 et 0,72, ce qui
correspond a celles trouvées dans d'autres études (Paszczyk et Luczynska, 2020; Santos-Silva
et al., 2002). En plus, la concordance citée précédemment, les teneurs que nous avons
trouvées sont supérieurs par rapport a de nombreuses études (Bodnar et al., 2021; Paszczyk et
al., 2022), ce qui est favorable pour la santé.

De plus, les résultats de notre recherche indiquent que la FPV contient les acides gras
hypercholestérolémiques (AGH) les moins indésirables et les acides gras
hypocholestérolémiques (AGh) les plus bénéfiques. Les valeurs d’AGh dans la présente étude
sont en accord avec celles de Bara¢ et al. (2018). Le rapport AGI/AGS était légérement
différent dans les échantillons de fromages analysés (FPV et FPA), ces résultats variaient
entre 0,51 et 0,55, respectivement. Ces valeurs sont proches de celles citées par Paszczyk et
al. (2022) (0.52) et par Bara¢ et al. (2018) pour les fromages de vache traditionnels serbes
Sjenica (0,51).

Afin de prévenir les probléemes de santé des consommateurs, I'indicateur le plus utilisé
pour évaluer la qualité nutritionnelle des aliments, y compris le fromage, est le rapport
AGPI/AGS. Un rapport AGPI/AGS plus élevé est directement lié & une valeur plus élevée
d'AGPI, qui a une incidence bénéfique sur la santé humaine, car ils abaissent le taux de
cholestérol sanguin, ce qui empéche certaines maladies contemporaines telles que le cancer et
les maladies cardiovasculaires (Michikawa, 2003; Wood et al., 2004). Les valeurs du rapport
AGPI/AGS rapportees dans la présente étude (0,047 pour FPA et 0,048 pour FPV) étaient trés
faibles aux niveaux recommandés (supérieurs a 0,45) pour la consommation humaine. En
comparaison avec les données de la littérature, nos résultats étaient similaires a ceux dévoilés
par Abbas et al. (2021), Zabek et al. (2021) et par Paszczyk et al. (2022). Le rapport
AGMI/AGS était plus élevé pour FPV (0,50) que pour FPA (0,45), et ces résultats sont
cohérents avec ceux trouveés par Maniaci et al. (2021) et par Paszczyk et al. (2022).
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6 La protéolyse

La protéolyse primaire du fromage implique I'hydrolyse des caséines, qui sont
principalement catalysées par le coagulant résiduel et, dans une moindre mesure, par la
plasmine, entrainant la formation de peptides de grande taille et de taille intermédiaire qui
sont ensuite dégradés par les enzymes de la flore starter et non starter du fromage. La
production de petits peptides et d'acides aminés libres résulte de l'action des protéinases et
peptidases bactériennes. Ce qui contribue par la suite au développement dans la texture et
I’arébme du produit fini (Fox, 1989 ; McSweeney, 2004 ; Rako et al., 2019).

La protéolyse primaire dans le fromage peut étre définie comme les modifications des
caséines (CN) et des peptides détectés par les méthodes électrophorétiques (Fox, 1989). Les
résultats du profil électrophorétique sur gel d'urée-polyacrylamide (Urée-PAGE) au jour 1
apres la fabrication de la fraction insoluble a pH 4,6 d'échantillons de fromage frais fabriqués
avec le coagulant végétal (FPV) et de la présure animale (FPA) sont illustrés dans la figure 9.

CN FPV1 FPV2 FPAl1 FPA2
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Figure 9. Electrophorése sur gel d'urée-polyacrylamide de la fraction insoluble & pH 4,6
d'échantillons du fromage frais a la présure animale (FPA) et au coagulant végétal (Cynara
cardunculus). CN : Caséine bovine de référence. y-CN (y-caséine, produits de la dégradation
de la B-caséine), B-CN (B-caséine), as1-CN (asl-caséine), et prés as1-CN (prés asl- caséine,
produits de la dégradation de la as1-caséine).

Le résultat du gel obtenu montre les principales bandes des fractions protéiques a

faible mobilité électrophorétique, qui correspond a la caséine v, a la caséine B et a I’as-caséine
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tandis que celui a mobilité plus élevée était la pré as-caseine. L'intensité de la coloration dans
chaque bande refléte la quantité de chaque protéine ou peptide présente dans le fromage
(Pappa et al., 2022). L'hydrolyse de la B-caséine dans tous les fromages a été indiquée par la
diminution de l'intensité de cette bande et la formation de y-caséines ; La B-CN est hydrolysé
par la plasmine et produit le B-CN ; y1-CN (f29-209), le B-CN ; y2-CN (f106-209) et le B-
CN; y3-CN (f108-209) (Fig.9), qui sont les principaux produits de dégradation de la f-
caséine par la plasmine (Farrell Jr et al., 2004 ; Sousa et al., 2001 ; Trujillo et al., 2002).

Cette hydrolyse est relativement faible (B-caséine), méme si des bandes de y-CN (de
faible intensité) étaient présentes au premier jour de production a des intensités dépendant du
traitement du fromage (par la présure animale et du coagulant végétal). Cette faible
dégradation de la caséine B peut étre attribuée au pH bas (le pH de nos fromages était compris
entre 5,21 et 6,19), ce qui est considérablement inférieur au pH optimal pour l'activité
plasmine (pH 7,5), nombreux chercheurs ont rapportés, que des niveaux élevés de sel et/ou
de faibles pH sont les principaux facteurs de la faible dégradation de la caséine  dans leurs
fromages (Candioti et al., 2010; Hayaloglu et al., 2008; Moatsou et al., 2004; Vassiliadis et
al., 2009). En conséguence, des interactions hydrophobes se produisent dans la chaine de
caséine B qui entrainent son agrégation et masquent plusieurs liaisons peptidiques sensibles a
I'action des enzymes (Gorostiza et al., 2004). D’autre part, la faible concentration en NaCl du
fromage favorise 1'hydrolyse de la B-caséine notamment par la plasmine (Alichanidis et al.,
1984). La mobilité anodique plus faible des bandes y -CN peut étre due a la libération de la
région N-terminale phosphorylée chargée négativement de p —CN (puisque la y -caseine est
considérée comme un fragment C-terminal de la -caséine qui est libéré par l'activité de la
plasmine) (Caballero Villalobos, 2016).

D’autre part, La concentration de y -CN était élevée dans les fromages fabriqués avec
la présure animale, peut-étre parce que dans les fromages a base de coagulant végétal, les
protéases de Cynara Cardunculus (cardosines) hydrolysaient ces fractions ou inhibaient peut-
étre l'action de la plasmine. Tejada et al. (2008) ont rapporté des résultats similaires et
mentionnés les mémes justifications dans le fromage Murcia al Vino fabriqué avec deux
coagulants (végétal et animal). Sur la base de ces informations, Le type de coagulant utilisé
dans la fabrication du fromage Jben a affecté les concentrations de B -CN, ainsi que la
concentration de leurs produits de dégradation, y —CN. En général, différents niveaux
d'hydrolyse de la caséine B ont été rapportés pour différents types de fromages. Ceci est

principalement attribué au type et a I'origine du coagulant utilisé et a I'activité de la plasmine

82



Chapitre 3. Résultats et discussion

(Candioti et al., 2010). Par conséquent, la faible dégradation de la caséine P dans les
échantillons de fromage peut étre attribuée a ces conditions.

Les profils protéiques au premier jour apres la fabrication (fig.9) montrent que
I'hydrolyse de la caséine asl était trivial dans tous fromages (FPA et FPV) avec des niveaux
accrus de pré- asl-caséines (asl-1) dans le fromages a base de coagulant végétal par rapport
aux fromages fabriqués & base de présure animale ou les fromages fabriqués avec de
coagulant végétal ont la mobilité électrophorétique la plus élevée dans la région des produits
de dégradation de la caséine pré-as, ce qui est cohérent avec les travaux de Garcia et al.
(2012) et Tejada et al. (2008) qui ont décelés que les fromages fabriqués avec le coagulant
végétal ont un taux de protéolyse (d’asl-caséine) plus élevé par rapport aux fromages

fabriqués avec de la présure animale.

McSweeney et al. (1993) et Fox et McSweeney (1996) ont également observé
l'augmentation remarquable de la caséine as1-I (f 24-199) au début et diminuée plus tard avec
le temps de maturation. Ce comportement peut s'expliquer en tenant compte du fait que la
caséine asl-l est le fragment (f24-199) de la caséine asl formé par le clivage initial par la
présure. La production de caséine asl (f 24-199) indique la survie de certaines présures,
Gagnaire et al. (2001) et Mayer (1996) ont rapporté que la caséine asl-l est le principal
produit de dégradation, continue d'augmenter pendant la maturation et est ensuite hydrolysée
pour donner différents peptides qui disparaissent pratiquement dans le produit fini. Les
résultats présentés dans la figure 9 concordent aussi avec ceux publiés par Roseiro et al.
(2003) et Sousa et al. (2001) qui ont trouve dans des études comparatives que la dégradation
des caséines par des enzymes extraites de Cynara cardunculus et par la chymosine dans les
mémes conditions, que les protéases végétales hydrolysaient davantage les liaisons asl-

peptide qu'avec la chymosine.

D’autre part, Les différences observées entre les bandes de chacun des agents
compares (Fig.9) étaient attendues et concordent avec les conclusions de Lawrence et al.
(1987) et Tejada et al. (2008), qui ont suggéré que ces différences se produisent parce que les
points de rupture sur les molécules de caséine sont spécifiques a chaque type de coagulant, et
ont rapportés aussi que les fromages fabriqués avec des coagulants végétaux ont montré la
mobilité électrophorétique la plus élevée dans la région des produits de degradation de la
caseine pre-as. Cela suggere que ce type du coagulants contenant dans les fleurs de chardon
contient des protéases avec un large spectre d’hydrolyse de caséines avec une action

specifique sur les caséines- asl que ceux obtenu avec la présure animale (Tejada et al., 2008).
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Comme mentionné précédemment, les fromages frais dans cette étude présentaient une
protéolyse minime, notamment fabriqués par la présure animale (Fig.9). D'autre part, la courte
période de maturation et la faible implication des bactéries lactiques dans la dégradation des
protéines dans la protéolyse primaire peuvent étre les raisons les plus importantes du niveau
insignifiant de protéolyse trouvé dans nos échantillons de fromages (FPA et FPV), notamment
pour la B-caséine (Franco et al., 2001).

7 Analyses microbiologiques

Tableau 6: Résultats microbiologiques de I'évaluation de la qualité microbienne des fromages
traditionnels frais (FPA et FPV).

Microbes Moyenne Ecarttype Min Max N Valeur-P
FTAM (log ufc g?)
FPA 6.52 0.69 5.26 6.90 9
0.010
FPV 5.53 0.75 4.30 6.07 9
CT (log ufc gt)
FPA 3.76 1.43 1.60 6.20 9
0.613
FPV 4.10 1.83 2.50 6.80 9
CF (log ufc g?)
FPA 2.59 0.84 1.25 4.07 9
0.405
FPV 3.01 1.23 50 5.10 9
SCP (log ufc g %)
FPA 2.38 1.77 0.00 5.30 9
0.707
FPV 2.08 1.54 0.00 45.0 9
LM (log ufc g?)
FPA 3.41 0.88 1.90 4.83 9
0.698
FPV 3.60 1.16 2.23 9.90 9
BL (log ufc g1)
FPA 8.58 0.56 7.68 9.32
0.004
FPV 7.51 0.75 5.94 8.17 9

Flore totale aérobie mésophile (FTAM), coliformes totaux (CT) et fécaux (CF), des
staphylocoques a coagulase positive (SCP), Salmonella, des levures et moisissures (LM) ainsi
que des bactéries lactiques (BL). P < 0,05 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001.
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7.1 Flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Les valeurs moyennes (log ufc g* de fromage) et les écarts-types de principaux
groupes microbiens déterminés dans les fromages (FPV et FPA), fabriqués avec du coagulant
végétal de Cynara cardunculus ou de la présure animale, sont illustrés dans le tableau 6.
Statistiquement, L'ANOVA testant la variation des teneurs en FTAM, a montré que ces
valeurs différaient tres significativement (p < 0,05) entre les deux types de fromage analysés
(FPA et FPV). Le nombre de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) dans les fromages
analysés (FPV et FPA) était compris entre 553 + 0,75 et 6,52 + 0,69 log ufc g*,
respectivement (Tab.6). Ces valeurs étaient plus élevées dans les fromages produits a partir
de la présure animale par rapport aux fromages a base du coagulant végétal. Cette différence
pourrait étre due principalement au type du coagulant utilisé, notamment la présure animale
traditionnel sous sa forme de pate qui se caractérise par des charges microbiennes élevées par
rapport au coagulant brut d’origine végétale (Cruciata et al., 2014; Murgia et al., 2019). Des
conclusions similaires ont été rapportées par Islam et al. (2021) et par Tejada et Fernandez-
Salguero (2003) sur des fromages frais fabriqués a base de coagulant animal et végétal.
Diverses études ont montré que l'utilisation d'extraits aqueux obtenus par macération de fleurs
de chardon augmente le taux microbien initial du lait et, par conséquent, du caillé (Fernandez-
Salguero et Sanjuan, 1999; Vioque et al., 2000). D’autre part, Selon de nombreux travaux, la
présure traditionnelle animale se caractérise par une diversité microbienne considérable ce qui

contribue a cette variété de la flore (Cruciata et al., 2014).

Nos résultats de dénombrement des FTAM corroborent ceux trouvés par Benyagoub
et al. (2016) avec le méme type de fromage (2,88. 10° ufc g 1), Hassan et Aita (2011) (2,12.
10° ufc g1), Tejada et Fernandez-Salguero (2003) (5,50 log ufc g*) pour le fromage de brebis
a base de fleurs de Cynara cardunculus comme coagulant. Cependant, nos valeurs sont
inférieurs a celles trouvées par EI Marnissi et al. (2013) pour le Jben Marocain (7.10° ufc g%)
et par Mourad et al. (2015) (5,92. 10° ufc g*) pour le Joen Algérien. La variabilité du nombre
FTAM peut étre le résultat de mauvaises pratiques de fabrication par les manipulateurs.
D’autre part, le type et I’origine de coagulant utilisé, I'utilisation du lait non pasteurisé et 'eau
utilisée peuvent également contribuer a la charge bactérienne (James et al., 2016; Laba et al.,
2015).
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7.2 Coliformes totaux et fécaux

Les coliformes sont fréquemment utilisés pour prédire les conditions d'hygiéne dans
lesquelles les produits laitiers sont fabriqués. Les résultats de la présente étude indiquent que
le nombre des coliformes totaux (Tab.6) n'a pas dépassé 4,10 log cfu g, c’est la valeur la
plus élevée enregistrée apres 1 jour de fabrication pour les échantillons de FPV, alors que sa
valeur pour les échantillons de FPA était 3,76 log cfu g*. Il n'y a eu aucun effet significatif
sur les niveaux de coliformes totaux obtenus dans les échantillons de fromage analysé selon le

type du coagulant utilisé.

La différence entre les deux types de fromages peut étre attribuée a la diminution du
pH due a l'activité fermentaire du lactose des bactéries lactiques ainsi qu'a leurs composés
antimicrobiens (bactériocines, acides organiques et 1’eau oxygénée). D’autre part, la qualité
microbiologique de la présure d'agneau préparée artisanalement peut affecter la qualité
microbiologique des fromages examingés, ce qui est cohérant avec les résultats de nombreuses
études (Etayo et al., 2006 ; Moatsou et al., 2004).

L’analyse de nos résultats nous a permet de constater que le nombre des coliformes
totaux dans le fromage traditionnel (Jben) étaient supérieurs aux limites données par la
Commission Européenne (2007). 1l n'est pas surprenant d'obtenir des comptes
microbiologiques élevés dans le fromage avec des méthodes de fabrication artisanales grace a
I'utilisation de lait non pasteurisé (kirdar et Kursun, 2011). Les résultats obtenus dans cette
étude se rapprochent de ceux rapportés par Mourad et al. (2015) (1,04. 10* ufc g*) pour le
Jben Algérien, par Benyahia-Krid et al. (2016) pour le Jben Algérien (1,4. 10* ufc g2) et par
Saidane et al. (2021) pour le Jben Elgafs Algérien (4,13 log ufc g?).

Plusieurs études antérieures ont rapporté que la pasteurisation, le pH, I'activité de I'eau,
le type de lait et le type de crolte étaient associés de maniére significative a la détection de
coliformes dans le fromage. Par exemple, une prévalence plus élevée de coliformes a été
détectée dans les fromages au lait cru (42 % avec > 10 ufc g*) que dans le fromage produit
avec du lait pasteurisé (21 %) (Trmci¢ et al., 2016). D’autre part, les données de nombreux
chercheurs révélent a quel point les pratiques de fabrication insalubres lors de la production et
de la manipulation du fromage au lait cru peuvent compromettre la qualité microbiologique
du produit, situation qui a éte signalée dans les pays développés et en développement
(Hammad et al., 2022).
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Quant aux coliformes fecaux (CF) qui appartiennent a un groupe important de micro-
organismes indicateurs de qualité sanitaire dans les aliments, La charge de contamination par
les CF était comprise entre 2,59 + 084 et 3,01 + 1.23 log ufc g dans les échantillons du FPA
et FPV, respectivement (Tab.6), ou la contamination d’origine fécale est légérement
importante dans les échantillons de FPV par rapport le FPA. La contamination du fromage par
cette flore peut survenir lors des différentes étapes de fabrication traditionnelle (conditions
souvent insalubres), en plus, la mauvaise pratique durant I'élimination des matieres fécales des

mamelles avant la traite (Pacheco et Galindo, 2010).

Selon les résultats obtenus, dans cette recherche, nos valeurs étaient inférieures a
celles trouvées par El Marnissi et al. (2013) (5,6. 10* ufc g*) et par Mennane et al. (2007)
(8,2. 10* ufc g1) dans le Joen Marocain a base de la présure animale et du coagulant végétal,
respectivement. D’autre part nos résultats sont supérieurs a ceux dévoilés par (Tadjine et al.,
2020) (1,56 + 2,17 log ufc g*) pour le fromage Jben d’origine caprine. Cette variabilité dans
le nombre des CF peut étre la conséquence d'une propagation massive de la flore fécale
initialement présente dans la matiére premiére utilisée pour la préparation du fromage. Une
contamination supplémentaire du fromage par cette flore peut survenir en raison des
conditions souvent insalubres lors de la fabrication du fromage (EI Marnissi et al., 2013;
Hammad et al., 2022).

En conclusion, la présence des coliformes dans les aliments est considérée comme un
indicateur de conditions d'hygiéne inadéquates lors de la traite et de la fabrication, au
stockage non réfrigéré, au transport ainsi qu'a un faible taux de production d'acide pendant la
fermentation du lait (Ordiales et al., 2013 ; Piras et al., 2013 ; Wullschleger et al., 2013).

7.3 Staphylocoques a coagulase positive et Salmonella spp

Comme le montre le tableau 6, Le nombre des staphylocogues a coagulase positive qui
incluent Staphylococcus aureus, sont considérés comme des marqueurs d'hygiene
(Commission Européenne, 2005) dans les deux types de fromages (FPV et FPA) variait entre
2,08 et 2,38 log ufc g2, respectivement. Les teneurs en SCP n'ont pas été affectées de maniére
significative par le type de coagulant utilisé (P > 0,05), dans les différentes variétés de
fromages examinés. Sur la base des normes établies par la Commission Européenne (2007), le
nombre maximum toléré de staphylocoques a coagulase positive dans le fromage au lait cru
est de 10° ufc g%, ce qui cohérant & nos résultats. Selon les résultats obtenus, parmi les

échantillons analysés, 78% étaient contaminés par staphylocoques a coagulase positive et
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dans 5,6% de ces échantillons, le nombre d'ufc était Iégérement supérieur aux limites tolérées

par la Commission européenne.

La différence entre les deux types de fromage peut étre due a I’inhibition des
staphylocoques a coagulase positive par les bactéries lactiques par production d'acide lactique,
de peroxyde d'hydrogéne et la production de substances antimicrobiennes, ce qui cohérant
avec ’utilisation de la présure produite artisanalement qui contient des niveaux élevés de
micro-organismes antagonistes notamment les bacteries lactiques (Wong-Villarreal et al.,
2021). Les valeurs que nous avons obtenues sont en accord avec celles obtenues par Morar
et al. (2021) (2,37 log ufc g ), par Savi¢ Radovanovié¢ et al. (2020) (1-5,79 log ufc g2).
Cependant, nos résultats sont tres faibles a ceux révélés par Ibrahim et al. (2015) (5,7 log ufc
gh), par Kheir et al. (2011) (1,3-8,1.107 ufc g*) sur le fromage (Gibna bayda) frais a base de
différents coagulants d’origine animale et végétale, par Mirzaei (2011) (5,45 £ 0,24 log ufc g°
1, par Vigosa et al. (2010) (4,58 + 0,66 log ufc g™*) et par Mennane et al. (2007) (2,102 ufc g2
pour le fromage Jben a base de coagulant végétal.

Conformément au réglement européen n°2073/2005, les comptes staphylocoques a
coagulase positive supérieurs a 4 log ufc g montrent la nécessité d'appliquer des mesures
correctives en matiere d'hygiéne des processus de collecte du lait, de fabrication du fromage
et de la sélection des matieres premieres. Des valeurs supérieures ou égales a 5 log ufc g-1
conduisent a étudier la présence de toxine staphylococcique dans les fromages, car
thermostable, elle peut persister méme lorsque les staphylocoques sont morts. Globalement, si
les concentrations de staphylocoques a coagulase positive détectées dans les échantillons sont
supérieures a 10° ufc g?, les lots pourraient étre testés pour les entérotoxines
staphylococciques, qui pourraient ne pas étre détectées dans des échantillons de fromage de
25 g (un nanogramme de toxine par gramme de fromage) peut provoquer un risque pour la

santé publique des consommateurs (Fox et al., 2017).

La présence de staphylocoques a coagulase positive dans le fromage refléte les faibles
mesures de contrle appliquées pendant le processus de fabrication du fromage par les
producteurs, y compris la manipulation du caillé sans gants, masque facial, contamination du
lait cru utilisé dans la fabrication du fromage. En outre, I'exposition directe et sans restriction
des assortiments a I'environnement (l'air, la poussiere, les surfaces en contact avec les
aliments) pourraient grandement contribuer a l'augmentation de la quantit¢ CPS dans le
produit final (Bulajic et al., 2017 ; Rola et al., 2016 ; Salem et al., 2016).
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D’autre part, les Salmonella spp, agents pathogénes considérés comme marqueurs de
santé (Commission Européenne, 2005), étaient absentes dans tous les échantillons analysés
(Tab.6). De nombreuses épidemies de salmonellose liées a la consommation de fromages ont
été signalées dans le monde ces dernieres années (Possas et al., 2021; Robinson et al., 2020),
ce qui prouve que Salmonella est également un pathogene préoccupant dans ces matrices
alimentaires. Selon la Commission Européenne (2005), le critére actuel pour Salmonella spp
dans les fromages est « I’absence (non détection) du pathogéne dans 25 g de produit » pour
les produits mis sur le marché pendant leur durée de conservation. Des résultats similaires ont
été obtenus par nombreux chercheurs sur le méme type de fromage (Benhaddi et Hellal, 2019
; Benyagoub et al., 2016 ; Mourad et al., 2015).

7.4 Levures et moisissures

La présence de levures et de moisissures (LM) dans les fromages frais est trés courante
et ce sont parmi les micro-organismes les plus nombreux du fromage frais. La fermentation de
ces fromages s'effectue a température ambiante, ce qui est également propice au
développement de levures et de moisissures. En plus, les levures et les moisissures se

développent a un pH inférieur a celui trouvé dans le fromage frais (Kirin, 2009).

La tendance de croissance des levures et des moisissures dans les fromages fabriqués
avec de la présure animale ou du coagulant végétal qui sont présents dans 100 % des
échantillons a des concentrations de 3,41 & 3,60 log ufc g, est illustrée au tableau 6, bien que
la plus grande croissance observée ait été dans le FPV (3,60 log ufc g?t). En effet, les

quantités des LM n'ont pas été affectées significativement par le type de coagulant (P > 0,05).

Nos résultats étaient supérieurs aux limites des normes législatives européennes pour les
fromages fabriqués a partir de lait cru (Gil et al., 2007). Cela pourrait étre d0 aux mesures
sanitaires adoptées lors de la traite, du transport, du stockage et de la transformation de la
production de fromage (Awad, 2016). Les données que nous avons obtenues dans cette étude
se situent dans la fourchette de résultats révélés par Abebe et Emire (2020) (2,102-10* ufc g%)
pour un fromage frais a base de coagulant végétal, également par Saidane et al. (2021) (3,83
log ufc g) pour le fromage Jben Elgaf et par Rhiat et al. (2011) (0.6.10* ufc g1). Cependant,
nos résultats sont différents par rapport a ceux trouves par Tadjine et al. (2020) (5.24 + 5.90
log ufc g) pour le fromage bovin Jben et par Benkerroum et Tamime (2004) ol La

population de levures et de moisissures dépassait 10° ufc.g™ dans le Jben marocain.
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La contamination par les levures et les moisissures peuvent étre considérées comme
des agents d'altération du fromage. Ces micro-organismes entrainent non seulement des pertes
économiques et réduisent considérablement la durée de conservation du produit, mais ils
peuvent également présenter un risque pour la santé, en particulier les moisissures qui ont la
capacité de produire des mycotoxines, alors que des niveaux plus élevés en levures peuvent
provoquer plusieurs altérations organoleptiques telles qu'une viscosité ou un aspect visqueux,
une décoloration et une forte odeur d'alcool (Bintsis, 2021; Geronikou et al., 2020; Smits et
Brul, 2005).

7.5 Bactéries lactiques

D’aprés les résultats obtenus (Tab.6), les niveaux des bactéries lactiques (BL)
semblent étre le groupe microbien prédominant dans tous les échantillons du fromage
examinés. En effet, sa valeur dans les échantillons du FPA est 8.58 log ufc. g-1 alors que dans
le FPV est diminué d'environ 1 log (7,51 log ufc.g™?). L'analyse de variance a identifié I'effet
tres significatif (p < 0,01) du coagulant (agneau et végétal) sur le nombre des bactéries
lactiques dans le fromage traditionnel (FPA et FPV).

Selon de nombreux travaux, les variations des résultats enregistrés peuvent étre liées
principalement au type de coagulant utilisé notamment la présure traditionnelle animale qui se
caractérise par une diversité microbienne considérable dont il a été récemment démontré qu'ils
contribuent a la biodiversité des bactéries lactiques qui présentent des caracteres
technologiques utiles en fabrication fromagére (Cruciata et al., 2014). Des conclusions
similaires ont été tirées sur des fromages fabriqués a base de coagulant animal et végétal
(Kheir et al., 2011; Tejada et Fernandez-Salguero, 2003).

Selon la littérature, ce type de flore représente le principal groupe microbien du
fromage, faisant partie de sa microflore naturelle, avec d'autres bactéries, levures et/ou
moisissures (Beresford et al., 2001). Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude
sont cohérant avec ceux révelés par Tejada et Fernandez-Salguero (2003), par Ouadghiri et al.
(2005) (2.108-3.10° ufc. g1), par Muresan et al. (2021) (0,55.10% ufc.g™) par Benkirane et al.
(2022) (108-10° ufc.g™®) pour le Jben marocain et par Martin et al. (2022) (8,14 log ufc. g™).
Cependant, nos valeurs sont différentes par rapport aux résultats d’autres études sur le méme

fromage dont celles trouvées par EI Marnissi et al. (2013) (3,210° ufc. g™).

D’aprés de nombreuses études, La différence dans le nombre des bactéries lactiques

dans les différentes variétés de fromage est due a de nombreux facteurs ; le type de lait utilisé
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dans la fabrication du fromage, traitement de lait (cru ou pasteurisé), type et origine du
coagulant utilisé, type de fromage désiré ( frai ou affiné), les conditions de stockage (stockage
a température ambiante pourraient augmenter la perte d’humidité, ce qui modifierait le rapport
humidité/sel, ce qui serait inhibiteur pour les bactéries lactiques) et les souches de BL ajoutées
comme starters (Awad, 2016; Biolcati et al., 2019; Cruciata et al., 2014; Fox et al., 2017,
Martin et al., 2022; Medeiros et al., 2016; Pappa et al., 2022) .

8 Interrelations entre les groupes microbiens du fromage

Le microbiote des fromages au lait cru est assez complexe en raison des processus
de fabrication du fromage, des procédures d'affinage et de la composition. Les souches et les
types de micro-organismes non starter présents dans le fromage (bactéries coliformes,
Staphylococcus aureus, levures, moisissures et Salmonella) dépendent de leur nombre initial
dans le lait frais (en particulier lorsqu'il est fabriqué avec du lait non pasteurisé),
contamination ultérieure, et capacité de survie et compétition des souches dans
'environnement du fromage (disponibilité des nutriments, sel, activité de I’eau, pH, acidité,
température) (Johnson, 2001). En géneéral, la plupart des aliments y compris les fromages
fournissent suffisamment de nutriments pour soutenir la croissance d'une grande variété
d'agents pathogenes d'origine alimentaire (Food et Administration, 2001). Aujourd'hui, la
plupart des interactions identifiées dans les fromages sont liées aux bactéries lactiques du fait
de la connaissance de leur physiologie et des récentes publications de séquences génomiques

de plusieurs espéces de bactéries lactiques (Sieuwerts et al., 2008).

Les coefficients de corrélation ont été calculés entre les abondances relatives des
genres bactériens (BL, CF, CT, FTAM, SCP), levures et moisissures les plus abondants dans
les fromages (FPA et FPV) sont présentés sous forme de corrélogramme de Pearson. La
répartition des micro-organismes dans le fromage frais (FPA) est présentée dans la figure 10
et les valeurs-p dans le tableau 7, montre des corrélations positives et négatives entre les

groupes microbiens étudiés.
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Figure 10. La matrice de corrélation représentant la distribution des micro-organismes dans
les échantillons le fromage traditionnel (FPA).

Tableau 7: Les valeurs-p entre les micro-organismes pour le fromage a base de la présure
animale (FPA). La corrélation est significative au niveau 0,05.

Valeurs-p (FPA) FTAM BL SCP CT CF ML
FTAM
BL 0.001
SCP 0.050 0.010
CT 0.179 0.066 0.304
CF 0.054 0.107 0.350 0.018
ML 0.015 0.025 0.080 0.395 0.484

Flore totale aérobie mésophile (FTAM), coliformes totaux (CT) et fécaux (CF), des
staphylocoques a coagulase positive (SCP), des levures et moisissures (LM) ainsi que des
bactéries lactiques (BL).

La corrélation positive la plus élevée dans le FPA a été observée entre la présence
des bactéries lactiques et les FTAM (r = 0,91) (Fig.10, Tab.7), la méme corrélation a ete

enregistrée dans le FPV ce qui signifie que la plupart des bactéries dénombrées (FTAM) dans
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les deux types de fromage étaient des bactéries lactiques (Hussein et Isa, 2021). Alors que, La
corrélation négative la plus élevée et trés significative a été enregistrée entre les bactéries
lactiques et les coliformes totaux dans le FPV (r = -0,86) (Fig.11, Tab.8), tandis que, sa
valeur dans le FPA se diminue (r = -0,64). Des résultats similaires ont été obtenus par
Sebbane et al. (2021). Le nombre de bactéries coliformes était réduit, ce qui était
probablement di aux conditions défavorables créées par la population croissante de bactéries
lactiques et la diminution du pH (Dolci et al., 2010 ; Litopoulou-Tzanetaki et Tzanetakis,
2011 ; Pyz-Lukasik et al., 2018).
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Figure 11. La matrice de corrélation représentant la distribution des micro-organismes dans
les échantillons le fromage traditionnel (FPV). Flore totale aérobie mésophile (FTAM),
coliformes totaux (CT) et fécaux (CF), des staphylocoques a coagulase positive (SCP), des
levures et moisissures (LM) ainsi que des bactéries lactiques (BL).
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Tableau 8: Les valeurs-p entre les micro-organismes pour le fromage a base de la présure
végétale (FPV). La corrélation est significative au niveau 0,05.

Valeurs-p (FPA) FTAM BL SCP CT CF ML
FTAM
BL 0.002
SCP 0.114 0.052
CT 0.007 0.003 0.201
CF 0.004 0.010 0.099 0.020
ML 0.243 0.487 0.382 0.631 0.047

Flore totale aérobie mésophile (FTAM), coliformes totaux (CT) et fécaux (CF), des
staphylocoques a coagulase positive (SCP), des levures et moisissures (LM) ainsi que des
bactéries lactiques (BL).

D’autre part, dans le FPA la corrélation négative la plus élevée et significative a été
notée entre les bactéries lactiques et les SCP (r = -0,80), alors que sa valeur dans le FPV se
diminue (r = -0,66). Des résultats similaires ont été trouves dans une récente étude dévoilée
par Pato et al. (2021) lors de I'évaluation de I'activité antimicrobienne des bactéries lactiques
isolées du Dadih (lait fermenté traditionnel d'Indonésie) sur des souches de Staphylococcus
aureus, dans lesquelles toutes les souches isolées ont pu supprimer la croissance de
Staphylococcus aureus, da Silva Santos et al. (2019), dans une étude sur la caractérisation
probiotique et moléculaire des bactéries lactiques isolées du fromage, ont noté que la
caractérisation des probiotiques est extrémement nécessaire puisque toutes les bactéries
lactiques n'ont pas de caractéristiques antimicrobiennes (Saleh et al., 2023). Contrairement a
ce qui a été rapporté par Saleh et al. (2023) qui a démontré que la présence de bactéries

lactiques n'avait aucune influence sur la présence de SCP.

Les bactéries lactiques présentaient également une corrélation négative significative
avec les LM (r = -0,73) dans le FPA et non significative dans le FPV (r = - 0,27). Concernant
la corrélation entre les bactéries lactiques et les LM, il a été rapporté que les métabolites de
bactéries lactiques jouent un rdle clé dans I’activité antifongique, des études antérieures
déterminees les effets antifongiques des métabolites de BL envers les LM. En effet, les
mécanismes potentiels derriere 1’activité antifongique de BL ont été principalement étudiés a
travers la caractérisation et I’identification des métabolites microbiens agissant
individuellement ou en synergie pour fournir de multiples barrieres contre les moisissures
d'altération (Fernandez et al., 2017). Ces metabolites comprennent principalement des acides

organiques, des acides gras, du peroxyde d'hydrogene (H20>), des composés protéiques, de la
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reutérine et certains composés volatils, tels que le diacétyle (Aunsbjerg et al., 2015 ; Leyva
Salas et al., 2018 ; Shi et Maktabdar, 2021). Les activités antifongiques de certains
métabolites microbiens des bactéries lactiques ont été déterminées dans l'inhibition de la

croissance fongique (Ebrahimi et al., 2020; Garnier et al., 2020).

La variabilité dans I’activité antimicrobienne des échantillons de fromage examinés
peut étre due principalement aux BL représentant le principal groupe microbien du fromage,
faisant partie de sa microflore indigene et au type de coagulant utilisé (la présure animale qui
se caractérise par une diversité microbienne importante, notamment en BL (Cruciata et al.,
2014). Alors que, les fleurs de chardon sont connues par leur activité antimicrobienne en
raison de leur teneur élevée en composes phénoliques (Falleh et al., 2008 ; Kuki¢ et al., 2008 ;
Scavo et al., 2019).

Les résultats de I'analyse des interactions entre les comptes de micro-organismes ont
montré également, la présence des corrélations entre les comptes de bactéries coliformes et
SCP. Les SCP avaient des corrélations positives avec les coliformes, ou les corrélations
observées entre les SCP et les groupes des coliformes suggérent que les manquements aux
pratiques d’hygie¢ne représentent une source de contamination du fromage par les SCP et offre
une explication que cette étude a montrés une association non significative (r= 0.39, r= 0.35)
avec les coliformes totaux et fécaux dans le FPA et (r= 0.47, r= 0.58) dans le FPV,
respectivement. Des résultats similaires ont été obtenus par Trm¢i¢ et al. (2016). D’autre part,
certains auteurs n'ont trouve aucune association entre la présence d'agents pathogenes (SCP)

et la détection de coliformes (Martin et al., 2016).

Les FTAM étaient négativement corrélés avec les LM dans les deux types de fromage
(FPV et FPA) (r = -0,43, r = -0,77), respectivement (Fig.10 et Fig.11). Statistiguement cette
corrélation est significative que dans le FPA, cette différence peut étre attribuée a la présence
d'un nombre élevé des BL dans le FPA que dans le FPV. Une autre corrélation négative a été
enregistrée entre le nombre de FTAM et le nombre des SCP dans les échantillons analysés
(FPV et FPA) (r =-0,67, r = -0,56), respectivement. Ces derniéres corrélations (FTAM, LM et
SCP) semblent logiques car ces derniéres présentaient déja des corrélations négatives avec les
bactéries lactiques qui constituent la majeure partie de la flore totale aérobie mésophile

comme cite précédemment.
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9 Analyse en Composante Principale (ACP)

Afin de réduire les dimensions dans I’espace pour évaluer les interactions et la
relation entre les paramétres physico-chimiques (pH, AC, MS, MG, PR, CE et AE) et
microbiologiques (FTAM, BL, SCP, CT, CF et LM), la recherche de ces interactions est
¢tudiée grace a I’analyse en composantes principales (ACP), séparément chez les deux types
de fromage (FPA et FPV). Les résultats liés aux parametres physico-chimiques et
microbiologiques apres production des fromages (FPA et FPV) sont présentés dans les figures
12 et 13.

Pour le fromage a base du coagulant végétal (FPV), deux composantes principales
(PCs) suffisaient a expliquer 90,85 % de la variance totale (PC1 : 72,56 % et PC2 : 18,29%).
Le graphique des corrélations en cercles (Fig.12) montre lI'association qui peut exister entre
les différentes variables du fromage a base du coagulant végétal. L’axe 1 intégre I’information
apportée par les parameétres physicochimiques représentés par AC et PR ainsi que BL, FTAM
comme caractéres microbiologiques d’une part et les variables microbiologiques représentées
par SCP, CF, LM, et CT ainsi que le pH et AE (parametre physicochimique), d’autre part. Ces

deux ensembles de variables s’opposent le long de 1’axe 1.

Les variables ont été assemblés en trois groupes en fonction de leurs corrélations. Le
premier groupe constitué des variables AC, PR, BL et FTAM était positivement corrélé avec
La section positive de I'axe 1(PC1) ; (r = 0.99, r = 0.65, r = 0.86 et r = 0.95), respectivement.
Dans ce groupe comme prévu, I’AC a montré une forte corrélation positive avec les BL (r =
0.91), ces résultats semblent logiques car lI'augmentation de I'acidité et la diminution de pH du
FPV provoquées par la croissance du BL et par conséquent I’augmentation de la concentration
des métabolites produits par les LAB, principalement les acides organiques. Méme
interprétation pour les FTAM ((r = 0.97) puisque la plupart des bactéries dénombrées dans
cette derniére sont des BL comme cité précédemment (corrélation entre groupes microbienne)
(Cavicchioli et al., 2017; Fidan et al., 2022) . Une autre corrélation positive (r = 0,59) a
également été identifiée entre les protéines et les BL cette association peut étre attribué aux
enzymes protéolytiques d’origine animale ou végétale qui ont une nature acide, ce qui signifie
qu'elles ont une activité optimale (coagulation) dans un environnement légérement acide. Par
conséquent, I'action des LAB dans cette phase est cruciale car ils sont nécessaires pour libérer
rapidement suffisamment d'acide lactique, pour abaisser le pH du lait (créant ainsi un

environnement approprié pour une activité optimale de la présure s’accompagnant par la
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coagulation et par conséquent 1’agglomération des caséines entre elles) (Kongo, 2013 ;

Pihlanto et al., 2010 ; Raveschot et al., 2018).
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Figure 12. Cercle de corrélations entre les variables et les axes 1 et 2 de I’analyse en
composantes principales dans le FPV.

Concernant le deuxiéme groupe contenant les SCP, CF, LM, AE, CT et le pH était
négativement corrélé avec La section négative de I'axe 1(PC1) (r = -0.97, r = -0.95, r = -0.98,
r=-0.95r=-0.91etr=-0.94), respectivement (Fig.12). L’activité de I’eau est positivement
corrélée avec les SCP, CF, LM, et CT (r = 0.93, r = 0.85, r = 0.91, r = 0.89), respectivement.
En effet I’augmentation de l'activité de l'eau a entrainé une augmentation de la croissance
d'agents pathogénes et de micro-organismes d'altération, ce qui est cohérant avec les résultats
de nombreux chercheurs (Bangieva, 2020 ; Funck et al., 2015 ; Gyorgy et Laslo, 2021).
Egalement, le pH est corrélé positivement avec ces genres de microorganismes (SCP, CF,
LM, et CT) (r =0.96, r = 0.85, r = 0.90, r = 0.89), respectivement. Forsythe (2013) a rapporté
que le pH supérieur a 4,5 est favorable au développement de micro-organismes pathogénes et

lie a la durée de vie plus courte du produit, ce qui est cohérant a nos résultats. Les aliments a
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pH élevé, a forte activité de I'eau ou a faible teneur en NaCl sont adaptés a la croissance
d'agents pathogénes et de micro-organismes d'altération, ce qui est conforme a nos résultats
(Gaviao et al., 2020).

D’autre part. Ces deux ensembles de variables s’opposent le long de ’axe 1. A titre
d’exemple le pH dans le groupe deux était négativement corrélé avec les BL (r = -0.85), cette
association semble logique puisque ces derniéres produisent des métabolites dont 1’acide
lactique qui entraine la diminution du pH (loannidou et al., 2022; Pyz-Lukasik et al., 2018).
Alors que, I’acidité, variable du premier groupe et négativement corrélée avec tous les
microorganismes du deuxiéme groupe (SCP, CF, CT et LM) (r =-0.95,r =-0.93, r=-0.96, r
= -0.96), cette corrélations pourrait étre due principalement aux acides organiques (ont des
propriétés antimicrobiennes, et cette propriété a été attribuée a des molécules dissociées qui
sont déprotonées lors de leur entrée dans les membranes cellulaires) notamment, 1’acide
lactique qui empéche la croissance des bactéries Gram-négatives et Gram-positives, ainsi que
des levures et des moisissures dans plusieurs produits alimentaires y compris les fromages
(Ibrahim et al., 2021).

L’axe 2 intégre I’information relative au reste des paramétres physicochimique CE,
MS et MG (Fig.12). Ces derniers sont corrélés négativement avec le deuxiéme PC qui a
conservé 18,29 % de la variabilité d'origine CE (r = -0,68), MS (r = -0,8) et MG (r = -0.9).
Les corrélations entre ces variables ont été bien discutées dans des sections antérieures

(corrélations entre paramétres physicochimique).

Concernant le fromage a base de présure animale (FPA), La premiére (PC1) et la
deuxieme (PC2) dimensions expliquaient 80,97% de la variance totale. La composante
principale 1 (PC1) représentait 68,08, tandis que la composante principale 2 (PC2)
représentait 12,89% (Fig.13).
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Figure 13. Cercle de corrélations entre les variables et les axes 1 et 2 de I’analyse en
composantes principales dans le FPA.

Concernant la premiere composante (PC1), les variables sont assemblées en quatre
groupes, le premier groupe incluant MS, CE, MG et PR qui sont corrélés positivement (r =
0.84, r = 0.80, r = 0.67 et r = 0.50), avec la section positive de L’axe 1, respectivement.
Tandis que, le deuxieme groupe contenant AC, FTAM et BL a également été associé
positivement avec la premiere composante (r = 0.95, r = 0.94 et r = 0.92), respectivement.
Alors que, le troisieme groupe regroupant AE, SCP, pH ainsi que LM était négativement
corrélé avec la section négative de L’axe 2 (r = -0.95, r = -0.93, r = -0.87 et r = -0.70),
respectivement. Enfin, le dernier groupe assemblant les coliformes (CT et CF) était également
négativement corrélé avec la section négative de L’axe 2 (r = -0.76, et r = -0.75),

respectivement (Fig.13).

La deuxieme composante (PC2) a conservé 12,89 % de la variabilité d'origine et a
montré des corrélations positives les avec les variables physicochimiques (LM et MG) mais

les coefficients de corrélation de ces variables restent inférieurs a ceux observés avec la
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premiére composante (PC1). A I'exception du nombre des regroupements différent entre les
deux types de fromage, la tendance des corrélations dans le FPA entre variables

physicochimiques et microbiologique sont presque les mémes en comparaison avec le FPV.
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Conclusion

Cette these vise a contribuer et a approfondir nos connaissances sur le Jben, une
variété des fromages traditionnels qui font partie du patrimoine Algérien. La présente étude

montre également la richesse culturelle de notre pays pour préserver I'histoire.

Dans notre étude, les propriétés physicochimiques des fromages frais traditionnels
(Jben), qui ont été fabriqué a l'aide de deux agents de coagulation du lait (animal et végétal),
ont montré d’une part, des différences significatives concernant le pH, 1’acidité titrable, la
matiere seche et la matiére grasse et d’autre part non significatives concernant les protéines,
cendres et 1’ activité de I’ecau entre les caractéristiques physicochimiques des fromages
fabriqués (FPA et FPV) sous I’effet de 1’utilisation de deux agents de coagulation du lait. La
caractérisation physico- chimiques de fromage a montré des niveaux adéquats et tres
intéressants en nutriments, confirmant la possibilité de 1’utilisation de ce fromage notamment
fabriqué a base du coagulant végétal comme produit diététique. La richesse de ce fromage en
protéines, en matiere grasse et en cendre constitue des attributs fascinants. En plus, La teneur
¢levée en acidité obtenue pour ce type de fromage permet d’assurer une bonne conservation

pour une durée plus ou moins longue.

La qualité du fromage a été évaluée non seulement par ses caractéristiques
physicochimiques, mais également par sa teneur en minéraux. Les minéraux sont également
importants pour I’alimentation humaine en raison de leurs fonctions structurelles,
biochimiques, nutritionnelles et catalytiques ; ils sont donc fondamentaux pour la santé
humaine. Les résultats obtenus dans cette etude ont montré des variations dans la
concentration en macrominéraux et oligoéléments dans les échantillons de fromages examinés
(FPA et FPV). En outre, il a été observé globalement, que les niveaux de macrominéraux
(magnésium, phosphore, calcium et sodium) dans le fromage fabriqué a base de la présure
animale sont supérieurs par rapport le fromage fabriqué a base du coagulant végétal. Des
teneurs acceptables et souhaitables ont été obtenues pour les oligoéléments, a savoir, le zinc,
le cuivre, le manganése et le fer. D’autre part, La teneur plus élevée en macroéléments dans
les échantillons de fromage peut également étre le résultat des méthodes traditionnelles de
production qu’impliquent qu'il existe des différences dans la quantité de présure ajoutée, a la
contamination suite a la traite, le temps de caillage, contamination par les ustensiles et les
différentes méthodes de dosage des minéraux. Etant donné que les éléments minéraux sont

ingérés par l'alimentation et compte tenu des résultats obtenus dans la présente étude (teneurs
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particulierement élevées en macrominéraux), cela fait de ce fromage un produit alimentaire

d'une valeur exceptionnellement élevée.

Les resultats du profil électrophorétique sur gel d'urée-polyacrylamide (Urée-PAGE)
au jour 1 apres la fabrication de la fraction insoluble a pH 4,6 d'échantillons de fromage frais
fabriqués avec un coagulant végétal (FPV) et une présure animale (FPA) ont montré qu'il était
évident que de faible nouvelles bandes apparaissaient (production de peptides) 24 heures
apres la fabrication du fromage dans les fraction insolubles analysées, De petites différences
ont été observées dans le gel entre les échantillons examinés (FPA et FPV). Globalement, les
fromages frais dans cette étude présentaient une protéolyse minime, notamment fabriqués par
la présure animale. D'autre part, la courte période de maturation et la faible implication des
bactéries lactiques dans la dégradation des protéines dans la protéolyse primaire peuvent étre
les raisons les plus importantes du niveau insignifiant de protéolyse trouvé dans nos fromages,

notamment pour la B-caséine.

En plus d'étre des fournisseurs abondants de nutriments vitaux comme les protéines,
les minéraux tel que le calcium et les vitamines, les produits laitiers dont les fromages
comprennent également une variété de composés bioactifs, parmi lesquels les AG
représentant de la plus grande importance. Les résultats des profils d'acides gras analysés par
CG-MS, ont montrés que les fromages frais traditionnels (Jben) étudiés avaient généralement
des compositions qualitatives identiques en acides gras dans les deux types de fromages.
Egalement, statistiquement le profil d'acides gras a révélé que le type du coagulant n’a aucun
effet significatif sur la composition quantitative des AG. En outre, nos résultats comme prévu,
ont démontré que les acides gras saturés étaient prédominants dans les deux échantillons de
fromage, constituant 65,88 % des AG dans le FPV et 64,3 % dans le FPA. Alors que, les
acides gras monoinsaturés et les acides gras polyinsaturés ont atteint des valeurs de 30,22 %
et 3,22 % pour la FPV et de 32,63 et 3,07 % pour la FPA, respectivement. Egalement, I'acide
palmitique était le principal acide gras dans les fromages, tandis que I'acide oléique était le
principal AG insature.

Quant aux indices de santé, la collecte d'informations sur les indices de qualité des
lipides peut contribuer a une meilleure compréhension des effets nutritionnels et/ou sanitaires
de la consommation de produits laitiers. L'athérogénicité (IA), la thrombogénicité (IT), le
rapport des acides gras souhaitables (DFA), les rapports H/h, et PUFA/SFA ont été compares
entre FPA et FPV dans la présente étude. En ce qui concerne nos résultats, les types de

fromage (FPA et FPV) n'ont pas montré d'impact significatif sur les principaux indices (IA ou
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IT, h/H) car ces derniers étaient pratiquement les mémes dans les échantillons de fromages
examinés, Les résultats de cette étude ont révélé également des pourcentages élevés des
indices favorables notamment le rapport H/h, qui ont été notés comme plus sains et pour
prévenir certaines maladies telles que les maladies cardiovasculaires, ce qui suggére que ces

aliments peuvent étre consommeés dans le cadre d’une alimentation saine.

Finalement, 1’analyse microbiologique de différents échantillons appartenant a nos
fromages (FPA et FPV) a révélé que la qualité microbiologique du fromage traditionnel
(Jben) était acceptable pour la plupart des échantillons testés (5,6% d’échantillons dépassaient
légérement la limite réglementaire tolérées par la Commission européenne pour les
staphylocoques a coagulase positive) a travers I’analyse des principaux groupes microbiens.
Aprés analyse, certains groupes microbiens (Flore totale aérobie mésophile (FTAM),
coliformes totaux (CT) et fécaux (CF), des staphylocoques a coagulase positive (SCP),
Salmonella, des levures et moisissures (LM) ainsi que des bactéries lactiques (BL) déterminés
dans les fromages (FPV et FPA), fabriqués avec du coagulant végétal de Cynara. cardunculus
ou de la présure animale a montré que les niveaux des bactéries lactiques semblent étre le
groupe microbien prédominant dans tous les échantillons de fromages examinés, faisant
partie souvent de la microflore naturelle du lait. En effet, la différence significative entre les
différents échantillons de fromages examinés confirme 1’effet de coagulant sur les niveaux de

BL.

Concernant les autres groupes étudiés notamment la flore pathogene et d’altération
(CF, CT, SCP, et LM), la présence de certains genres bactériens est évidente selon le type du
fromage, a titre d'illustration, la présence de staphylocoques a coagulase positive dans le
fromage reflete les faibles mesures de contrdle appliquées pendant le processus de la
fabrication du fromage et/ou la contamination du lait cru utilisé. Alors que, la présence de la
flore d’altération semble logique en raison des différentes étapes de fabrication traditionnelle
(conditions souvent insalubres) et de la mauvaise pratique durant I'élimination des matiéres
fécales des mamelles avant la traite. La présence de la flore d’altération, associés a la flore
pathogéne, suggére que les mesures d’hygiéne pendant le processus de la fabrication du

fromage doivent étre améliorées.
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Perspectives

Ce travail ouvre de nouvelles perspectives de recherche dans cette voie, nous
comptons poursuivre et approfondir ces aspects en prenant en charge, les éléments

complémentaires qui nécessitent une telle étude :

- Pour prolonger la présente étude, il serait intéressant d’augmenter le nombre d’échantillons
par type de fromage, type de lait et selon 1’origine animale afin de rendre plus homogeéne

I’étude.

- L'analyse sensorielle des fromages fabriqués n'a pas été effectuee, il serait alors possible

d’étre réalisée afin de connaitre la perception gustative.

- La chromatographie liquide a haute performance en phase inversée couplée a la
spectroscopie de masse (RP-HPLC-MS), rapide et fiable, est proposée pour quantifier toutes

les principales fractions de caséine lors de la protéolyse.

- Afin d’¢largir les connaissances sur les facteurs influengant la croissance des micro-
organismes pathogénes, il serait intéressant d’étudier 1’évolution de la flore au cours de la
conservation des fromages. Ainsi, ces résultats permettraient de renforcer encore la sécurité

sanitaire des aliments.

- La rhéologie du fromage caractérise son comportement en déformation lorsqu'il est soumis a
une contrainte ou a une déformation. Il serait alors possible d’utiliser des méthodes
rhéologiques ou des appareils plus sensibles tels que le chymographe pour étudier la

formation des gels et leurs fermetés.
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Résumé

Le Jben est un fromage frais traditionnel populaire en Algérie et en Afrique du Nord,
généralement fabriqué a partir de lait cru de ruminants (vaches, brebis ou chevre). Ces
proceédés de fabrications traditionnelles sont encore utilisés dans de nombreuses régions,
notamment pendant la saison d'abondance du lait. La présente étude a été réalisée pour
évaluer et comparer l'effet de deux agents de coagulation du lait (animal et végétal) sur les
paramétres physico-chimiques, les profils d’acides gras, les indices de qualité des lipides, la

protéolyse primaire, la fraction minérale et les caractéristiques microbiologiques.

La caractérisation physico-chimique a montre que le pH, lI'acidité, la matiere séche, la
matiére grasse, les teneurs en protéines, les cendres et D’activit¢ de [’eau étaient
respectivement de 6,19, 92,5 °D, 43,7 g/100 g, 23,4 g/100 g, 15,2 g/100 g, 2.1 g/100 g et 0.98
dans le FPV et 5,21, 80,3 °D, 50,1 g/100 g, 20,6 g/100 g, 13,8 g/100 g, 1.7 g/100 g et 0.98,

respectivement pour le FPA.

Les teneurs moyennes en éléments majeurs (Ca, P, Na, K et Mg) et en traces (Zn, Cu,
Mn et Fe) des échantillons du Jben ont été classées comme suit : Ca> P > Na > K > Mg et Fe
> Cu > Mn > Zn, respectivement dans le FPA et Ca> P > K> Na > Mg et Fe > Cu > Zn >
Mn, respectivement pour le FPV. Le profil des acides gras (AG) a été déterminé a l'aide de la
méthode GC-MS. Pour le FPA, les AG comprenaient 0,09 a 28,8 % d’acides gras saturés
(AGS), 0,85 a 27,68 % d’acides gras monoinsaturés (AGMI) et 3,22 % d’acides gras
polyinsaturés (AGPI), alors que pour le FPV, les AG comprenaient 0,22 a 27,81 % d’AGS,
1,10 4 28,16 % d'AGMI et 3,07 % d'AGPI. Egalement, I'acide palmitique était le principal AG
dans les fromages, tandis que l'acide oléique était le principal AG insaturé. Le niveau d’AGS
le plus faible a été observé dans le FPV, qui présentait les indices de santé les plus bénéfiques.
Les résultats du profil électrophorétique sur gel d'urée-polyacrylamide (urée-PAGE) ont
révélé gue les échantillons du Jben présentaient une protéolyse minime, notamment fabriqués

par la présure animale.

L’analyse microbiologique de différents échantillons des fromages a révélé que la
qualité microbiologique du fromage traditionnel (Jben) était acceptable pour la plupart des
échantillons testés. Les résultats ont révélé que les échantillons examinés présentent des
charges importantes en bactéries lactiques avec une différence significative entre les deux
types de fromage (FPA et FPV). En plus des bactéries lactiques, le Jben abrite également de
micro-organismes pathogénes et d’altération incluant les staphylocoques a coagulase positive,
les coliformes totaux et fécaux, les levures et moisissures. Ces résultats indiquent la nécessité

d'une meilleure hygiéne pendant la traite et la production de fromage.
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D’autre part, le bon choix des agents de coagulation du lait joue un réle important dans
la fabrication des fromages avec des propriétés acceptables, notamment la présure végétale
qui ouvre de nouveaux horizons d’étre utilisé a grande échelle comme substitut approprié a la

présure animale.

Mots clés : Caractéristiques physicochimiques, coagulant vegétal, fromage traditionnel, Jben,

minéraux, présure animale, profil des acides gras, protéolyse, qualité microbiologique.
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Abstract

Jben is a popular traditional fresh cheese in Algeria and North Africa, usually made
from raw ruminant milk (cow, sheep or goat). These traditional manufacturing processes are
still used in many regions, especially during the abundant milk production season. The
present study was carried out to evaluate and compare the effect of two milk coagulation
agents (animal and vegetable) on physicochemical parameters, fatty acid profiles, lipid quality

indices, primary proteolysis, the mineral fraction and microbiological characteristics.

The physicochemical characterization showed that the pH, acidity, dry matter, fat,
protein contents, ash and water activity were respectively 6.19, 92.5°D, 43.7 ¢g/100 g, 23.4
g/100 g, 15.2 ¢/100 g, 2.1 g/100 g and 0.98 in CVR and 5.21, 80.3 °D, 50.1 g/100 g, 20.6
g/100 g, 13.8 g/100 g, 1.7 g/100 g and 0.98, respectively for CAR. The average contents of
major elements (Ca, P, Na, K and Mg) and traces (Zn, Cu, Mn and Fe) of the Jben samples
were classified as follows: Ca > P > Na > K > Mg and Fe > Cu > Mn > Zn, respectively in
FPA and Ca>P > K > Na> Mg and Fe > Cu > Zn > Mn, respectively for FPA.

The fatty acid (FA) profile was determined using the GC-MS method. For CAR, FAs
comprised 0.09 to 28.8% saturated fatty acids (SFA), 0.85 to 27.68% monounsaturated fatty
acids (MUFA), and 3.22% polyunsaturated fatty acids (PUFA), whereas FAs of CVR
included 0.22 to 27.81% SFA, 1.10 to 28.16% MUFA, and 3.07% PUFA. Also, palmitic acid
was the main FA in cheeses, while oleic acid was the main unsaturated FA. The lowest level
of SFA was observed in CVR, which had the most beneficial health indices. The results of the
urea-polyacrylamide (Urea-PAGE) gel electrophoretic profile revealed that the Jben samples

exhibited minimal proteolysis, particularly produced by animal rennet.

The microbiological analysis of different cheese samples revealed that the
microbiological quality of traditional cheese (Jben) was acceptable for most of the samples
tested. The results revealed that the samples examined present significant loads of lactic acid
bacteria with a significant difference between the two types of cheese (CAR and CVR).
In addition to lactic acid bacteria, Jben also harbors pathogenic and spoilage microorganisms
including coagulase-positive staphylococci, total and fecal coliforms, yeasts and molds. These

results indicate the need for better hygiene during milking and cheese production.

On the other hand, the right choice of milk coagulation agents plays an important role
in the manufacture of cheeses with acceptable properties, in particular vegetable rennet, in
particular vegetable rennet which opens new horizons of being used on a large scale as a

suitable substitute for rennet animal.
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Key words: Physicochemical characteristics, vegetable coagulant, traditional cheese,

Jben, minerals, animal rennet, fatty acid profile, proteolysis, microbiological quality.
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Annexe 1

Tableau 9: Matrice de corrélations entre les différentes paires de caractéres mesurées dans le FPV ; coefficients de corrélation (au-dessous de la
diagonale) et probabilité (au-dessus de la diagonale).

pH
AC
MS
MG
PR
CE
AE
FTAM
BL
SCP
CT
CF
LM

pH
1,0000
- 0,9525
- 0,6359
- 0,4360
-0,4728
-0,5811
0,8742
-0,7972
-0,8511
0,7937
0,5353
0,5280
0,7310

AC
p=0,000
1,0000
0,7018
0,4957
0,5333
0,6391
- 0,9529
0,8786
0,9392
- 0,9253
- 0,6510
- 0,6308
- 0,7626

MS
p=0,066
p=0,035
1,0000
0,9519
0,2519
0,9935
-0,7031
0,8037
0,6823
- 0,6888
- 0,5793
- 0,5717
- 0,4164

MG
p=0,241
p=0,175
p=0,000
1,0000
0,2328
0,9641
- 0,4863
0,6177
0,4708
- 0,4832
- 0,4652
- 0,4500
- 0,1664

PR
p=0,199
p=0,139
p=0,513
p=0,547

1,0000
0,2259
- 0,4125
0,2763
0,3773
-0,4238
-0,7088
-0,6619
- 0,0295

CE
p=0,101
p=0,064
p=0,000
p=0,000
p=0,559

1,0000
-0,6414
0,7482
0,6030
- 0,6203
-0,5782
-0,5617
- 0,3589

AE
p=0,002
p=0,000
p=0,035
p=0,184
p=0,270
p=0,063

1,0000
- 0,9584
-0,9275

0,9247
0,6511
0,6573
0,8521

FTAM
p=0,010
p=0,002
p=0,009
p=0,076
p=0,472
p=0,020
p=0,000
1,0000
0,9106
- 0,8853
- 0,6069
- 0,6580
-0,7702

BL
p=0,004
p=0,000
p=0,043
p=0,201
p=0,317
p=0,086
p=0,000
p=0,001

1,0000
-0,9718
- 0,5597
-0,5733
-0,7312

SCP
p=0,011
p=0,000
p=0,040
p=0,188
p=0,256
p=0,075
p=0,000
p=0,001
p=0,000

1,0000

0,6602

0,6236

0,7222

CT
p=0,137
p=0,058
p=0,102
p=0,207
p=0,033
p=0,103
p=0,058
p=0,083
p=0,117
p=0,053

1,0000
0,9596
0,2845

CF
p=0,144
p=0,068
p=0,108
p=0,224
p=0,052
p=0,116
p=0,054
p=0,054
p=0,107
p=0,073
p=0,000

1,0000
0,2690

LM
p=0,025
p=0,017
p=0,265
p=0,669
p=0,940
p=0,343
p=0,004
p=0,015
p=0,025
p=0,028
p=0,458
p=0,484

1,0000
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Annexe 2

Tableau 10: Matrice de corrélations entre les différentes paires de caracteres mesurées dans le FPV ; coefficients de corrélation (au-dessous de la
diagonale) et probabilité (au-dessus de la diagonale).

pH
AC
MS
MG
PR
CE
AE
FTAM
BL
SCP
CT
CF
LM

pH
1,0000
-0,955
-0,447
-0,185
-0,428
-0,551
0,939
-0,959
-0,850
0,956
0,892
0,852
0,898

AC
p=0,000
1,0000
0,453
0,258
0,596
0,602
-0,970
0,970
0,915
-0,951
-0,956
-0,931
-0,959

MS
p=0,228
p=0,220

1,0000
0,917
0,274
0,922

-0,388
0,408
0,079

-0,634

-0,256

-0,566

-0,537

MG
p=0,634
p=0,503
p=0,000
1,0000
0,335
0,898
-0,211
0,199
-0,069
-0,405
-0,061
-0,383
-0,405

PR
p=0,251
p=0,090
p=0,475
p=0,379

1,0000

0,417

-0,629

0,538

0,587

-0,557

-0,556

-0,668

-0,633

CE
p=0,125
p=0,086
p=0,000
p=0,001
p=0,264

1,0000
-0,554
0,531
0,304

-0,713

-0,405

-0,621

-0,674

AE
p=0,000
p=0,000
p=0,302
p=0,586
p=0,070
p=0,122
1,0000
-0,981
-0,892
0,931
0,892
0,852
0,913

FTAM
p=0,000
p=0,000
p=0,275
p=0,608
p=0,135
p=0,141
p=0,000
1,0000
0,879
-0,926
-0,908
-0,870
-0,929

BL
p=0,004
p=0,001
p=0,839
p=0,859
p=0,097
p=0,427
p=0,001
p=0,002
1,0000
-0,770
-0,962
-0,802
-0,856

SCP
p=0,000
p=0,000
p=0,067
p=0,280
p=0,119
p=0,031
p=0,000
p=0,000
p=0,015

1,0000

0,847
0,911
0,913

CT
p=0,001
p=0,000
p=0,506
p=0,877
p=0,120
p=0,280
p=0,001
p=0,001
p=0,000
p=0,004

1,0000
0,914
0,916

CF
p=0,004
p=0,000
p=0,112
p=0,309
p=0,049
p=0,075
p=0,004
p=0,002
p=0,009
p=0,001
p=0,001

1,0000

0,941

LM
p=0,001
p=0,000
p=0,136
p=0,280
p=0,067
p=0,047
p=0,001
p=0,000
p=0,003
p=0,001
p=0,001
p=0,000

1,0000
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Annexe 3

Tableau 11: Variation des principaux éléments et Oligo-éléments du fromage Jben fabriqué a
partir de deux agents de coagulation du lait (agneau et végétal).

ANOVA
Somme des Carré
carres ddl moyen F P
Calcium Intergroupes 12100,000 1 12100,000 8,990 ,096
Intragroupes 2692,000 2 1346,000
Total 14792,000 3
Phosphore  Intergroupes 2209,000 1 2209,000 3,966 ,185
Intragroupes 1114,000 2 557,000
Total 3323,000 3
Sodium Intergroupes 5700,250 1 5700,250 4,470 ,169
Intragroupes 2550,500 2 1275,250
Total 8250,750 3
Potassium  Intergroupes 576,000 1 576,000 ,885 ,446
Intragroupes 1301,000 2 650,500
Total 1877,000 3
Magnésium Intergroupes 342,250 1 342,250 3,710 ,194
Intragroupes 184,500 2 92,250
Total 526,750 3
Zinc Intergroupes ,002 1 ,002 1,818 ,310
Intragroupes ,002 2 ,001
Total ,004 3
Cuivre Intergroupes ,000 1 ,000 ,074 ,811
Intragroupes ,006 2 ,003
Total ,006 3
Manganeése Intergroupes ,001 1 ,001 9,000 ,095
Intragroupes ,000 2 ,000
Total ,001 3
Fer Intergroupes ,007 1 ,007 478 ,561
Intragroupes ,028 2 ,014
Total ,035 3
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Annexes

Annexe 4

Tableau 12: ANOVA testant la variation des valeurs des principaux groupes microbiens des
fromages traditionnels frais (FPA et FPV).

ANOVA
Somme des Carré
carrés Ddl moyen F P
FTA Intergroupes 4,401 1 4,401 8,483 ,010
M Intragroupes 8,300 16 ,519
Total 12,701 17
CT Intergroupes 527 1 527 ,266 613
Intragroupes 31,678 16 1,980
Total 32,205 17
CF Intergroupes 811 1 ,811 , /30,405
Intragroupes 17,768 16 1,111
Total 18,579 17
SCP  Intergroupes ,408 1 ,408 147 707
Intragroupes 44 529 16 2,783
Total 44,937 17
SAL Intergroupes ,000 1 ,000
Intragroupes ,000 16 ,000
Total ,000 17
LM  Intergroupes ,166 1 ,166 ,156  ,698
Intragroupes 17,061 16 1,066
Total 17,227 17
BL Intergroupes 5,067 1 5067 11,558 ,004
Intragroupes 7,014 16 ,438
Total 12,081 17

146



