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Introduction

L’Algérie a une tradition des produits laitiers bien établie, transmise de géneération
en géneration, qui a un aspect important de la culture algérienne. Le lait abondant durant
certain moment de I’année, difficile de le conserver et facilement périssable, surtout dans les
zones a climat chaud. Dans n’importe quelle culture, il a été toujours traité pour augmenter la
durabilité et la valeur nutritive et en méme temps permettre la commercialisation,
les femmes algériennes comme toutes les cultures pastorales, ont toujours été les principaux
protagonistes autour de la transformation du lait. Cette derniére se fait par 1’intermédiaire
des bactéries lactiques (Claps et Morone, 2011).

En Algérie, le lait cru est transformé par des méthodes traditionnelles en (Lben), en

(Zebda) ou en (Dhan) et autres produits laitiers. Ces produits retiennent leurs qualités
désirables méme apres une longue conservation a température ambiante.
Zebda est un produit laitier algérien, fabriqué a partir du lait cru entier par des méthodes
traditionnelles. La fermentation du lait cru aboutit a la formation d'un lait caillé qui est baratté
jusqu’a la séparation des grains du Zebda. Il est conditionné par la suite dans des pots
en plastiques fermés hermétiquement et entreposés a une basse température. Ce produit cru
n’ayant pas subit au préalable un traitement thermique, contient au minimum 82%
de matiere grasse selon la réglementation algérienne (Marth et Steele, 2001).

Zebda a été utilisé non seulement comme aliment, mais aussi a usage cosmétique,
médical et pour les cérémonies religieuses. En Algérie, le Zebda et le Dhan ont été la fierté
de la tradition culinaire depuis des siécles. Leur préparation est faite selon un savoir-faire
spécifique a la région est transmis d’une génération a une autre. Ces deux produits possédent
une qualité microbiologique composée d’une flore indigéne locale qui refléte les conditions
climatiques de la région (Bensalah et al., 2011).

La microflore microbienne du lait cru, composée essentiellement des bactéries lactiques,
participe de facon importante a 1’élaboration des caractéristiques organoleptiques des produits
laitiers fermentés (laits fermentés, fromages). De nombreuses études scientifiques montrent
que les produits laitiers préparés traditionnellement a partir du lait cru ont des saveurs
typiques et des qualités nutritionnelles de plus en plus recherchées par le consommateur
(Ouadghiri, 2009).

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont largement
utilisées dans I’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations
lactiques. Elles assurent non seulement des caractéristiques particulieres d’aromes
et de texture, mais aussi une bonne sécurité alimentaire. Cette sécurité est favorisée grace
a la production des acides organiques (acides lactiques et acétiques), qui font baisser le pH
dans le milieu, et par la synthese de bactériocines qui renforce cette conservation
(Alaoui et al., 2016).

L’objectif de notre travail qui consiste a faire des analyses bactériologiques
et physicochimiques pour déterminer la qualité du Zebda traditionnel des deux régions
Texanna et Taher (wilaya de Jijel).

-



Introduction

Cette étude est divisée en deux parties, une partie bibliographique dans laquelle
un ensemble de données et d’informations concernant notre théme ont été collectées.

Cette partie est partagée en deux chapitres :

» Le premier chapitre est consacré a une synthese bibliographique articulée sur le lait
de fagon générale ;

» Le deuxieme chapitre, montre les différents produits laitiers et les caractéristiques
physicochimiques et bactériologiques du Zebda.

La deuxiéme partie, porte sur une étude expérimentale exposant le matériel
et les méthodes utilisées tout au long de notre travail. La derniére partie est consacrée
aux résultats et discussion, ainsi qu’une conclusion afin d’achever notre travail.

-




Chapitre 1 Généralité sur le lait

I.1. Définition du lait de vache

Selon Codex Alimentarius (1999) : « Le lait est le produit intégral de la traite totale
et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait
doit étre recueilli proprement et ne doit pas contenir du colostrum ».

Le lait de vache est un aliment privilégié et parfaitement adapté pour le veau,
est totalement contre nature, inadapté et déconseillé a tous les étres humains, quel que soit
leur état de santé et quel que soit leur &ge (méme pour ceux qui affirment trés fort le supporter
tres bien), mais c'est encore plus vrai et plus les implications de cette alimentation anormale
sont encore plus importantes et plus graves chez les enfants, et pour les personnes agées deja
affaiblies par des décennies d'alimentation erronee et d'erreurs (Quigley et al., 2013).

I.2. Composition du lait de vache

Le lait de vache est un lait caséineux. Il est constitué d’une partic majoritaire d’eau,
les glucides principalement représentés par le lactose, les lipides, essentiellement
des triglycérides ; les sels minéraux a 1’état ionique et moléculaire et les éléments a 1’état
de trace mais au réle biologique important, enzymes, vitamines et oligoéléments.

Les données sont des approximations quantitatives, qui varient en fonction
d’une multiplicité de facteurs : race animale, alimentation et état de santé de 1’animal, période
de lactation, ainsi qu’au cours de la traite. Il reste que la composition exacte d’un échantillon
de lait ne peut s’obtenir que par analyse-résultat dans le tableau 1 (Roudault et lefrag, 2005).

Tableau 1 : Composition moyenne du lait de vache pour 1litre (Roudaut et Lefrang, 2005).

Nutriments | Quantités (g) Caractéristiques
Eau 870 /
Protéines 35 La caséine est la plus importante : 30g, c’est une protéine

globulaire associée a I’acide phosphorique. Elle contient
tous les acides aminés : Lactalbumine et Lactoglobuline.

Glucides 50 Il s’agit du lactose qui se transforme facilement en acide
lactique.

Lipides 35 Essentiellement des triglycérides moins denses que 1’eau, ils
forment la créeme.

Minéraux 9 Calcium, phosphore, un peu de potassium, de chlorure de
sodium. Trés pauvre en fer.

Vitamines Variables | Toutes les vitamines sont présentes, on retiendra A et D

dans la creme (liposoluble), B1 et B2 (hydrosolubles). Un
peu de vitamine C selon I’alimentation du bétail.

1.3. Propriétés Physico-chimiques du lait

Les propriétés physico-chimiques du lait sont plus ou moins stables, elles dépendent soit
de I’ensemble des constitutions comme sa densité, son point de congeélation, son point
d’¢ébullition et son acidité. Le pH renseigne précisément sur I’état de fraicheur du lait. Un lait
de vache frais posséde un pH de I’ordre de 6,7.




Chapitre 1 Généralité sur le lait

S’il y a une action des bactéries lactiques, une partie du lactose du lait sera dégradée
en acide lactique, ce qui entraine une augmentation de la concentration du lait en ions
hydronium, donc une diminution du pH.

Le pH du lait change d’une espéce a lautre, étant donnée les différences
de la composition chimique, notamment en caséines et en phosphate. Le lait & une densité
varie de 1,028 a 1,034 ; elle doit étre supérieure ou égale a 1,028 a 20°C (Vierling, 2008).

Le point de congélation du lait est la température de passage de 1’état liquide a 1’état
solide. L’abaissement du point de congélation peut aussi €tre causé¢ par la subdivision
du lactose en plusieurs molécules plus petites. Il peut varier de - 0,52 a - 0,56 °C ; toute
variation supérieure a - 0,52 °C est un indice de mouillage. Il permet la détection
du mouillage du lait a partir de 3% (Mahaut et al., 2000).

Comme pour le point de congélation, le point d’ébullition du lait est de 100.5 °C.
Il est fonction du nombre de particules en solution et par conséquent, il augmente avec
la concentration du lait et diminue avec la pression. Ce phénoméne dans les procédes
de concentration du lait (Vignola, 2002).

I.4. Qualité du lait
1.4.1. Qualité nutritionnelle

Le lait est défini comme un aliment presque complet, car il est une source riche
et appréciable d’éléments nutritifs, assure a I’organisme une part majeure de ses besoins
en énergie, en apportant les éléments indispensables, excellente source de calcium,
et de phosphore mais il est carencé notamment en fer et en acides aminés soufrés (méthionine,
cystéine) (Mahaut et al., 2000). C’est I’aliment complémentaire par excellence des glucides
apportés par les céréales et les tubercules.

Le potentiel énergétique d’un litre de lait est respectivement de 2720 KJ, 2090 KJ
et 1460 KJ suivant qu’il est entier, demi-écréme ou écrémé (Kalandi et al., 2015).
Le lait assure aussi une triple sécurité a I’lhomme : apport protéique, minéral ou en vitamine.
I1 contient des protéines riches en résidus d’acides aminés essentiels et des minéraux d’intérét
nutritionnel (calcium et phosphore) sous forme organique et minérale facilement assimilable
par D’organisme. Un litre de lait d’origine bovine contient environ 50g de lactose,
32g de protéines et 40g de matiére grasse (Jeantet et al., 2008).

1.4.2. Qualité organoleptique

Le lait est de couleur blanche, opaque a cause des micelles de caséinates, ou parfois
bleuté ou jaunatres due en grande partie a la matiére grasse et aux pigments de carotene,
aux pigments de caroténe (la vache transforme le -caroténe ou lactoflavine (vitamine A)
qui passe directement dans le lait) (Fredot, 2005 ; Biatcho, 2006).

L’odeur est caractéristique du lait du fait de la matiere grasse qu’il contient, fixe
des odeurs animales. Elles sont liées a ’ambiance de la traite, a I’alimentation (les fourrages
a base d’ensilage favorisent la flore butyrique, le lait prend alors une forte odeur).




Chapitre 1 Généralité sur le lait

Au cours de la conservation, le lait est caractérisé par une odeur aigre due a ’acidification
par 1’acide lactique. Elle est toujours faible et variable en fonction de I’alimentation
de la femelle productrice. Il a une saveur légérement sucrée due a la présence d’un taux
de lactose. Elle évolue en fonction de la température du lait lors de la dégustation,
et de I’alimentation de I’animal (Vierling, 2003).

La viscosité est une caractéristique importante de la qualité du lait, étant donné
qu’une relation intime existe entre les propriétés rhéologiques et la perception de la qualité
par le consommateur. Elle est une propriété complexe qui est particulierement affectée
par les particules colloides émulsifiées et dissoutes (Fredot, 2006).

1.4.3. Qualité Microbiologique

Le lait est de par sa composition, il est un substrat trés favorable au développement
des microorganismes. On répartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux
grandes classes : La flore indigéne ou originelle et la flore contaminant. Cette derniere
est subdivisée en deux sous-classes : la flore d’altération et la flore pathogéne
(Leyral et Vierling, 2001).

1.4.3.1. Flore originelle

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions
a partir d’un animal sain (moins de 10° germes/ml). Il s’agit essentiellement de germes
saprophytes du pis et des canaux galactophores. La flore naturelle du lait cru est un facteur
essentiel particulierement a ces propriétés organoleptiques.

Le lait cru est protége contre les bactéries par des substances inhibitrices appelées
« lacténines» mais leur action est de trés courte duré environ 1 heure.

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, dont les vertus
se ressemblent, et qui produisent de 1’acide lactique comme produit final du processus
de fermentation. Elles sont partout dans la nature, et se trouvent aussi dans le systeme digestif
de I’homme. Si elles sont surtout connues pour le role qu’elles jouent dans la préparation
des laitages fermentés (Fotou et al., 2011; Alaoui et al., 2016).

1.4.3.2. Flore de contamination

Cette flore correspond a I’ensemble des microorganismes contaminant le lait de la traite
jusqu’a la consommation. Elle est composée d’une part, d’une flore d’altération, qui cause
des défauts sensoriels ou qui réduit la durée de conservation des produits, et d’autre part,
d’une flore pathogeéne dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).

Le lait peut se contaminer par des apports microbiens d'origines diverses qui sont
représentées dans le tableau 2.

-
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Tableau 2 : Les différentes sources de contamination du lait cru (Guiraud, 2003).

Sources Germes
Personnel Coliformes, Salmonella, Enterococcus, Staphylococcus
Streptomyces, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, levure et
Air moisissures.

Intérieur de pis

Streptomyces, Corynebacterium, Micrococcus.

Extérieur de pis

Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Enterococcus.

Feces Escherichia, Staphylococcus, Salmonella, Listeria, Mycobactrium.
Appareil de Streptomyces, Micrococcus, Bacillus, Coliformes, Clostriduim.
traite
Litieres Bacillus, Klebsiella.
Sol Clostriduim, Bacillus, Mycobactrium, Pseudomonas.
Alimentation | Levure et moisissures.
Eau Clostriduim, Listeria, Bacillus, Bacteries lactique, Coliformes,

Pseudomonas, Corynebactérium, Alcaligens.
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C’est I’augmentation de la production du lait durant certaines saisons et la difficulté
de la conservation sous la forme fraiche, a conduit au développement des technologies
de productions traditionnelles. La transformation du lait en produits laitiers traditionnels
algériens, tels que raib, lben, jben, klila, bouhezza, smen et zebda est réalisée via
une fermentation spontanée sans 1’ajout d’une entrée sélectionnée. Cette transformation fait
partie intégrante de 1’héritage et a une grande importance culturelle médicinale
et economique.

La consommation des produits laitiers est également associée a des effets bénéfiques sur
la santé en plus de leurs valeurs nutritionnelles (Takahiro et al., 2007; Shan-na et al., 2011).

11.1. Raib

Le Raib fait partie des produits laitiers fermentés populaires en Algérie (lait fermenté).
Il a une trés ancienne tradition en Algérie, il est fabriqué a partir du lait cru de vache
ou de chévre. La fermentation du lait est spontanée, le produit a un aspect de yaourt
(Mechai et Kirane, 2008).

11.2. L’ben

L’ben est fabriqué a partir du Raib qui est baratée dans une outre appelée « Chekoua »
faite de peau de chevre. Le barattage dure 30 a 40 minutes (Benkerroum et Tamime, 2004).
Différents fromages traditionnels tels que Bouhezza et Klila sont fabriqués a partir de lben
(Aissaoui, 2004).

11.3. Jben

Jben est un fromage traditionnel frais, sa préparation repose sur la coagulation de lait cru
(coagulation enzymatique), tout d’abord le lait de chévre ou de vache ou un mélange entre
les deux est laissé a fermenter spontanément a température ambiante jusqu’a la coagulation,
apres le lait coagulé est égoutté pour obtenir le caillé qui est le Jben
(Benkerroum et Tamime, 2004).

11.4. Klila

C'est un fromage frais ; maigre obtenu aprés coagulation naturelle du lait (vache, chévre)
(Guetouache et Guessas, 2015). Ce fromage est fabriqué a partir de Iben qui se modifie
par l'augmentation de son pH, puis chauffé jusqu'a la séparation du lactosérum, la phase
aqueuse est séparee, le coagulum est recupére et appelé klila (Mennane et al., 2008).

11.5. Bouhezza

C’est un fromage affiné traditionnel, & pate molle, préparé a partir du lait de vache.
Il est trés répondu dans 1’Est Algérien, sa préparation se fait par une quantité initiale de Iben,
durant toute la période de fabrication des quantités supplémentaires de Iben seront ajoutées.
Le salage, I'égouttage et l'affinage sont réalisés simultanément dans la chekoua pendant
la période de 3 a 4 mois (Aissaoui et al., 2012).
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11.6. Smen (beurre clarifie)

Le Smen c’est la Zebda ou Dhan qui est lavé, salé et malaxé , puis conditionné dans
des pots en terre cuite fermés hermétiquement et entreposés dans un endroit frais et obscur
a température ambiante (Luquet et Corrieu, 2005).

11.7. Zebda
1.7.1. Définition

Selon le Codex Alimentarius, Zebda (beurre traditionnel) est un produit gras dérivé
exclusivement du lait et/ou de produits obtenus a partir du lait, principalement sous forme
d’une émulsion du type eau dans huile. Il est obtenu par barattage de la créme du lait
(Benkerroum, 2013).

Zebda peut étre préparé a partir du lait de différentes especes; le lait cru est soumis
a une acidification spontanée a température ambiante jusqu'a la coagulation

(Idoui et al., 2010).

Zebda obtenu présente une consistance molle du fait de la forte concentration en eau.
Une caractérisation physicochimique d’un Zebda Algérien est donnée dans le tableau 3.

Tableau 3: Caractérisations physicochimiques du Zebda Algérien
(Benkerroum et Tamime, 2004).

Parameétre Valeurs moyennes

Humidite 14,0%

NaCl 1,5%

Lactose 1,2 g/100g
Matiéres grasse 81,0 g/100g
Protéines 3,2 9/100g
Lipides insaponifiables 0,3 g/100g
Indice d’acide 52,0 mg KOH/g lipide
Indice peroxyde 3,7 mg KOH/g lipide

11.7.2. Qualité nutritionnelle

Zebda contient la presque totalité des lipides du lait et 2,7g de protéines pour 100g.
Les lipides sont des glycérides possédant : 65% d’acides gras saturés, 35% d’acides gras
insaturés, 15% d’acides gras sont a chaine courte et moyenne particulierement digestes
et 3% a 5% des acides gras polyinsaturés essentiels (acide linoléique et linolénique).

Zebda est la seule matiere grasse qui apporte de la vitamine A en quantité notable
(une ration journaliére de 24g couvre environ 30% des besoins en vitamine A). 1l est fabriqué
a partir de la creme (le barattage) et contient 0,89 de protéines pour 100g (Vilain, 2010).
Son faible point de fusion le rend digeste : un temps de sé€jour dans 1’estomac plus faible
que celui des autres maticres grasses animales et une vitesse d’absorption plus grande.

Zebda contient de petits pourcentages de protéines, sucre du lait et de I'eau qui en font
un substrat approprié pour microorganismes (Ghasemloy et al., 2017).

|



Chapitre 11 Les produits laitiers traditionnels

1.7.3. Qualité organoleptiques

Selon la saison, le godt, la texture et la couleur du Zebda, les caractéristiques
organoleptiques changent. Zebda de printemps fait avec du lait de vaches nourries a 1’herbe,
aura plus d’ardbme et une texture plus tartinable. De méme, Zebda de printemps sera jaune
pale tandis que Zebda d’hiver sera blanc. Aussi, la texture du Zebda se fait en fonction
des rapports entre la matiere grasse liquide et la matiére grasse solide
(Samet-Bali et al., 2009).

11.7.4. Qualité microbiologique

La composition de la flore du Zebda traditionnel, dépend non seulement de la qualité
microbiologique du lait cru, mais aussi des ustensiles utilisées lors de la fermentation du lait
et lors du barattage. Il peut contenir des bactéries lactiques, des levures et des moisissures.
L’ensemble de ces microorganismes sont représentées dans le tableau 4. Les germes
et especes de bactéries lactiques participant dans la fabrication du Zebda sont des bactéries
mésophiles (Benkerroum et Tamime, 2004).

Les microorganismes du Zebda peuvent étre groupés en deux catégories :

Les bactéries lactiques causent une aussi forte acidité, tandis que les bactéries lipolytiques
détruisent et oxydent la teneur en graisse conduisant a la rancidité du Zebda, et les bactéries
protéolytiques dégradent caséine du Zebda causant le golt de fromage. Les Coliformes,
entérobactéries et autres bactéries sont responsables de la coloration et des goQts indésirables
dans le Zebda. La flore dominante du Zebda est constituée par la flore lactique naturelle ou
introduite sous forme de levain. La flore naturelle est constituée par Lactococcus diacetylactis
a cOté de Lactococcus cremoris. Ces deux espéces sont responsables de la production d’aréme
dans le Zebda (Bettach et al., 2012).

Les altérations du Zebda sont provoquées par les bactéries psychrophiles (Pseudomonas
et bactéries apparentées) ou leurs lipases qui entrainent une acidité. Les odeurs putrides
peuvent étre provoquées par Shewanella putrefaciens, des colorations diverses sont
provoquées par des moisissures : Alternaria, Clodosporium, Mucor, Rhizopus et Geotrichum.
les moisissures sont microorganismes respectables de la détérioration du Zebda , la majorité
des especes étant Thamnidium, Cladosporium et Aspergillus (Benkerroum et Tamime,
2004).
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Tableau 4 : Différents groupes bactériens du Zebda (Zagorec et al., 2012).

Groupes Caractéristiques

bactériens

Bactéries C’est I’ensemble des microorganismes aptes a se multiplier a ’air et aux
mésophiles températures moyennes (entre 25et 40°C). Certaines bacteries sont
aérobies pathogénes pour I’homme.

Coliformes Ce groupe contient toutes les bactéries aérobies ou anaérobies
totaux facultative, Gram négative asporulée en forme de batonnets, mobiles, ou

non, ils ferment le lactose.

Staphylococcus | Ces bactéries sont des cocci, Gram positive et catalase positive.

Levures Leur présence n’est pas souhaitée dans les produits alimentaires,
ce germe provoque des altérations.

Moisissures Les moisissures aboutissent a une modification de la valeur
nutritionnelle du produit, & I’apparition de flaveurs indésirables, dans
d’autres cas certaines moisissures élaborent des substances toxiques qui
peuvent provoquer des intoxications.

11.7.5. Structure du Zebda traditionnel

La matiére grasse existe dans le Zebda sous deux formes: matiere grasse globulaire
et libre. Une partie de la matiére grasse sous ces deux formes est a I'état cristallisé et un peu
a l'état liquide. La dureté et la consistance du Zebda dépendent donc de la proportion
et de la composition de ces deux formes de matiére grasse.

Le globule gras joue un role prépondérant dans la fabrication du Zebda, et les
caractéristiques physiques et chimiques de la matiere grasse du lait varient avec la race, la
période de lactation et I'alimentation. Ainsi, en été la proportion des acides gras insaturés, plus
mous, est plus grande qu'en hiver. Les agglutinines peuvent s'associer a la couche
périphérique des globules gras individuels et favoriser leur juxtaposition sous forme de
grappes de plusieurs centaines d'unités, facilitant d'autant l'ascension de la matiére grasse
(Figure 1). De plus, certains globules ont une membrane plus ou moins enveloppante
et forment ainsi différents types d’agglomérations de globules gras (Paul, 2010).

Globules Membrane Cristaux de Gouttelettes Bulles
Gras globulaire matiére grasse aqueuscs d'air

Figure 1 : Microstructure du Zebda a température ambiante (Walstra et al,. 1999).

&
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11.7.6. Fabrication traditionnelle du Zebda

Il est reconnu en Algérie depuis 1’antiquité que les femmes des nomades ont joué un réle
tres important dans la transformation du lait en produits dérivés traditionnels, notamment
le Zebda (Le Quellec et al., 2006).

La préparation du Zebda ou beurre frais est passée par différentes étapes représentées
dans la figure 2. Tout d’abord le lait cru est laissé a fermenter a température ambiante 24h
a 72h jusqu’a la coagulation du lait et la formation d’un produit laitier traditionnel appelé
«Raib », ce dernier est placé dans un sac de peau appelé « Chacoua » (environ 10L), puis
baratté pendant 40 & 60min jusqu’a la formation d’un liquide appelé « L ben » et une matiere
grasse appelé « Zebda » (Idoui et al., 2010). Le barattage du lait se fera le lendemain s’il fait
froid. En cas de chaleur, le lait collecté sera battu le jour — méme.

Lait frais

“ Coagulation a température ambiante

Séparation du lactosérum 1-3 jours
1-Maceération de plan| Ajoute de NaCl Lait )
coagulé
Coagulante | Barattage
2-Séparation du
Lactosérum :
——— Lait acide L ben Beurre frais
3-Salage Affinage Zebda
3-4 mois 1- lavage, mélange
Salage
M M 2-Ajout de plant v
Fromage Fromage fermenté Fromage fermenté Beurre rance Fromage frais
frais Jben 1 Bouhezza klila Smen Jben 2

Figure 02 : Schéma représentant les étapes de fabrication de quelques produits laitiers
traditionnels algériens (Aissaoui et al., 2012).

L’extraction du Zebda se fait selon les étapes suivantes :

- Un ajout d'eau froide permet de refroidir et de regrouper les grains du Zebda. Puis,
le processus de barattage se poursuit pendant quelques minutes jusqu'a lI'obtention de globules
grasses.

- Une filtration permet quant a elle la séparation entre le babeurre et les grains du Zebda
obtenu (Figure 3). La récupération du Zebda s’cffectue généralement a la main
(Benkerroum et Tamine, 2004).
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Babeurre

Beurre

Figure 3 : Photo du Zebda et babeurre (Benkerroum et Tamine, 2004).

Zebda est un produit périssable ; il doit étre conserveé a basse température (2 a 4°C)
ou consommeé des sa production. Comme les moyens de réfrigération sont pratiquement
inexistant, et afin de mieux conserver ce produit, il est nécessaire de le transformer en produit
dérivé.

Ce dernier est connu chez les nomades sous le nom de «Dhan» et est conservé
traditionnellement dans un récipient appelé « O'kka » a température ambiante
(Benkerroum et Tamine, 2004 ; Ghasemloy et al., 2017).
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Notre étude expérimentale comporte deux parties :
La partie microbiologique est réalisée au niveau du laboratoire de contr6le de qualité et de
conformité « Normalyse » de la wilaya de Jijel du 05 Mai au 31 Mai 2019. Alors que 1’étude
physicochimique est réalisée au sien du laboratoire de controle de qualité du département de
microbiologie appliquée et des sciences alimentaires de 1’université Mohammed Saddik Ben
Yahia-Jijel et la matiére grasse est concue au laboratoire de laiterie « IGILAIT» Tassoust-
Jijel.

111.1. Echantillonnage

Les échantillons du Zebda issus du défirent lait de wvache, ont été fabriqués
traditionnellement. Le prélevement du Zebda se réalise a I’aide d’une spatule stérilisée dans
des sachets en plastique environ 250g (Figure 4). Les analyses sont portées sur deux
échantillons du Zabda (Tableau 5), vendue dans lalaiterie des différentes régions de Jijel
(Texanna et Taher).

Figure 4 : Produits laitiers traditionnels « Zebdax.

Tableau 5 : Dates des prélévements.

Echantillons Echantillon 1 Echantillon 2
Dates de prélévements 05-05-2019 05-05-2019
12-05-2019 12-05-2019
19-05-2019 19-05-2019

Les conditions essentielles a respecter pour le prélevement sont d’abord le respect des
regles d’asepsie et le non modification des flores présentes dans le produit. Dansla mesure du
possible, les échantillons du produit a analyser doivent étre amenés au laboratoire dans leur
conditionnement d’origine, ce qui évité certaines contamination.

Les manipulations effectués au cours du prélevement ne doivent en aucun cas étre a I’origine
d’une contamination : nécessité des instruments stériles et de travailler stérilement.
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111.2. Méthode d’analyses physicochimiques
Les analyses physicochimiques d’un produit sont réalisées afin de garantir les
caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques de ce dernier.

111.2.1. Mesure du pH

Le pH est la concentration en ions d’hydrogéne (H*) dans la solution :pH= -log [H30"].
La mesure du pH consiste a la mesure de la différence du potentiel a une température
ambiante, entre une électrode de mesure et une électrode de référence introduites dans le
produit. Il est ’'une des mesures que 1’on doit effectuer le plus fréquemment, il est relié a la
teneur en ions H et aussi a I’acidité et I’alcalinitéde 1’échantillon.

Le pH-metre est I’appareil le plus utilisé pour la mesure du pH. D’abord, brancher le pH-
metre, le laisser se stabiliser pendant quelques minutes, installer les électrodes aux entrées
correspondantes sur 1’appareil, étalonner I’appareil a 1’aide d’une solution tampon. Ensuite
rincer ’¢électrode avec de 1’eau distillée, puis plonger 1’¢électrode dans 1’échantillon a analyser
et lire la valeur du pH directement. Aprés chaque mesure la sonde du pH est rincée un court
instant a ’eau purifiée (eau distillée) puis rapidement immergée dans le liquide de
conservation indiqué par le constructeur (Benaissaet al., 2016).

111.2.2. Détermination de P’acidité titrable

L’acidité titrable exprime le nombre de gramme d’acide lactique présent dans un litre de lait.
Elle consiste en une neutralisation par la soude (N/9) des composants acides du lait en
présence d’un indicateur coloré qui est la phénolphtaléine. L’unité conventionnelle de
’acidité est le degré dornic ou 1°D représente 0,1g d’acide lactique par litre de lait (Moulay
et al., 2006).

Dans un bécher, on introduit 10g d’échantillon, on ajoute lentement 20ml d’eau distillée et
agitant le bécher jusqu'a homogénéisation, puis on prend 2 a 4 gouttes d’un indicateur coloré
(phénolphtaleine) qui sont ajoutées a 1’échantillon. En fin, la titration est réalisée avec une
solution de soude (N/9) jusqu’a apparition de la coloration rose pale et qui persistera pendant
10 secondes, noter le volume de NaOH utilisé pour la titration (AFNOR 1986). L'acidité
exprimée en degré Doronic est donnée par la relation suivante :

Acidité °D = Vnaon X 10
V : la chute de burette ou volume de la soude.

111.2.3. Détermination de la teneur en matiere grasse (la méthode acido-butyrometrique)

L’acido-butyrométrique de GERBER est utilisée pour la détermination du taux de matiere
grasse. Elle est basée sur la dissolution des protéines par addition d’acide sulfurique
et la séparation de la matiére grasse, dans un butyromeétreest favorisée par centrifugation
et par addition d’une petite quantité d’alcool iso-amylique.10ml d’acides sulfuriques H2SO4
(d=1,82) sont verseés dans un butyromeétre(Figure5), par I’intermédiaire d’un distributeur,
et a ’aide d’un systéme de pipetage, un volume de produit préparé (59 du Zebda) est ajouté
le butyroimétre, le col en bas est placé pendant 10mn dans un bain-marie et puis 1ml d’alcool
iso-amylique est versé. Le butyrometre est bien fermé par un bouchon.
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Afin de favoriser la dissolution des protéines par I’acide sulfurique, des agitations et des
retournements du haut en bas sont effectués soigneusement jusqu’a ce qu’un mélange
homogéne, soit obtenu. Le butyrometre est placé par la suite dans une centrifugeuse et le
mélange est centrifugé a 1000Rpm pendant 10min et a 60°C.
Le résultat est lu sur la graduation du butyromeétre aprés arrét de la centrifugeuse détermine la
quantité de matiére grasse en pourcentage %(Serhan, 2008).

Figure 5. Butyromeétre et centrifugeuse de séparation de matiére grasse des produits analysés.

111.2.4. Dosage de la matiere séche

C’est une dessiccation par évaporation d’une certaine quantit¢ de 1’échantillon et pesée du
résudu.Dans une capsule séchée et tarée introduire 9g du Zebda puis I’introduire dans 1’étuve
réglée a 103°C+-2°C et I’y laisser 3h. Mettre ensuite les capsules dans un dessicateur et
laisser refroidir jusqu’a la température ambiante(Quseamet al, 2009). La matiere seche
exprimée en pourcentage massique est égale a :

EST = (P3-P1)/(P2- P1)*100
Avec .
EST : Extrait Sec Totale.
P1: le poids de la capsule vide.
P2 :le poids de la capsule + poids du Zebda avant étuvage.
P3: le poids de la capsule plus celui dufromage apres étuvage et dessiccation.

111.2.5. Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve, a 103°C jusqu'a
I’obtention d’un poids constant. C’est une méthode gravimétrique qui consiste en la
détermination de la perte de poids par dessiccation (Berger et al., 2004).

Le taux d’humidité (H%) est ensuite calculé selon la formule suivante :

H%= 100-EST

111.2.6. Dosage des acides gras

La préparation des esters méthyliques pour le dosage des acide gras.D’abord,dans un
tube avec bouchon, on ajoute 20mg de matiére grasse avec 0.5ml d’heptane, puis on agite le
melange et mettre de 0.2ml de NaOH & 2mol/L dans le méthanol. Ensuite, porter au bain
thermostaté a 60°C pendant 30s a 1min et agiter 10s, et on ajoute aussi 02ml de HCI a
2mol/L et on agite et transvase dans un petit tube en verreet laisser décanter.
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Enfin, on préléve 100uL de la phase supérieure et met dans un tube en verre et faire évaporer
en milieu ventilé et reprende par 50uL d’heplane ou de chloroforme.

Apres extractiona I’heptane,les esters méthyliques ont été ensuite analysés par CPG sur des
colonnes polaires pour obtenir le profile en AG(Serhan, 2008).

I11.2.7. Dosage des métaux lourds (Cadmium, zinc, cuivre) par spectrophotométre
d’absorption atomique avec flamme

Le dosage des métaux lourds se fait par acide nitrique qui diminuer le pH inférieur
a 2 par addition.Effectuer la lecture a la longueur d’onde 283nm. Tenir compte de la valeur
lue pour le témoin, se reporter a la courbe d’étalonnage(Adriane et al.,1998).

111.3. Analyses bactériologiques
111.3.1. Préparation de la solution mere et les dilutions

On pese 259 du Zebda et on mélange avec 225ml d’une solution de Ringer dans
erlenmeyer, ensuit bouché avec un papier aluminium, le mélange est ajouté dans le bain
mariea 45°C pendant 20min. Les dilutions faites comme suit :1ml de la solution mére est mis
dans 9ml de la solution de Ringer avec une homogeénéisation. A partir de cette dilution
d’autres dilutions sont effectuées jusqu’a 10(Guiraud, 2003).

111.3.2. Dénombrement de la flore mésophile aérobie mésophile (FTAM)

Cette flore appelée aussi « flore aérobie mésophile (FAMT) est un bon indicateur de la qualité
générale et de la stabilité des produits ainsi que la qualité (propreté) des installations.
La FTAM est une microflore complexe qui constitue un élément majeur de la pollution
microbienne. Il s’agit des microorganismes qui se développent bien sur milieu ordinaire
(Guiraud, 2003).

Le dénombrement des germes aérobies, c’est tenter de compter tous les microorganismes
présents, afin d’apprécier la pollution microbienne du produit. Ce dénombrement dépend des
conditions de température et d’oxygénation. Pour la recherche de cette flore on préléve
aseptiquement a ’aide d’une pipette stérile 1ml de la solution mére (10%) et le place dans une
boite de pétri stérile, puis on coule la gélose PCA et mélanger la boite par un mouvement de
formes 8, la méme technique pour les autres dilutions 102,10 (I’ensemencement en masse).
L’incubation des boites s’effectue a 30°C pendant 48h. Chaque boite retenue devra contenir a
plus 300 colonies et o moins 15 colonies. On calcule le nombre N des microorganismes
présents dans 1’échantillon a I’aide de la forme suivante :

N= >c¢
(n1+0.1 n2) d

C : nombre de colonies comptées par boite.

nl: nombre de boites comptées dans la premiere dilution.

n2 : nombre de boites comptées dans la deuxiéme dilution.

d : Facteur de dilution de la premiere dilution (JORA, 2017).
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111.3.3. Dénombrement des Coliformes

Les coliformes totaux sont des germes ubiquitaires dans les milieux naturels et leur
présence n’est pas synonyme de contamination mais leur grande résistance utiliseée comme un
indicateur de présence ou de manque d’hygiene.
Pour les coliformes fécaux,leurprésence dans [I’échantillon est une indication d’une
contamination fécale récente (Guiraud, 2003).

Le dénombrement est effectué par ensemencement de 3 tubes a partir de chaque dilution
101,102 et 10-3(chaque tube contenant 10ml de milieu VBL) :
Agiter pour que I’inoculum soit répartir y compris sous la cloche ;incuber les 9 tubes & 37°C
(Coliformes totaux) et 44°C (Coliformes fécaux) pendant 48h.
Pour la lecture des résultats qui sont considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :
-un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche).

-un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le témoin
de la fermentation du lactose présent dans le milieu.

Pour la confirmation de présence des coliformes. Les tubes de VBL trouvés positifs lors du
dénombrement des coliformes totaux seront 1’objet d’un repiquage donnant a la fois : un tube
de VBL muni d’une cloche, un tube d’eau peptonée exempte d’indole. L’incubation se fait
cette fois-ci a 44°C pendant 24 a 48h. Pour la lecture des résultats qui sont considérés comme
positifs les tubes présentant a la fois: un dégagement gazeux dans les tubes de VBL
(supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche) et un anneau rouge en surface, témoin de la
production d’indole par Escherichia coli apreés adjonction de 2 & 3 gouttes du réactif de
Kovacs dans le tube d’eau peptonée exempte d’indole.

La lecture finale s’effectue également selon des prescriptions de la table de Mac grady en tenant
compte du fait qu’Escherichia coli est a la fois producteur de gaz et I’indole a 44°C(JORA,
2017).

111.3.4. Dénombrement des Streptocoques fécaux

Les streptocoques se regroupent en coques Gram positif, asporulés, immobiles, groupés
en paires ou surtout en chaines de longueur variable. lls sont aéro-anaérobies ou micro
aérophiles. La recherche et le dénombrement comporte deux tests :

» Test de présomption
A partir de la solution mére (10?1) introduire 1 ml dans trois tubes de milieu ROTHE
double concentration (D/C) ,1ml de dilution (10?) et (10%) dans une série de 2*3 tubes de
milieu ROTHE (S/C) simple concentration. Homogeénéiser et incuber a 37°C pendant 24 a
48heures.

» Test de confirmation
Tous les tubes qui présentent un trouble microbien sont repiqués dans des tubes de milieu
Eva Litsky et incubés a 37°C pendant 48heures.
Pour la lecturesont considérés comme positifs les tubes d’Eva Litsky a la fois : Un trouble
microbien et une pastille blanchétre ou violette au fond du tube. Le nombre de streptocoques
fécaux est exprimé par le NPP selon la table de Mac Grady (JORA, 2017).
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111.3.5. Dénombrementde la flore fongique

D’aprés Guiraud (1998),les levures et moisissures se multiplient de fagcon normale dans
les produits acides. Leur dénombrement représente un bon paramétre d’appréciation de la
capacité de conservation des produits laitiers de fermentation. Le milieu de culture utilisé
pour le dénombrement est OGA(G¢élose glucosée a 1’oxytétracycline).

L’ensemencement est effectué en surface par les dilutions 102,102,
L’incubation se fait a une température de 20 a 25°C pendant 5 jours et faire la lecture pendant
tous les jours de I’incubation(JORA, 2017).

111.3.6. Dénombrement de Clostridium sulfito- réducteurs

Les Clostridium sulfito- reducteurs sont des anaérobies stricts cultivant & 37°C possédent
des spores résistant au moins 10 minutes a 80°C.La présence des Clostridium est un singe
d’une contamination fécale ou tellurique.

Leur dénombrement nécessite un chauffage a 80°C pendant 8 a 10minutes des deux tubes
contenant I’'un 1 ml de solution mére (10?) et I’autre 1ml de dilution (107%).Puis a un
refroidissement immédiat sous 1’eau de robinet, dans le but d’élimine les formes végétatifs et
de garder uniquement les formes sporulées. Ensuiteadditionné le milieu viande-foie
préparéspar ajout d’une ampoule d’Alun de Fer et une ampoule de sulfitede sodium.Laisser
solidifier sur paillasse pendant 30minutes.

L’incubation a lieu a 37°C pendant 48heures.Les spores de Clostridiumssulfito-réducteurs
apparaissent sous forme de grosses taches noires(JORA, 2017).

111.3.7. Recherche de Staphylococcus aureus

Ledénombrement est effectué en deux étapes :
Enrichissement sur milieu Giollitti et Cantoni additionné de téllurite de potassium ensemencé
par la solution mére et les dilutions 102,103puis incubation a 37°C pendant 48 heures, les
tubes comptés positifs sont ceux qui présentent un noircissement.
Ensemencement en surface par étalement a partir des tubes positifs sur le milieu Chapman
puis incubation a 37°C pendant 24 heures a 48 heures.(JORA, 2017).

111.3.8. Recherche de Salmonella

Les Salmonelles sont des bactéries toujours pathogenes. Leur recherche et leur
identificationpermettent donc de montrer le danger possible d’un produit.
Leur recherche nécessite des phases successives :

Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide : Prélever 25gramme du produit dans un
flacon de 225ml d'eau peptonée tamponnée + 1ml de vert brillant qui sera incubé a 37°C
pendant 18 & 24heures. Ensemencement de la prise d’essai dans de I’eau péptonée tamponnée
a température ambiante, puis incubation a 37°C pendant 18 a 24heures.

Enrichissementen milieu sélectif liquide : Ensemencement dans le bouillon au sélénite, milieu
Leifson, Muller Kauffmane ou bouillon SFB pour augmenter la représentation des
Salmonelles. Incuber a 37°C pendant 24h.
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Ensemencement par stries sur gélose Hektoen a partir des tubes qui présentent des résultats
positifs (voir une coloration rouge brique)et incuber a 37°C pendant 24heures(JORA, 2017).

111.3.9. Dénombrement des entérobactéries

Ce dénombrement est effectué sur la gelose VRBG.
L’ensemencement est effectué en masse a raison de 1ml des dilutions 101,102t 102 Le
milieu fondu et refroidi a 45°C est coulé¢ et mélangé avec I’inoculum. Apres solidification,
une deuxieme couche de méme milieu est ajoutée. L’incubation a lieu pendant 24 h & 37°C
(JORA, 2017).

111.3.10. Dénombrement des bactéries lactiques
111.3.10.1. Leuconostoc

Leuconostocs rassemblent aux coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles,
qui possédent un caractére hétéro-fermentaire marqué, avec production d’acide lactique de
CO: et d’éthanol. Pour dénombrer, en utilisant la gélose MRS Vancomycine, 0.1ml de chaque
dilution sont ensemencés en surface puis incubée a 30°C pendant 24 h a 48h (Guiraud,
2003).

111.3.10.2. Lactococcus

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paires ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
I’acide lactique, seul Lactococcuslactisssp. lactisbiovar.
Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing espéces, Lactococcuslactis est ’espece la
plus connue avec ses trois sous-especes : Lc. lactisssp. lactis, Lc. lactisssp. Cremoriset Lc.
lactisssp. hordniae.
Le milieu de culture et dénombrement de base de Lactococcus est M17. Le milieu est
ensemencé en surface par0.lml de chaque dilution puis incubée a 30°C pendant 24h
(Guiraud, 2003).

111.3.10.3. Lactobacillus

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae. Il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants.
La gélose MRS est utilisee pour le dénombrement et I’isolement des lactobacilles, 1ml de la
dilution est inoculé en profondeur puis les boites sont incubées a 30°C pendant 5
jours(Guiraud, 2003).

I11.4.Purification et isolements des bactéries lactiques
111.4.1.Techniques d’isolement

L’isolement a été réalisé sur gélose M17 et MRS préalablement coulée et solidifiée dans
des boites de Pétri, en portant 0.1ml des dilutions a la surface du milieu suivi d’un étalement.
L’incubation est faite a 37°C pendant 24h a 48h (Idouiet al., 2010).
Une goutte a été prelevée de la solution mére et ensemencé par étalement sur gélose MRS, de
la méme facon on a ensemencé la gélose M17.
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Unegoutte de la dilution 10 a été prélevée et ensemencée en strie sur gélose MRS, & raison
de deux boites par dilution(une boite gélose MRS a pH 5,4 et I’autre boite gélose MRS a pH
6,5), puis incuber pendant 48h a 30°C (Kacem et Karam, 2006). La méme méthode
d’isolement a été adoptée pour le reste des dilutions, ainsi sur gélose M17.

111.4.2.Purification

La purification des souches isolées a €eté realisée par repiquages successifs sur gelose
MRS et M17 par la méthode des stries. L’incubation a été réalisée a 30°C pendant 48h
(Kacem et Karam, 2006).

La pureté des souches est révélée par la présence sur gelose de colonies homogenes ayant le
méme aspect, la méme couleur, la méme taille et la méme forme.

La coloration de Gram a été faite pour confirmer la pureté des souches. Les souches a Gram
positif et catalase négatif sont retenue pour la suite de I’étude.

Afin de purifier les souches, des repiquages successifs sont effectuées sur les bouillons (MRS
ou M17) et gélose (MRS ou M17). La purification des souches consiste a les ensemencer en
stries sur des boites de Pétri coulées avec des milieux MRS (solide).

Les boites sont ainsi incubées a 37°C pendent 24h. L’opération est répétée jusqu’a 1’obtention
des colonies pures (Guiraud, 2004).

111.4.3. Pré-identification des isolats

Caractérisation et identification des souches lactiques : Apres avoir obtenu des cultures
homogénes, plusieurs tests ont été réalisés pour I’identification des souches.Cette étude est
basée sur I’observation macroscopique et microscopique.

111.4.3.1. Examen macroscopique

Ce test permet de mettre en évidence la morphologie de colonies obtenues sur des
milieux solides, il s’agit d’une observation a 1’ceil nu qui consiste a déterminer les parametres
suivants : (Taille, couleur et forme des colonies).
Cette étude est basée sur 1’0bservation de la culture des isolats sur gélose MRS et M17 pour
caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies (Badiset al ., 2005).

111.4.3.2. Examen microscopique

On utilise le microscope optique pour determiner par la suite la forme et la disposition
des cellules bactériennes ; ainsi que leur type de Gram (Gram positif pour les bactéries
lactiques).
L’aspect microscopique est révélé par la coloration de Gram qui a pour but de différencier les
bactéries a Gram positif de celles @ Gram négatif et d’observer la forme et le mode de
regroupement.

111.4.3.3. Coloration de Gram

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal ; il est ensuite
rincé rapidement a I'eau courante, traité pendant une minute par une solution de Lugol, et de
nouveau rince rapidement. On soumet alors le frottis coloré a une étape de décoloration en le
traitant avec I'éthanol 95%.
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Il s'agit de I'étape critique : la lame est maintenue inclinée et en fait couler le solvant sur le
frottis pendant 2 a 3 secondes seulement jusqu'a ce que le colorant cesse de s'échapper
librement du frottis. Celui-ci est alors immédiatement rincé a I'eau courante. A ce stade les
cellules gram négatif seront incolores, les cellules Gram positif violettes. On soumet ensuite le
frottis a une contre coloration de 30 secondes a la fushine pour colorer les cellules Gram
négatif présentes. Aprés un bref rincage, on seche le frottis au buvard et on lI'examine a
l'objectif @ immersion (grossissement X 1000) (Singleton, 1999).

I11.5. Identification des isolats
111.5.1. Tests physiologiques
111.5.1.1.Recherche de catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade 1’eau oxygénée (H202) en eau métabolique (H20)
et oxygeéne (Oz2). On émulsionne dans une goutte d’eau oxygénée, déposée sur une lame
propre, une colonie bien distincte. La réaction chimique de la dégradation d’eau oxygénée
s’établit comme suit :

2H202 catalase 2H20 + 02
———

L activité catalasique permet la dégradation de 1’eau oxygénée en oxygene et en eau. Elle est
mise en évidence en déposant une a deux colonies de I’isolat de la souche a tester dans une
solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes sur une lame. Un dégagement gazeux abondant
sous forme de mousse, traduit la décomposition de 1’eau oxygénee(Guiraud, 2003).

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase positif) des autres bactéries.

111.5.2. Tests biochimiques
111.5.2.1. Recherche de I’arginine di hydrolase (ADH)

Ce test est intéressant dans la caractérisation des bactéries lactiques. Cette enzyme ayant
I’aptitude de libérer ’ammoniac et la citrulline a partir de 1’arginine. Il s’applique de la facon
suivante : Dans chaque tube a essai, on introduit 1ml d’une culture jeune a laquelle on ajoute
quelques gouttes d’arginine en ampoules. Aprés I’incubation a 37°C pendant 24h, les souches
d’arginine positives catabolisent I’arginine et libérent ’ammoniac (NHR 3R) et empéchent le
virage de la couleur au jaune (Guiraud, 1998).

111.5.2.2. Production de I’acétoine(Acetyle-Méthyle-Carbinol)

Sur milieu de Clark et Lubs, etapres ensemencement des souches et incubation a 37°C
pendant 24 a 48h. La production de I’acétoine est testée par la réaction de Vogues Proskauer
(VP) et s’applique de la fagon suivante : Dans un tube a essai on introduit 1ml de 1a culture a
tester, on ajoute 5gouttes du réactif VVPI (solution de soude NaOH a16% dans 1’eau distillée)
et le méme volume du réactif VPII. On agite soigneusement les tubes et laisse reposer 5 a
10min a température ambiante. Le test positif se traduit par I’apparition d’un anneau rose a la
surface du milieu, aprés 10min(Guiraud, 1998).

111.5.2.3. Recherche du type fermentaire
Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homo-fermentaires de celles
hétero-fermentaires.
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Il consiste a mettre en évidence la production du gaz (CO2).Des souches fraiches
préalablement cultivées sur gélose MRS ont été ensemencées dans des tubes stériles contenant
du bouillon MRS sans citrate et une cloche de Durham. L’incubation est réalisée a 30°C
pendant 24 a 48heures.

Les souches homo-fermentaires produisent 1’acide lactique a partir du glucose, par contre les
souches hétéro-fermentaires produisent 1’acide lactique et le CO. a proportions égales
(Guiraud, 2003).

111.5.2.4. Test de MEVAG

Le but de cetest estde déterminer la voie empruntée par la bactérie pour dégrader les
sucres (Glucose, Galactose, Adonitol et Glycérol). D’abord,deux tubes de milieu M.E.V.A.G.
sont régénérés par chauffage au bain marie, puis additionnés de glucose puis solidifiés. Puis,
I’ensemencement se fait par piqure centrale : Un tube est incubé en aérobiose et 1’autre en
anaérobiose réalisé par dépot d’une couche de paraffine stérile sur le milieu et incubée 37°C
pendant 24h. La méme technique pour Galactose, Adonitol et Glycérol.
Enfin, la lecture :

< Si la coloration jaune en milieu aérobie ou anaérobie —Fermentation

< Si la coloration jaune en milieu aérobie ou anaérobie— Fermentation aérobie stricte

< Si le milieu reste rouge soit anaérobie ou aérobier—Inerte (Guiraud, 2003).

111.5.2.5.Test de Nitrate réductase
Certaines bactéries anaérobies facultatives utilisent un métabolisme de type oxydatif sous
des conditions d’anaérobies. Ce procédé est la respiration anaérobie.

Les nitrates sont en principe toxiques pour la plupart des bactéries mais certaines peuvent les
utiliser comme accepteur des électrons et 1’azote moléculaire formé est rélargie dans le
milieu. La présence est alors déterminée a I’aide des réactifs de GRIESS-ILOSWAY : Acide
Sulfanilique et Alpha Napha- tylamine. Pour la technique,au bouillon de nitrate ensemencé,
ajouter 4 gouttes du réactif 1(acide sulfanilique), puis 4gouttes du réactif 2 (alpha-
naphytylamine).
Enfin, la lecture :
-Si la coloration rose apparait : la bactérie possede la nitrate réductase.
-Si le milieu reste incolore :
-Soit les nitrates n’ont pas été reduits.
-Ou bien ils ont été transformées en nitrate puis en Azote.

L’addition d’un réducteur comme la poudre de Zinc permet de différencier ces 2 vois :
-Si le milieu devient rose ; les Nitrates sont présentes +— la bactérie ne possede pas la
Nitrate réductase.
-Si le milieu reste tel quel : Les nitrates ont été réduites en Nitrates puis en azote
ammoniacal : La bactérie possede la Nitrate réductase (Guiraud, 2003).

111.5.2.6.Test du TSI (Gélose Glucose-Lactose-Saccharose-H2S)
A partir de la suspension bactérienne, ensemencée a 1’aide d’une pipette pasteur stérile le
milieu T.S.1. par des stries sur la pente et piqure centrale au culot.
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-Ne serrer pas complétement le tube

- Incuber le milieu & 37°C pendant 24h.
La lecture : Si le culot est jaune : la bactérie est Glucose positif.

- Si la pente est jaune : la bactérie est diholoside négatif.

- S’il y a noircissement au milieu de tube : la bactérie est HzS positif.

- S’il y a présence d’une ou plusieurs poches de gaz : la bactérie produit le gaz (Guiraud,
1998).

111.5.2.7.Test du Mannitol-mobilité
Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher
simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité. On a ensemencé les souches
étudiées dans le milieu par pigdre centrale, et incubé a 30°C+1°C pendant 18 a 24h. Le virage
au jaune du milieu indique la fermentation du mannitol, une diffusion dans la gélose indique
la mobilité des bactéries. Et on fait la lecture comme suit :

-Si le milieu prend une coloration jaune : la bactérie est mannitol positif.

-Si le milieu reste rouge : la bactérie est mannitol négatif.

-Si les bactéries sont mobiles, elles se disperseront a partir de la piqure d’ensemencement
créant un trouble dans le milieu, sinon la bactérie est mobilité négatif (Guiraud, 1998).

111.5.2.8.Recherche d’Hydrolase (Test d’O.N.P.G)

La présence d’une Béta-Galactosidase est recherchée chez les bactéries récoltées sur un
milieu gélosé lactosé dont les colonies sont mises en suspension dans de 1’eau distillée stérile
a laquelle est ajouté un disque de papier imprégné d’O.N.P.G. La suspension est mise au bain-
marie toutes les 15mn. La plupart des réactions donnent une coloration jaune en 15a 30min,
mais certaines peuvent étre tardives donc la lecture se fait aprés 24h d’incubation avant de
conclure que la réaction est négative (Guiraud, 2003).

111.5.2.9.Recherche de citrate de Simmons
A partir d’une colonie caractéristique, ensemencer le milieu en surface par des stries
serrées uniquement la moitié du milieu, 1’autre moitié servira comme témoin. Incubation a
37°C pendant 24h.
La lecture s’effectue par :
Citrate positive : culture avec alcalinisation du milieu (virage de I’indicateur au bleu).
Citratenégative : pas de culture (coloration verte de milieu inchangée) (Guiraud, 2003).

111.5.2.10.Test du RM (Rouge de methyle)/\VVP (Vosges-Proskauer)

Deux tubes contenant chacun 0,5 ml de milieu Clark et Lubs sont ensemencés a ’aide
d’une anse, apres incubation a 30°C+1°C pendant 18 a 48 h, on ajoute deux gouttes de réactif
VP dans I'un des deux tubes et deux gouttes de réactif RM dans ’autre. Une teinte rouge
cerise indique une réaction VP positive. Une teinte rouge indique une réactionRM
positive(Guiraud, 2003).
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111.5.2.11.Test d’Urée-indole

Une suspension dense des bactéries est introduite dans 0,5ml de milieu Urée-Indole,
I’incubation se fait a 30°C+1°C pendant 24 & 48h. Un virage de milieu au rouge violacé ou au
rouge rose indique une réaction d’uréase positive.
Deux gouttes de réactif de Kovacs sont additionnées. L apparition d’un anneau rouge indique
une réaction d’indole positif(Guiraud, 2003).
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IV.1. Résultats physicochimiques

Les résultats des analyses physicochimiques des échantillons du Zebda étudiés sont
présentés sous forme de moyenne + écarts types. Le but principal des analyses vise a vérifier
la conformité des échantillons analysés aux critéres et normes fixés par la réglementation.

IV.1.1. pH

Les résultats du potentiel d’hydrogéne des échantillons Zebda (Taher et Texanna) varient
d’une maniéré non significatifs (p<0,05). Leur valeurs varient entre 5,21+0,24 et 5,03+0,30
respectivement et consignés dans la figure 6.La valeur maximale pour la région de Taher est
5,21+0,24 et la valeur minimale pour la région de Texanna est de 5,03+0,30 (Tableau 1dans
I’annaxe II).Les deux valeurs sont trouvées dans I’intervalle 4,7 a 5,8indiqué par Jeantet et
al., (2008). Dans I’ensemble, les valeurs données par 1’analyseur sont dans les intervalles de
celles de la norme algérienne qui fixe la valeur de pH 6,6(JORA, 1998), et de celles données
par plusieurs auteurs, ce qui implique que les valeurs retrouvées répondent a la norme exigée.
Le pH dépendrait également de la présence de caséines et d’anions phosphorique. Un faible
changement de pH du c6té acide a des effets importants sur 1’équilibre des minéraux
(Chandanet al., 2008).

Texanna Taher

Figure 6. Résultats de mesure du pH des échantillons.

VI1.1.2. Acidite titrable

L’acidité est parmi les principaux paramétres qui déterminent la qualité du lait cru utiliser
pour la fabrication du Zebda. Les résultats d’acidité varient d’une maniéré non significatifs
(p<0,05). Les deux valeurs Texanna et Taher sont 28,33+0,78°Det 18+0,67°Drespectivement
représentés dans la figure 7, et le tableau 2dans 1’annexe Il. Selon la norme algérienne
(JORA, 1998), la valeur d’acidité du Zebda est fixée entrel6°D a 18°D. La valeur de
Texanna 28,33%0,78°D est supérieure a la norme, mais la valeur de Taher 18°D est conforme
a cette norme. Le pH et I’acidité dépendent de la teneur en sels minéraux et en ions, des
conditions hygiéniques lors de la traite, de la microflore microbienne et son activité (Amiot et
al., 2010).
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Figure 7. Résultats de mesure d’acidité des échantillons.

V1.1.3. Matiere seche

Les résultats de matiére séche varient d’une maniéré non significatifs (p<0,05). Les valeurs
de matiere seche du Zebda analysé varient entre 80,51+3,27% pour Texanna et 85,26+5,04%
pour Taher, représentés dans la figure 8, et le tableau 3 illustrés dans 1’annexe Il. Selon le
Journal officiel (JORA, 1998), la valeur d’extrait sec total du Zebda au minimum 84%. Donc
les deux valeurs 80,51% et 85,26% sont conformes aux normes algériennes.
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Figure8.Résultats de mesure de la Matiere seche des échantillons.

VI1.1.4. Taux d’humidité

Les résultats d’humidité varient d’une maniéré non significatifs (p<0,05). Les valeurs
varient entre 19,33+0,89% et 14,88+0,74% pour Texanna et Taher respectivement, présentés
dans la figure 9 et le tableau 4dans 1’annexe Il. Selon le Journal officiel algérien (JORA,
1998), la valeur réglementaire égale 16%. La valeur 19,33+0,89% est supérieure aux limites
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établies, mais pour la valeur de Taher est inférieure a la norme algérienne pour les produits
laitiers.
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Figure 9. Résultats du Taux d’humidité des échantillons.

V1.1.5. Matieres grasses

Les matiéres grasses sont trés importantes dans le Zebda. Les résultats de matieres
grasses varient d’une maniéré non significatifs (p<0,05) Les valeurs de Texanna et Taher de
matiere grasse égal 82,5+1,25%et 82+1.24% respectivement illustrés dans la figurelO,
et le tableau 5 dans I’annexe Il. Selon le Journal officiel algérien (JORA, 1998), la valeur

minimum de matiere grasse du Zebda égale 82%. Donc les deux valeurs sont conformes aux
normes nationales.

Matiére grasse %

Texanna Taher

Figure 10.Résultats de la Matiére grasse des échantillons.
VI1.1.6. Acides gras
Le résultat des acides gras dans le Zebda de Texanna représentent uniqguement un seul
acide gras insaturé a été detectés (L’acideoléique).Mais dans le résultat de Taher contient des
acides gras saturé sauf I'acide oléique (L'acide oléique, 1’acide caprique, I’acide palmitique,
I’acide dodecanoique et I’acide Tetradecanoique).
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Zebda de Taher est riche en acides gras saturés par rapport au Zebda de Texanna ou
uniquement un seul acide gras insaturé (Tableau 6 représentés dans 1’annexell).

Selon Idouiet al.,(2010), Zebda de vache traditionnel contenait un grandpourcentage
d'acides gras saturés (acide palmitique, acide myristique, acide stéarique, acide valérique,
acide 12-tétradécanoique, acide 14-hexadécanoique,acide vaccénique et l'acide 6,9-
octadécadienoique).Ces résultats ne sont pas en accord total avec ceux rapportés par ldoui et
al.,(2010).Cette composition en AG est liée directement a 1’alimentation : les régimes a base
de I’herbe paturée sont connus pour entrainer une augmentation des AG longs et des AGI
dans le lait. En géneral, la plupart des graisses animales contiennent, quant a elle, plus,
d’acides gras saturés (Graille, 2003), cela est en accord avec nos échantillons qui renferment
dans leurs majorité des AGS avec présence d’AGIS a un degré moyennement.

Des données représentatives et détaillées sur la composition en acides gras ont été
obtenues par GC/MS. Les profils chromatographiques des acides gras des échantillons du
Zebda relatent 1’existence des acides gras saturés a un fort pourcentage de 80% dont les plus
dominants sont 1’acide caprique, I’acide palmitique et I’acide dodecanoique, par rapport a
20% pour les insaturés, dont principalement I’acide oléique.

VI1.1.7. Métaux lourds

Les éléments traces métalliques sont généralement définis comme des métaux lourds. On
appelle métaux lourds, tout élément métallique naturel dont la masse volumique dépasse
5g/cmd. Les éléments métalliques sont, sous différentes formes, toujours présents au sein de
I’environnement. A concentration élevée, en revanche, ils présentent une toxicité plus ou
moins forte. Ces métaux lourds ne présentent pas tous les mémes risques en raison de leurs
effets sur les organismes, leurs propriétés chimiques, physico-chimiques et biologiques. Leur
toxicité est trés variable et leur impact sur I’environnement est tres différent (Park et al.,
2011).

D’aprés les résultats obtenus au cours de notre étude, ils révelent que la teneur en
Cadmium de Texanna et Taher est entre 0,0125+0,007ppm et 0,0135+0,007ppm
respectivement illustrés dans la figure 11 et le tableau 7illustrée dans 1’annexe Il. Selon le
journal algérien (JORA, 1998), la concentration de Cadmium 0,015ppm. Les deux valeurs
sont conforme a la norme réglementaire. Donc le Zebda n’est pas contaminé par le Cadmium
dans les deux régions.

0,02 0,0125
o 0,0135 cadmium

Concentration en

Texanna Taher

Figure 11. Teneur en cadmium des échantillons.
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Par la comparaison des concentrations en cuivre des échantillons avec le réglement fixé
par le Journal Officiel de la République Algérien (JORA, 1998), et qui est au maximum
0,05ppm, on constate que les deux résultats Texanna (0,0376+0,005ppm) et Taher
(0,0432+0,006 ppm) sont inférieurs a la norme par une faible valeur qui sont représentés dans

la figure 12 et le tableau 7illustrée dans 1’annexe II.

0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

Concentration en ppm

T
T
0,0376 0,0432
— cuivre
Texanna Taher

Figure 12. Teneur en cuivre des échantillons.

D’autre part, les résultats de la teneur en Zinc des échantillons de Texanna et de Taher
0,0498+0,003 et 0,0377+0,004 respectivement illustrés dans la figure 13, et le tableau
7illustrée dans 1’annexe Il. Ces résultats ne dépassent pas les normes algériennes (JORA,
1998), qui fixent comme valeur limite 0,02 a 0,09ppm, alors notre Zebda analysé est

conforme.
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Figure 13. Teneur en Zinc des échantillons.
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IV.2. Reésultats microbiologiques
IV.2.1. Germes aérobies

La flore mésophile aérobie totale nous renseigne sur la qualité hygiénique du lait
qui est la matiere premiére du Zebda. C’est la flore la plus dénombrée dans les laboratoires
de microbiologie alimentaire (Afif et al., 2008). Le dénombrement de FTAM refléte
la qualit¢ microbiologique générale d’un produit naturel et permet d’en suivre 1’évolution,
le nombre des germes totaux pourra donner une indication de I’état de fraicheur
ou de décomposition (altération) du produit (Guiraud et Rosec, 2004).
Les germes aéerobies sont présents dans les deux échantillons analysés, mais d’une charge qui
ne dépasse pas la norme 10* UFC/g. Les résultats de dénombrement des germes mésophiles
varient d’une maniéré non significatifs (p<0,05). Le nombre de ces germes mésophiles varient
entre 235+18,56 et 186+18,56 respectivement pour I’échantillon de Texanna et Taher (Figure
14).
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Figure 14 : Résultats du dénombrement de la flore totale aérobie mésophile des échantillons.

Nos résultats sont en relation avec les travaux de (Guiraud et Rosec, 2004 ;

Bachtarzi et al.,, 2015). Rapportent que le nombre des germes totaux pourra donner
une indication de I’état de fraicheur du produit ainsi que le respect de bonnes pratiques
de production des produits alimentaires.
Une charge microbienne nettement inférieure aux normes peut s’expliquer par les bonnes
pratiques d’hygiene lors de la manipulation, ainsi que les bonnes conditions hygiéniques
de production. Cette flore peut avoir plusieurs origines, elle peut provenir des vaches
elles-mémes, de leur déjection, de I’environnement des animaux tels que les batiments, 1’eau,
I’alimentation comme le fourrage ou bien du matériel de traite (Jeantet et al., 2008).

IVV.2.2. Coliformes totaux et fécaux

On parle de coliformes pour définir les microorganismes servant d’indicateurs a la
présence possible de contaminations fécales. Leur recherche et leur dénombrement permettent
d’apprécier I’importance de contamination du lait et des produits laitiers (Vignola, 2002).
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La norme algérienne concerne les coliformes étant fixé a 10UFT/ml et la recherche
des coliformes dans les échantillons analysés a montré leur absence dans les deux
échantillons.

La recherche de microorganismes indicateurs de la contamination d’origine fécale permet
de juger I’état hygiénique d’un produit. Méme a des niveaux faibles, ils témoigneraient
des conditions hygiéniques dégradées lors de la traite ou au cours du transport
(Labioui et al., 2009). Leur présence est souvent associée a des entérobactéries pathogénes
comme les Salmonella, les Shigella, les Yersinia et certains biotypes d’E.coli
(Guiraud et Rosec, 2004).

D’aprés Guiraud, (2003) et Leary, (2004), I’absence totale de coliformes indique 1’action
primordiale exercée par les traitements thermiques subits par les produits analysés d’une part
et ’efficacité des opérations de nettoyage appliquées par le NEP (Nettoyage En Place)
d’autre part.

I1VV.2.3. Streptocoques fécaux

Les streptocoques regroupent des genres tres fréquents dans 1’industrie alimentaire
comme contaminants et surtout comme agents de fermentation lactique
(Guiraud et Galzy 1980). Les résultats de leur recherche ont indiqués leur absence dans tous
les échantillons.

IVV.2.4. Levures et moisissures

Les levures et moisissures, selon Snappe et al., (2010), provoquent des accidents
de fabrication, dégradation du gout, gonflement, mauvaise présentation et la diminution
de la durée de conservation des produits.
D’aprés le JORA, (1998), le nombre fixé pour levure est 10°UFC/g et 3 x 10°UFC/g
pour les moisissures. Les résultats de denombrement de ces germes varient d’une maniéré
non significatifs (p<0,05). Le nombre de la flore fongique varient entre 4 et 30UFC/g
présentent dans la figure 15.
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Figure 15. Résultats du dénombrement de la flore fongique des échantillons.




Chapitre 1V Résultats et discussion

I1VV.2.5. Clostridium sulfito-réducteurs

Les Clostridiums sulfito-réducteurs sont utilisés comme témoin d’hygiéne dans 1’analyse
microbiologique d’un certain nombre de produits (Larpent, 1997). D’aprés nos résultats
nous observons une absence totale de cette bactérie dans tous les échantillons.
Les formes végétatives sont en général trés sensibles a la chaleur, beaucoup sont détruites
en 15 secondes a 75°C. Par contre les formes sporulées nécessitent un chauffage supérieur
a 85°C pendant 10minutes (Bimben et Feutry, 2007). Donc le traitement thermique a un
double role, il favorise la destruction des formes végétatives et la germination des spores.
Ces résultats pourraient étre essentiellement dus a D’efficacité du traitement thermique
appliqué (Lubun, 1998 ; Bimben et Feutry, 2007).

Les Clostridium sulfito réducteurs sont d’origine fécale, si elles se trouvent normalement dans
les matiéres fécales elles peuvent également vivre et se multiplier dans les milieux naturels,
les spores de bactéries sont largement répandues dans 1’environnement. La présence
de Clostridium dans les produits laitiers est a I’origine des intoxications alimentaires,
qui se trouvent dans le sol, intestin des animaux et de I’homme. Leur présence serait due
a une mauvaise hygiéne du trayeur, & de mauvaises pratiques de traite ou bien d’origine
alimentaire (Joffin et al., 1999).

IVV.2.6. Staphylococcus aureus

Cette bactérie est un pathogéne majeur produit une entérotoxine responsable
des intoxications alimentaires. Leur présence a un taux anormal indique une mauvaise
hygiéne (Guiraud, 2003). Les résultats des échantillons du zebda analysés ont montré
I’absence totale de ce germe donc, montre que ces échantillons sont conforment aux normes
algériennes (JORA, 2017), qui montre que le nombre de ces germes varient de
102 & 10°UFC/g. Les staphylocoques sont des germes courants mais dangereux s’ils sont
présents en grande quantité. Selon Multon, (1991), la contamination par des
Staphylococcus aureus peut étre d’origine humaine ou de la fabrication de 1I’aliment ou lors de
sa préparation. Dans ce cas, les souches de Staphylococcus aureus peuvent provenir d’un
portage sain sur la peau et les muqueuses, ou I’infection Staphylococcique.

IV.2.7. Salmonella

Les Salmonelles sont des bactéries toujours pathogenes provoquent des gastro-entérites
(avec éventuellement de graves complications) et trés fréquentes. Leur recherche et leur
identification permettent donc de montrer le danger possible d’un produit. L’analyse
microbiologique de ce groupe microbien pathogéne n’a pas montré de contamination,
ce qui est conforme a la réglementation algérienne. Selon JORA, (2017), I’absence
des Salmonelles dans 25g du Zebda, les résultats de tous les échantillons du zebda analysés
ont montré 1’absence totale des Salmonelles ceci montre que ces échantillons sont conforment
aux normes exigés.
L’absence des germes Staphylococcus et Salmonella dans ces produits est la conséquence
de I'utilisation de matiéres premiéres de qualité microbiologique satisfaisante et du respect
des regles de 1’hygiene durant les opérations de préparation du Zebda.
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I1VV.2.8. Entérobactéries

Selon Guiraud et Rosec, (2004) les entérobactéries totales constituent un bon indicateur
de qualité hygiénique pendant ou aprés la transformation. Guiraud, (2003) rapporte
que ces bactéries sont sensibles a la chaleur, elles sont eux-mémes un facteur de mauvaise
conservation ou d’accidents de fabrications. Les résultats de denombrement de ces germes
varient d’une maniéré non significatifs (p<0,05). Les nombres du dénombrement
des entérobactéries varient entre 240+13UFC/g pour 1’échantillon de Texanna
et 134+6, 3UFC/g pour I’échantillon de Taher (Figure 16). La présence de ces germes est un
indice d’une contamination probablement fécale, cette derniére peut provenir de I’homme lors
de la fabrication de I’aliment, de I’animal au moment de la traite du lait comme il est
la matiére premiere du Zebda. La présence des germes peut aussi démontrer un mauvais
nettoyage et une mauvaise désinfection du matériel de transformation.
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Figure 16 : Résultats du dénombrement des entérobactéries d’échantillons.

IV.2.9. Les bactéries lactiques
Pour le dénombrement de la flore lactique, nous avons utilisé les milieux MRS et M17,
les résultats de ces germes sont représentés dans la (Figurel7).
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Figure 17 : Résultats du dénombrement des bactéries lactiques d’échantillons.
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Les résultats de dénombrement des bactéries lactiquesvarient d’une maniéré non

significatifs (p<0,05). Le nombre total des bactéries lactiques comptées sur le milieu MRS et
M17 varie entre (0,12 a 12,22) x 10*UFC/g et (0,09 a 0,13) x 10*UFC/g respectivement pour
le Zebda. Selon les travaux de Belyagoubi et Abdlouahid (2013), ou ils ont trouve
que le Zebda posséde une charge bactérienne de 10° UFC/g contrairement a notre échantillon
dont nous avons remarqué que la charge dominante est présente dans le milieu MRS
est représentée par la bactérie lactique 1 (0,7x10* UFC/g et 12,22 x10* UFC/g) respectivement
pour Taher et Texanna ainsi que les milieux MRS et M17 présentent une faible charge de
bactérie lactique 2 et 3 (0,027x10* et 0,12 x10* UFC/g ) et (0,09 x10* UFC/g & 0,13x 10*
UFC/g) respectivement dans les régions de Taher et Texanna.
D’aprés les résultats de nos échantillons, la différence entre la charge microbienne
des bactéries lactiques indique probablement que la méthode de préparation du Zebda qui est
changé d’une région a une autre peut influencer la flore, aussi il y a d’autres facteurs tels que
le climat et la période de prélévement qui ont un fort effet sur le développement des bactéries
lactiques.

IV.2.9.1. Isolement et identification des bactéries lactiques a partir du Zebda
traditionnel

Lors de cette étude, nous avons identifié les souches isolées a partir du Zebda par
les procédures phénotypiques conventionnelles basées sur les tests morphologiques
et biochimiques.

» Critéres macroscopique
L’aspect macroscopique du développement des bactéries lactiques sur milieu solide
déterminé par une loupe binoculaire, les isolats ont donné des colonies blanchatres,
crémeuses, semi bombées a contour régulier et lisse, de petite tailles d’environ 0,5 a 2mm de
diametre, des exemples d’aspects culturels sont donnés dans la figure 18 dans I’annexe
(Guiraud, 2003).

> Critéres microscopiques
L’observation microscopique des souches aprés coloration des de Gram a identifié des
isolats de forme cocci et quelques formes bacillaires. Les cellules sont disposées sous forme
isolée, en paires, en chaines ou sous forme de graines de raisin (Figurel18).
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Figure 18 : L aspect microscopique des souches isolées.
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La morphologie est considérée comme la caractéristique clé pour décrire et classifier les
germes des bactéries lactiques, de ce fait, les bactéries sont divisées arbitrairement en bacilles
(BL 1) et coques (BL2 et BL3). La classification se faits aussi selon le type de Gram
et le mode d’association de ces bactéries. Le tableau 6 présente les principaux caracteres

morphologiques.

Tableau 6 : Résultats des tests de coloration de Gram, et observation microscopique.

Souches
Tests

BL1

BL2

BL3

Morphologie cellulaire

Bacille

Coque

Coque

Mode d’association

amas

Chainette, isolé,

Amas, graine de
raisin, chainette

Amas, chainette,
isolé

Gram

+

+

+

» Tests biochimiques
Autre que les caracteres macroscopiques et microscopiques. Des tests biochimiques
pour identifier les isolats sont effectués, les résultats obtenus aprés 1’incubation montrent que
tous les isolats peuvent dégrader 1’arginine (ADH+), catalase négatif. Les résultats des autres
tests représentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Résultats des tests biochimiques classiques d’identification des souches isolées.

Souches BL1 BL2 BL3
Catalase _ _ _
ADH + + +
Types fermentaires Hétero-fermentaire | Hétero-fermentaire | Homo-fermentaire
Glucose + + +
MEVAG Galactose + + +
Adonitol _ _ +
Glycérol _ _ +
Nitrate réductase + + _
H>S _ _ _
Gaz _ _ _
TSI Glucose + + +
Saccharose + + +
Lactose + + +
Mannitol-Mobilité | Mannitol _ _ +
Mobilité + +
Clark et Lubs RM + +
VP _ _ _
Urée Indole Indole _ _ _
Citrate de Simmons | Utilisation _ _ +
de citrate
ONPG _ _ _

+ : test positif,

— : test négatif
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Zebda contient une charge microbienne représentée par la flore totale aérobie mésophile
et la flore fongique. On a noté également [’absence de la bactérie pathogene
Staphylococcus aureus. Les dénombrements ont donné des valeurs nettement inférieures
aux normes fixées par le journal officiel algérien et aux travaux de plusieurs auteurs.
Dans la législation algérienne, on n’a pas trouvé des normes concernant la flore totale aérobie
meésophile, les coliformes fécaux, les Clostridium sulfito-réducteurs, pour le Zebda.
Par ailleurs, la charge microbienne n’a pas diminu¢ de la matiére premiére (lait cru) vers
le produit qu’est le Zebda. Beerens et Luquet (1987), ont rapporté 1’existence d’un transfert
de microorganismes du lait vers le zebda. Les flores microbiennes semblent peu génées par
I’acidification du lait. Le beurre fabriqué ne contient pas de Clostridium sulfitoréducteurs.

A partir du résultat microbiologique (phénotypique, biochimique et physiologique) des
différents échantillons choisis pour 1’isolement et I’identification des bactéries lactiques
originaires du Zebda, nous avons isolé 3 souches appartenant a trois différents germes qui
sont : Lactobacillus, Leuconostoc et Lactococcus (Guiraud, 2003).

0




Conclusion

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humains, indispensable pour le nouveau-né, et il
s’avére trés bénéfique pour 1’adulte. On peut le consommer a 1’état frais aussi ; on peut le
préserver comme des produits laitiers (Raib, I’ben, Zebda, ....).Parmi ces produits, Zebda
représente un produit alimentaire a large utilisation dans la pratique culinaire. Sa fabrication
traditionnelle passe par acidification du lait cru. Cette pratique influence énormément la flore
résiduelle. L’écologie des bactéries lactiques qui s’y trouvent constitue une donnée utile dans
la mesure d’amélioration et d’exploitation de cette flore dans la fabrication du Zebda.

Face au manque de travaux et de publications qui traitent cette denrée, nous avons essayé de
faire des analyses et contribuer a apporter une définition de ses caractéristiques. Pour ce faire,
deux échantillons du Zebda fabriqué traditionnellement ont été prélevés de deux points de
vente de la ville de Jijel, et ont été soumis a différentes analyses physicochimiques,
microbiologiques.

Les différents échantillons ont des pH acides varient entre 5,03 et 5,21, la matiere séche entre
de 80% et 85%, la matiére grasse tourne autour de 82%. Les valeurs de ses parameétres sont
généralement comprises dans des intervalles proches des normes retenues pour ce produit. A
I’exception, le dosage des métaux lourds montre qu’ils sont détectés sous forme de traces,
cadmium, cuivre, zinc avec des concentrations inferieures a la valeur de la norme exigée.

Des données représentatives et détaillées sur la composition en acides gras ont été obtenus par
GC/MS, les profils chromatographiques des acides gras des deux échantillons du Zebda
relatent I’existence des acides gras saturés a un fort pourcentage par rapport aux insaturés.

Concernant la qualité microbiologique, le dénombrement de la flore total aérobie mésophile,
entérobactéries montre que ces germes sont présents a des nombres ne dépassant pas les
normes. Une absence de Stapylococcus aureus, des Salmonelles, coliformes, Streptocoques et
Clostridium, avec présence de la flore fongique a des nombres variables et ne dépassent pas
les normes.

A Tl’issu de ce qu’il a été réalise, trois souches de bactéries lactique ont été isolées et
purifiées a partir des échantillons du Zebda, apres leur culture sur milieu spécifique, nous
avons identifié les souches isolées par les procédures phénotypiques conventionnelles basées
sur les tests morphologiques, physiologiques et biochimiques. Les bactéries lactiques isolées
et identifiées sont généralement : Lactobacillus, Leuconostoc et Lactococcus.

-
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Résumé

Le contrble microbiologique et physicochimique des produits alimentaires destinés a la
consommation humaine est indispensable pour éviter tout risque de contamination et veiller sur la
santé du consommateur. Ce travail a porté sur 1’étude de la qualité hygiénique et le contrdle des
analyses physico-chimiques et microbiologiques des échantillons du Zebda fabriqué
traditionnellement et plusieurs paramétres physicochimiques et microbiologiques ont été déterminés.
Le but de notre travail est confirmé si le produit «Zebda» préparé traditionnellement est
consommable.Apres les analyses physicochimiques, nous avons observé tous les paramétres qui ont
été déterminés et conformes aux normes algériennes.

Les analyses microbiologiques des échantillons montrent 1’absencetotale des germes pathogénes,
a savoir : les streptocoques fécaux, Salmonella et Staphylococcus aureus, ainsi que les spores des
anaérobies Sulfito-réducteurs et aussi les germes indicateurs de contamination a I’exception des
germes aérobies, les entérobactéries et la flore fongique avec une faible présence ne dépassant pas le
seuil d’acceptabilité. Le dénombrement de la flore lactique du produit traditionnel qui a été effectué,
trois souches de bactéries lactiques ont été isolées sur les milieux M17 et MRS a une température
d’incubation 37°C. Ces souches ont pu étreidentifiées aux genres: Lactobacillus, Leuconostoc et
Lactococcus.

Mots clés: Zebda, Analyse physicochimiques, analyse microbiologiques, bactéries lactiques,
identification.

Summary

The microbiological and physicochemical control of foodproductsintended for humanconsumption is
essential to avoid anyrisk of contamination and to ensure the health of the consumer. This workfoc
used on the study of hygienic quality and control of physic-chemical and microbiological analyzes of
samples of traditionally manufactured Zebda and several physicochemical and microbiological
parameters were determined. The purpose of outwork confirmed if the product "Zebda" prepared
traditionally is consumable.After the physicochemicalanalyzes, we have observed all the
parametersthat have been determined and conform to Algerian standards.

The microbiologicalanalyzes of the samples show the total absence of the pathogenicgerms, namely:
fecal streptococci, Salmonella and Staphylococcus aureus, as well as the spores of the anaerobes
Sulphito-reducers and the indicator germs of contamination with the exception of the aerobic germs,
enterobacteria and fungal flora with a low presence not exceeding the threshold of acceptability.

The enumeration of the lactic flora of the traditionalproduct, which has been carried out, three strains
of lacticacidbacteriawereisolated on the M17 and MRS media at an incubation temperature of 37 ° C.
Thesestrainscould beidentifiedwith the genera: Lactobacillus, Leuconostoc and Lactococcus.

Key words: Zebda, physicochemical analysis, microbiological analysis, lacticacidbacteria,
identification.
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