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Isolation of fungi with antibacterial effect from Jben

Abstract

Cheese is considered one of the traditional products still valued in Algerian society,
which necessarily requires an attempt to improve production in terms of quantity and in
return a reduction in material costs in terms of time and coagulating materials. Response
surface methodology was used to improve time, temperature, rennet concentration, CaCly,
where model analysis by ANOVA and multiple regression showed its proportionality
with yield (P < 0.0001) with a strong correlation between expected and actual values (R2
= 0.99) Significant effects of temperature and pH on coagulation efficiency.

Traditional cheese remains a favorable source for the development of contaminants
that can cause digestive and various disorders. This diversity of microorganisms is not
exempt from microscopic fungi, some studies of which have shown that some of them
produce antibacterials.

In this study, a species of mold Phoma sp was isolated on two culture media PDA
and SABOURAUD. The fungus was determined by these macroscopic and microscopic
characteristics, then the study of its ability to inhibit the growth of bacteria, namely:

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas, Bacillus, and Klebsiella
Pneumoniae.

Keywords: Djben, goat's milk, optimization, response surface, antibacterial.



Résumé

Le fromage est considéré comme I'un des produits traditionnels encore prisés dans
la société algérienne, ce qui demande nécessairement une tentative d'amélioration de la
production en termes de quantité et en contrepartie une réduction des codts matériels en
termes de temps et de matériaux coagulants. La méthodologie de surface de réponse a été
utilisée pour améliorer le temps, la température, la concentration de présure, le CaCls, ou
I'analyse des modeles par ANOVA et régression multiple a montré sa proportionnalité
avec le rendement (P < 0,0001) avec une forte corrélation entre l'attendu et les valeurs
réelles (R? = 0,99) Effets significatif de la température et du pH sur le rendement de
coagulation.

Le fromage traditionnel reste une source favorable pour le développement des
contaminants pouvant provoquer des troubles digestifs. Cette diversité de micro-
organismes n'est pas exempte des champignons microscopiques, dont certaines études ont
montré que certains d'entre eux produisent des antibactériens.

Dans cette étude, une espéce de moisissure Phoma sp a été isolé sur deux milieux
de culture PDA et SABOURAUD. Le champignon a été déterminé par ces
caractéristiques macroscopiques et microscopiques, puis 1’étude de sa capacité a inhiber
la croissance des bactéries, & savoir:

Staphylococcus aureus ; Escherichia coli ; Pseudomonas ; Bacille ; et Klebsiella
Pneumonie.

Mots-clés : Djben, lait de chévre, optimisation, surface de réponse, antibactérien.
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Introduction

Introduction

L'Algérie est un pays de tradition laitiére. Le lait et les produits laitiers occupent
une place prépondérante dans la ration alimentaire des algériens, ils apportent la plus
grosse part de protéines d’origine animale. En regard de son contenu en énergie
métabolisable, Le lait est un aliment hautement nutritif par sa richesse en glucides, lipides,
vitamines et sels minéraux (Aggad et al., 2009 ; Ahmed et al., 2010). Alors que, le lait
de chévre joue un role essentiel dans 1’alimentation humaine, c’est le lait le plus
consommeée par la communauté rurale, alors qu’il est trés peu disponible sur le marché
(Badis et al., 2004) mais ils sont facilement périssables et difficiles a conserver
(Bencharif, 2001).

En Algérie, comme dans plusieurs autres pays du monde, I’industrie fromagére
occupe une place tres importante et une grande variété de produits laitiers fermentés, est
préparée du lait crus de chevre, de vache ou de brebis par des méthodes traditionnelles,
dont le but est la bio-préservation du lait pour utilisation ultérieure. Les produits laitiers
traditionnels Algériens importants qui ont la signification commerciale sont : Rayeb,
Lben, Klila, Zebdaet Jben.

Le but de I'industrie fromagere est de transformer le lait en un produit d'utilisation
prolongée et de goGt différent grace a diverses actions microbiennes et enzymatiques (Hui
1992 ; Leroy et Vuyst, 2004).

La contribution de ces produits alimentaires a I'économie et a la sécurité alimentaire
du pays est indéniable malgré leur non - conformité habituelle aux normes réglementaires
officielles et leur commercialisation par des voies informelles (par exemple : vente
ambulante, marchés ouverts) (Benkkeroum et Tamime, 2004), d'ou la nécessité de leur
valorisation.

Parmi ces produits laitiers traditionnels algériens, nous nous sommes intéressés a la
fabrication de fromage frais « Jben ».

Derniérement, d'importants efforts ont été déployes pour développer l'usage des
probiotiques comme agents bio conservateur, les champignons de lait possédent une
capacité inhibitrice contre des bactéries pathogénes, telles que la Salmonella et le
Staphylococcus aureus. Les probiotiques peuvent donc étre utiles pour résoudre des
problemes reliés a la contamination des produits laitiers.

Les probléemes de contamination de la population humaine par les bactéries

pathogénes multirésistantes aux antibiotiques obligent les scientifiques a intensifier la
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recherche dans ce domaine (Simor et al., 2001 ; Anderson et al., 2008 ; Libert et al.,

2008).
L'objectif de notre étude est de contribue a 1I’optimisation de la fabrication de

fromage, 1’isolement des champignons endogene de fromage, et 1’étude de leur I’activité

antibactérienne
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1. Généralités

La fabrication du fromage est pratiquée depuis des milliers d'années, la plupart du
temps comme une industrie artisanale. Vers la fin du X1Xe siécle, au fur et a mesure de
I'industrialisation, la fabrication du fromage s'installe a lI'usine ; depuis lors, il y a eu un
développement progressif de la technologie, en particulier des équipements, jusqu'a la
situation actuelle avec de grandes usines modernes hautement automatisées employant

un personnel minimal (Bennett et Johnston, 2004).

Le fromage est I'un des aliments les plus fascinants, complexes et diversifiés que
I'on apprécie aujourd'hui. Les fromages traditionnels sont habituellement fabriqués dans
des zones précises par divers artisans fromagers dont la production totale est
suffisamment importante pour étre disponible dans le monde entier. Parmi les exemples
les plus communément cités, on trouve le camembert de Normandie au lait fabriqué par
seulement 5 producteurs, et le parmigiano-reggiano, etc... Toutefois, les fromages
artisanaux qui se sont développés ces trente derniéres années ont pour la plupart été créés
par des fabricants isolés et sont assez souvent difficiles a trouver en dehors de leur région

ou pays d'origine, méme s'ils sont produits en grande quantité (Harbutt, 2010).
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2. Dénomination et appellation d'origine

Certains fromages portent des noms qui bénéficient d'une protection Iégale du fait
de leur provenance. La certification d'origine d'un fromage identifie son terroir (en
France) ou sa typicité (tipicita en Italie), reconnaissant ainsi que le caractere unique de
chaque produit comestible traditionnel est le résultat d'une interaction complexe entre le
sol, la végétation et le climat, a laquelle s'ajoutent les méthodes de fabrication
traditionnelles et les matieres premieres, une combinaison qui ne peut étre reproduite
ailleurs (Harbutt, 2010).

Plusieurs pays ont leur propre systéeme, comme I'AOC en France (Appellation
d'Origine Controlée) et la DOC en Italie (denominazione di origine controllata) ; il existe
également I'lGP, créée par I'Union européenne (Indication Géographique Protégée), qui

est employée pour les produits alimentaires et les vins traditionnels (Harbutt, 2010).
3. Définition

Selon la norme du Codex Alimentarius et la norme internationale FAO/OMS, le
fromage frais ou non affiné est du fromage qui est prét a la consommation peu de temps
apres fabrication

Le fromage est defini par le décret francaise n° 88-1206 du 30 décembre 1988 de
la maniére suivante : « La dénomination « fromage » est réservée au produit fermenté ou
non, affiné ou non, obtenu a partir des matiéres d’origine exclusivement laitiére suivantes
. lait, lait partiellement ou totalement écrémé, creme, matiére grasse, babeurre, utilisées
seules ou en mélange et coagulées en tout ou partie avant égouttage ou apres élimination
partielle de la partie aqueuse ». La teneur minimale en matiere séche du produit ainsi
défini doit étre de 23 g pour 100 g de fromage (Zeller, 2005).




Chapitre 01 Généralités sur les fromages

4. La fabrication du fromage

L’¢quipement destiné a la fabrication des fromages et les méthodes employées
varient suivant les fabricants pourtant les principes de base restant les mémes depuis des

millénaires. On distingue quatre étapes de ce processus :

4.1. La coagulation ou caillage

Une fois que l'acidité a atteint le niveau souhaité, on y ajoute un mélange spécifique
de bactéries appelé ferment lactique. Le lactose va alors se transformer en acide lactique
et participer & la saveur, a I'ardbme et a la texture du fromage. La plupart des fromages sont
faits en y introduisant de la présure (prélevee dans I'estomac d'un animal allaité et non
sevré) ou un autre coagulant pour s'assurer que les liens entre les protéines et la graisse
présentes dans le lait soient maintenus dans le lactosérum (petit-lait). C'est I'étape
fondamentale de la fabrication du fromage, car le niveau de coagulation va déterminer le
taux d'humidité final du fromage, qui, a son tour, va influencer la vitesse de la
fermentation (Harbutt, 2010).

4.2. L'égouttage

Il s’agit d’une séparation du caillé et du petit-lait frais, le caillé ressemble a de la
gelée blanche, et le lactosérum est un liquide jaune-vert. Si ces deux éléments sont séparés
en douceur, on obtiendra des fromages plus souples et assez humides, tandis que le fait
de couper le caillé va entrainer une perte plus importante de lactosérum et donner des
fromages plus durs. Plus les morceaux seront petits, plus le fromage final sera dur et sa
texture fine. Le lactosérum est évacué une fois atteinte I'acidité souhaitée (Harbutt,
2010).

4.3. Le moulage et le salage

Le caillé est alors placé dans des moules ou des cercles et parfois pressé avant d'en
étre ressorti. Une fois dehors, le fromage est frotté ou saupoudré de sel, ou bien encore
plongé dans de la saumure avant d'étre placé dans une chambre froide ou un haloir pour
I'affinage (Harbutt, 2010).
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4.4. L'affinage

C'est le moment ou vont s'affirmer le caractére du lait et les saveurs uniques nées
des paturages. Un bon affineur, celui qui s'occupe de la maturation des fromages, peut
amener le plus simple des fromages a réveler chacune des nuances de sa saveur. Les
produits artisanaux changent de jour en fonction du paturage, de la saison, des conditions
al'intérieur de la cave et du fabricant lui-méme ; ainsi, la cuvée du fromage est journaliére,

et c'est ce qui le rend si extraordinaire et si sublime (Harbutt, 2010).

5. Type de fromage
5.1. Au niveau mondial

5.1.1. Les fromages blancs

Ces types de fromages relativement jeunes sont parfois appelés fromages crus. Ils
sont vendus sous forme de robinets, de blocs ou de petits barils. Certains contiennent de
la creme du beurre, tandis que d'autres contiennent des herbes et des épices. Certains sont
recouverts de feuilles de vigne, la plupart sont fabriqués a partir de lait de vache, certains
a partir de lait de chévre ou de brebis. La plupart peuvent étre utilisées en cuisine,
notamment en cheesecake (gateau au fromage). Il est préférable de les conserver au
réfrigérateur (figure 01) (Leto et Bode, 2006).

Quark plain and herbs Philadelphia block or

I B

Fresh Mozzarella Feta Fresh Ricotta

Figure 1: Exemple des fromages blancs (Leto et Bode, 2006).
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5.1.2. Les fromages mous
Dans ce groupe appartiennent certains des fromages a pate molle les plus connus et

les plus appréciés au monde, notamment :

v Brie — le roi des fromages.
v Camembert - le prince des fromages.

Ce sont probablement les fromages les plus imités au monde.

Mais il y a considérablement plus de fromages de ce type que ces deux-la. Ils sont
généralement vendus dans des étuis en bois ou en carton, ou libres de boites de toutes
formes, du grand brie rond plat aux petits quartiers de camembert.

Tous sont aux premiers stades d'étre plus affinés que les fromages blancs ; certains
peuvent avoir une saveur et une odeur trés fortes, tous ont une crolte comestible,
quelques-uns ont une croissance de moisissure verte ou bleue. lls doivent étre conservés

dans un endroit frais mais jamais au réfrigérateur (figure 02) (Leto et Bode, 2006).

Swissgoat Tomme

e N = 3 o =
4?'4_,; :,;:; ; ;—'7' 3 3 pc" A
< i
Reblochon D’ Angloys le Pié Cambozola

Figure 2: Exemple des fromages mous (Leto et Bode, 2006).
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5.1.3. Les fromages bleus moulés

Les fromages bleus se trouvent partout dans le monde, dans toutes les tailles et
formes, et a ce groupe appartiennent certains des fromages les plus célébres. Induite par
la croissance de la moisissure Penicillium, qui évolue a lI'intérieur d'un bleu marbré foncé
comme dans le cas du Stilton & un vert clair comme dans le cas du Roquefort, la couleur
peut s'intensifier selon I'dge du fromage. Méme certains fromages a péate rosee
appartiennent a ce groupe. Leur texture peut étre friable a lisse, leur saveur douce a forte.
Ils sont tres appréciés des amateurs de fromage et sont incontournables sur tout plateau

de fromages respectable (figure 03) (Leto et Bode, 2006).

Gorgonzola Roquefort Danish Blue

Figure 3: Exemple des fromages bleus moulés (Leto et Bode, 2006).

5.1.4. Les fromages fondus

Fromage fondue est un terme désignant les fromages a pate mi-dure et n'a pas
grand-chose a voir avec le célébre plat de fromage chaud suisse du méme nom. Presque
tous ont une saveur et une odeur fortes et marquées, souvent appelées « puants », et
lorsqu'ils sont placés sur un plateau de fromages dans un restaurant, ils doivent étre
recouverts d'une cloche.

Ils sont disponibles dans toutes sortes de formes et de tailles (figure 04). Ils sont
généralement a base de lait de vache ou de babeurre de vache, cru ou cuit (Leto et Bode,
2006).
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Smoked herb cheese White veined Brie Tilsiter

Figure 5: Exemple des fromages fondues (Leto et Bode,2006).

La figure suivante (figure 5) représente la classification des fromages selon la

technologie Francaise (Almena-Aliste, Mietton, 2014).

| MILK |
LACTIC ACIDIFICATION RENNET ACTION
COAGULATION | (with or without rennet (with lactic acidification)
action)
1
| | |
DRAINING SLOWDRAINING DRAINING FAVORED
DRAINING by CENTRIFUGATION with only cutting by:
or FILTRATION cutting cutting cutting
stirring stiming stirring
pressing pressing heating
grinding pressing
TYPES OF FRESH SOFT SOFT & SEMISOFT* HARD HARD
CHEESES CHEESES ~ UNCOOKEDUNPRESSED'  UNCOOKED PRESSED UNCOOKED COOKED
CHEESES CHEESES CHEESES CHEESES
no surface washed washed surface with without
RIPENING fipening  molds internal fAind g molds washed  Openings openings
: molds LU find o eared dy  smeared
S b g bz &9 rind rind rind
ud ¢ £ & 2 TINE FE c3 4 .
g Py ¢ opEl §5F Gr B : 3
VARIETES 4 A 33 1z8d i s gg E : 3
Eé g 5 ag 2033 E85 3 E 3 & o

Figure 4: Classification des fromages (Almena-Aliste et Mietton, 2014).
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5.2. Au niveau national

5.2.1. Klila

Le klila (figure 6) est un fromage fabriqué dans plusieurs régions d’ Algérie, surtout
les régions rurales. Il ressemble fortement au Jameed du Moyen-Orient et au Chhana de
I’Inde. On le retrouve dans les hauts plateaux, aussi bien a I’Ouest (Nadma) qu’a I’Est du
pays (Guelma, Souk-Ahras), sa composition physico-chimique peut varier d’une région
a I’autre et d’un lait a un autre, il est préparé a partir de lait cru de chévre, brebis, vache
ou de chamelle... (Meghoufel, 2019).

La préparation de ce fromage commence par la coagulation spontanée d’un lait cru
a température ambiante (de 24 a 72h selon la saison), le rayeb obtenu est ensuite écrémé
dans une chekwa. Pour le transformer en fromage sec, il suffit juste de mettre le Klila
dans un tissu tres fin et de presser a 1’aide d’une pierre pour 1’égoutter encore plus, puis
le découper en morceaux et de le laisser sécher au soleil jusqu’a ce qu’il durcisse pendant

environ 3 jours (Meghoufel, 2019).

Figure 6 : Exemple de fromage klila sous sa forme séche en différentes tailles et
couleurs (Meghoufel, 2019).

5.2.2. Bouhezza

Ce fromage affiné a pate épicée (figure 7) est préparé a 1’origine a partir de lait de
chévre et parfois de brebis dans une outre (chekoua) avec du Lben, du sel et du lait cru.
De nos jours le lait de vache est le plus utilisé car il est plus disponible. On le retrouve
dans la région des Aures, principalement dans les villes d’0Oum El Bouaghi, Batna et

Khenchela et jusqu’a Tébessa vers la frontiére Tunisienne ou il porte parfois le nom «
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MIlahDh’ouab » ou « Bou Mellal ».

La particularité de ce fromage est que toutes les étapes de fabrication se font en
méme temps et continuellement pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois (3 a 4
mois) avec un égouttage spontané a travers les pores naturels de la chekoua (Meghoufel,
2019).

La microflore lactique du Bouhezza est essentiellement composée des genres
Lactobacillus et Streptococcus (107 UFC/g), qui sont responsables de la diminution du
pH et de I’augmentation de 1’acidité, et jouent un role majeur dans la dégradation de la

matiere azotée (figure 7) (Meghoufel, 2019).

Figure 7: Exemple de fromage Bouhezza avec son assaisonnement en poudre de piment
rouge (Meghoufel, 2019).

5.2.3. Kémaria

Kémaria /kemariya ou takmmerit (en Berbere) est un fromage traditionnel tres prisé
par les habitants a Ghardaia dans la région du Mzab et consommeé surtout avec du thé.

Il est traditionnellement fait a partir de lait de chevre de brebis et de nos jours a
partir de lait de vache pour sa fabrication industrielle, parfois le lait de chamelle est
mélangé aux autres laits pour sa préparation (Meghoufel, 2019).

Le lait cru est salé en masse (2g/l de lait) puis chauffé modérément (a 37°C), la
présure animale (caillette de chevreau) est ajoutée a raison de 1g/l de lait. Apres 30 min
de coagulation, le fromage est découpé puis mis a égoutter dans un linge propre (un

chéche), I’égouttage spontané peut aller de 30 min a 24 h selon le type de lait utilisé, apres
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cette étape, le fromage est moulé en galette. La présure végétale (Extrait d’artichaut ou
chardon de Marie) peut étre utilisée a la place de la caillette si cette derniere fait defaut
(Meghoufel, 2019).

5.2.4. Michouna

Le Michouna, représenté dans la Figure 8, est un fromage largement préparé et
consommeé dans la région de Tébessa, plus dans des zones rurales que urbaines, il est
consommeé de fagon régulicre, jusqu’a plusieurs fois par semaine (localités d’El Kouif,
Bir D’hab), mais il reste inconnu du grand public.

Ce fromage frais est préparé traditionnellement a partir de lait de chévre pour une
auto- consommation familiale, on le retrouve surtout au niveau des fermes ou la matiere
premiére est la plus disponible. Le lait de vache est de plus en plus utilisé pour faire le
Michouna de nos jours, car il est plus abondant et facilement acquis par les meres de
familles (Meghoufel, 2019).

Figure 8 : Exemple de fromage Michouna apreés I'égouttage (Meghoufel,2019).

5.2.5. Takammart

Takammart qui veut dire « fromage » en Tamahaq (langue des Touaregs), est
consommé dans la région du Hoggar, et préparé a base de lait cru de chévre ou de
chamelle, dans lequel est introduit un morceau de caillette de chevreau Apreés coagulation
(quelques heures) le caillé formé est déposé, en petits tas, a la louche sur une natte, puis
pétri pour évacuer le lactosérum, puis redéposé sur une autre natte cette fois fabriquée
avec des tiges de fenouil sauvage qui lui donnera son ardme. La natte est ensuite exposée

au soleil durant deux jours puis placée a I’ombre jusqu’a durcissement de la pate. Ce
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fromage peut étre laisser a affiner pendant des mois (Meghoufel, 2019)

5.2.6. Jben

Le Jben est un fromage traditionnel frais populaire en Algérie, consommeé surtout
en milieu rural, et est retrouvé dans des régions qui vont des montagnes de I’est (Souk
Ahras, Guelma, Tébessa, Khenchela et Batna) aux steppes de 1’ouest algérien (El Bayadh,
Nadma), des zones semi- arides a vocation pastorale.

Ce fromage est le produit d’une transformation des laits d’un cheptel diversifié et
d’une fermentation par une flore lactique indigéne. Préparé a I’origine a partir de lait cru
de chévre ou de brebis, et de plus en plus avec du lait de vache, suivant une méthode de
fabrication générale commune a plusieurs zones géographiques, mais qui comporte des
différences spécifiques a chaque région (Meghoufel, 2019).

Le processus de préparation nécessite trois grandes étapes essentielles : la
maturation du lait cru, sa coagulation et 1’égouttage du caillé : le lait cru est laissé a
température ambiante, pour s’acidifier spontanément pendant un temps variable
(généralement 24h). Cela va favoriser la multiplication d’une flore lactique qui va jouer
un réle important dans I’acidification du lait (Meghoufel, 2019)

Le fromage frais « Joen » ne présente pas de caractéristiques définies (stables) a
cause des méthodes artisanales utilisées pour sa préparation, reposant essentiellement, sur
les connaissances acquises a partir d’une longue expérience. Les aromes, les propriétés
organoleptiques et les caractéristiques physico-chimiques du fromage dépendent de celles
du lait cru qui a son tour dépend de la race des animaux et leur type d’alimentation
(Tableau 1) (Meghoufel, 2019).

Généralement, Le pH et I'acidité titrable sont les paramétres les moins variables du
« Jben » Cependant, les matieres solides totales du Jben sont les facteurs les plus variables
car ces derniers dépendent de la durée d’égouttage. Etant donné que les lipides, le lactose
et les protéines constituent les principaux composants de I’ensemble des maticres solides
en « Jben », ils sont directement influencés par les variations des dites matiéres solides
(Meghoufel, 2019).
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Tableau 1: propriétés chimiques du fromage traditionnelle Joen de chévre et de vache
(Meghoufel,2019).

Type de PH Acidite D° Matiére séche (%) | Humidité (%)
Jben

Jben de 551+£0,21 | 33+0,76 56,12+21,28 43,88+21,28
chévre

Jben de 4,42 79,4 55,8 -
vache
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1. Microbiologie des fromages frais

L'utilisation de la coagulation de la présure (utilisée dans la plupart des fromages
frais) ou de l'acidification directe est une pratique courante dans l'industrie laitiere.
L'acidification directe est plus contr6lable que I'acidification biologique et, contrairement
aux levains, n'est pas sensible a l'infection bactériophage. Cependant, les enzymes des
bactéries starter sont essentielles dans I'affinage des fromages et I'acidification chimique
est principalement utilisée pour les variétés de fromages pour lesquelles la texture est plus

importante que la saveur (Barbaros et Gulsiin, 2014).
1.1. Cultures starter utilisées pour la fabrication de fromage frais

Les fromages frais, avec une durée de conservation limitée, ont la protéolyse
primaire, qui est réalisée par les agents coagulants et, dans une moindre mesure, la
plasmine, les coagulants résiduels et les enzymes des organismes de départ.

Les levains ajoutés lors de la fabrication des fromages frais sont du groupe
mésophile dont Lactobacillus. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, avec une
capacité différente de produire du citrate. Le diacétyle est un produit majeur du
métabolisme du citrate par les lactococcus et est recherché dans de nombreuses variétés

de fromage frais telles que le fromage cottage (Barbaros et Gulstin, 2014).
1.2. Micro-organismes pathogénes et d'altération associés aux fromages frais

Les niveaux d'humidité élevés et le teneur nutritive des fromages les rendent plus
sensibles aux micro-organismes pathogénes et de détérioration. Plusieurs rapports ont
présenté la prévalence de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp et
Staphylococcus aureus dans les fromages préts a la consommation. En ce sens,
I'utilisation de lait pasteurisé dans la fabrication de fromages frais a pate molle est
essentielle (Barbaros et Gulsiin, 2014).

En regle générale, une bonne hygiéne des fromageries, le traitement thermique du
lait, I'ajout de sel, la qualité des levains constatés par la production d'acide ainsi qu'un
controle strict des parametres de fonctionnement comme la tempeérature de stockage et de
transformation sont des facteurs importants a prendre en compte avec la transformation
du fromage

Les micro-organismes psychrotrophes a Gram négatif tels que Pseudomonas spp.,
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les bactéries coliformes, les moisissures et les levures ont été fréguemment associés a la

détérioration des fromages frais (Barbaros et Gulstin, 2014).

2. Microflore de Jben

Les genres dominants isolés de Jben étaient Lactobacillus (34 % des isolats),
Lactococcus (27 %), Leuconostoc (27 %) et Enterococcus (10 %). A I'exception du genre
Enterococcus, des résultats similaires ont été rapportés.

Les conditions non standardisées de la transformation Jben aboutissent a un produit
de qualité hygiénique variable, qui peut étre un véhicule pour des agents pathogenes
responsables de maladies graves d'origine alimentaire telles que L. monocytogenes, S.
aureus et Bacillus (Mouna et al., 2005).

2.1. Flore lactique

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant
de I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de
nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les
céréales et font partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale. Elles sont
impliquées dans un grand nombre de fermentations spontanées de produits alimentaires ;
tell que les fromages ce qui a conduit & la reconnaissance de leur statut GRAS
(GenerallyRecognized As Safe) (Dortu et Thonart, 2009).

Actuellement, les bactéries lactiques regroupent treize genres bactériens différents :
Lactobacillus,  Bifidobacterium,  Leuconostoc,  Lactococcus,  Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella, Aerococcus,
Tetragenococcus et Vagococcus. Elles sont principalement utilisées en tant que starter
dans les produits alimentaires fermentés ou elles permettent de développer certaines
caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la durée de conservation (Dortu et

Thonart, 2009).

2.1.1. Lactobacillus
Les lactobacillus (Figure 9), sont des membres des bactéries lactiques, un groupe
phylogénétiqguement diversifié de bactéries a Gram-positif caractérisées par la formation
d'acide lactiqgue comme produit final unique ou principal de leur fermentation de sucre.
Le genre Lactobacillus est le plus grand des genres inclus dans les bactéries
lactiques avec plus d'une centaine d'espéces reconnues a I'heure actuelle (Avall et al.,
2005).
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Les lactobacillus se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire :
homofermentaires stricts, hétérofermentaires facultatifs et hétérofermentaires stricts (Lb.
brevis, Lb. kefir et Lb. sanfransisco) Figure 10 (Tormo, 2010).

Figure 9: Le genre Lactobacillus (Kediri et Abderrahim, 2019)

2.1.2. Lactococcus

La morphologie peu spectaculaire des lactocoques a Gram positif est caractérisée
par des cellules ovoides se présentant isolément, par paires ou en chaines, et étant souvent
allongées dans le sens de la chaine. L'une des premiéres micrographies de Weigmann
(1899) est illustrée a la figure10. La longueur de la chaine dépend principalement de la
souche, parfois aussi influencée par la croissance (Teuber, 1995).

Ils sont communément appelés « streptocoques lactiques mésophiles ». 1l est tentant
de suggérer que le premier isolement, identification et description de I'entité chimique
acide lactique par Carl Wilhelm Scheele a partir de lait aigre en Suéde en 1780 (Teuber,
1995).

Figure 11 : Le genre de Lactococcus lactique isolé d'un swiedish lait (Teuber, 1995)
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2.1.3. Streptocoque

Les streptocoques sont des coques & Gram positif, non mobiles, non sporulés,
catalase négative, qui se présentent par paires ou en chaines (Figure 11). La plupart des
streptocoques sont des anaérobies facultatifs et certains sont des anaérobies obligatoires
(stricts). La plupart nécessitent un milieu enrichi (gélose au sang). Les Streptococcus du

groupe A ont une capsule d'acide hyaluronique (Patterson,1996).

Figure 12 : Le genre Streptocoque lactique isolé par Weigmann (Teuber, 1995).

2.1.4. Leuconostoc

Les especes du genre leuconostocs se trouvent traditionnellement en association
avec la matiére végétale, les Iégumes en fermentation, le lait, les produits laitiers et les
vins. Plus récemment, elles ont également été trouvées dans des viandes conservées
réfrigérées et dans le sang humain. Ce sont des bactéries coccus a Gram positif de forme
sphériques, avec un mode de regroupement généralement en paires et en chaines (Figure
11), immobiles et non sporulées, catalase négative, anaérobies facultatifs, et résistantes a
la vancomycine.

Elles sont généralement considérées comme non pathogénes, leur température
optimale de croissance est entre 20 a 30 °C, considérees héterofermentaires (utilise une

combinaison du pentose) (Thunell, 1995).

18




Chapitre 02 Microbiologie et contamination de formage

Figure 13: Le genre Leuconostoc (Kediri et Abderrahim, 2019)

2.1.5. Bifidobacterium

Les bactéries de ce genre se caractérisent par leur forme tres irréguliere, souvent en
V ou Y, mais aussi coccoides. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par leur
caractére anaérobie, leur pourcentage en bases nucléiques G + C élevé, et la présence
d’une enzyme : la fructose-6-phosphate phosphocétolase. Celle-ci leur permet de
fermenter les hexoses en produisant de 1’acide acétique et de ’acide lactique, ainsi qu’en
moindre proportion de 1’éthanol et d’autres acides organiques (Naima, 2019).

Cette fermentation « lactique » a conduit a les rapprocher du groupe des bactéries
lactiques. Leur température optimale de croissance est comprise entre 37 °C et 41 °C.
Elles se développent & pH supérieur a 5 et sont isolées de I’Homme et des animaux
(Naima, 2019).

2.1.6. Pédiocoques

Ce sont des coques homofermentaires dont la particularité est le regroupement en
tétrades. Ces bactéries sont mésophiles, le plus souvent incapables d’utiliser le lactose, et
leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines
especes se distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels tres élevées
(Naima, 2019).

Les pédiocoques sont retrouvés dans la nourriture (comme les produits laitiers, la

viande fermentée et la biére) et dans I’intestin de I’homme et d’animaux (Naima, 2019).

2.1.7. Entérocoque
Ce genre regroupe des bactéries commensales de I’intestin. L’espéce fréquemment

rencontrée dans [’alimentation est essentiellement Enterococcus faecalis. Les
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entérocoques sont des coques qui peuvent étre mobile, homofermentaire et généralement
différenciés par la fermentation de I’arabinose et le sorbitol (Naima, 2019).

Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes présentes dans I’intestin de
I’Homme et des animaux, dans les eaux usées, dans I’eau douce, dans 1’eau de mer, dans
le sol et sur les végétaux. La plupart des especes de ce genre participent a la composition
des microflores intestinales (Naima, 2019).

On les retrouve aussi dans le lait et les produits laitiers, les produits carnés et de la
péche. Dans les produits laitiers ils atteignent au maximum des niveaux de 107 ufc/g
(Naima, 2019).

Le genre Enterococcus comprend des bactéries ayant une température de croissance
optimale de 35°C. Elles sont capables de résister a des conditions hostiles et a un
chauffage de 60°C durant 30 minutes (Naima, 2019).

2.2. Levures et moisissures

2.2.1. Levure

Les levures se trouvent dans une grande variété de fromages ; cependant, dans la
plupart des cas, leur réle dans I'affinage du fromage n'est pas clair. Le faible pH, la faible
teneur en humidité, la basse température et la teneur élevée en sel du fromage affiné
favorisent la croissance de la levure (Tom et al., 2001).

Les levures sont utiles en industrie laitiére car elles peuvent servir comme agents
d'aromatisation. Elles entrainent des altérations du produit final (odeurs désagréable,

gonflement des produits ou de leur emballage...) (Tom et al., 2001).

2.2.2. Moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques. Ce sont des eucaryotes
hétérotrophes, ils sont obligés de prélever le carbone et 1’azote nutritifs de la matiére
grasse, le sucre et les protéines. D une fagon générale, les aliments sont des substrats trés
favorables a leur développement, ces germes peuvent y causer des dégradations par défaut
d’apparence, mauvais goit, ou plus gravement production de mycotoxines (Cahagnier,

1998).
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3. Les risque de contamination des produits laitiers

De tout temps, des bonnes pratiques d’hygiene, telles que la cuisson des aliments
ou la conservation par le froid, out été utilisées afin de réduire les risques sanitaires liés a
la consommation d’aliments, mais malheureusement les risque sont toujours capable

d’arriver

3.1. Les risques microbiologiques

Le lait étant un milieu idéal pour la croissance des microorganismes tel que les
bactéries pathogenes, il constitue un enjeu majeur de sécurité alimentaire dans I'industrie
laitiere. Ceux-ci peuvent étre introduits dans le lait depuis le milieu environnant ou depuis
les animaux méme.

Les principaux microorganismes impliqués sont Brucella, L. monocytogenes, E.
coli entéropathogene, Salmonella, Staphylococcus a coagulase positive. Ces quatre
dernieres bactéries sont capables de survivre lors du processus de fabrication des

fromages et d’y rester viables pendant quatre semaines (Renata et Martin, 2002).

3.2. Les risques chimiques

Peut-étre accidentellement introduit dans le lait et les produits laitiers, les rendant
dangereux et impropres a la consommation. Le lait peut étre contaminé lorsque les
mammiféres consomment des aliments et/ou de I'eau contenant des produits chimiques.
D'autres causes de contamination peuvent étre dues a un contrble insuffisant des
équipements, de l'environnement et des installations de stockage du lait. Les risques
chimiques comprennent les détergents, les désinfectants pour pis, les désinfectants
laitiers, les antiparasitaires, les antibiotiques, les herbicides, les insecticides et les
fongicides (Bryan et WHO, 1994)

3.3. Les risques physiques

Les aliments peuvent contenir parfois des facteurs physiques de risques pour le
consommateur. Ce sont soit des éléments radioactifs, soit des corps étrangers solides

comme des débris de verse ou de métal, de plastique ou d’os (Branger et al., 2007).
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4. La contamination de fromage

Les fromages sont plus sensibles aux contaminations a cause de leur teneur riche
en éléments nutritif, donc est consideré comme un milieu favorable pour certain
microorganisme, parmi ces microorganismes qui peuvent contaminer les fromages on
distingue :

4.1. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes est un petit bacille a Gram positif, facultativement anaérobie, qui
mesure habituellement de 0,5 a 2 um de longueur et 0,5 um de diamétre, Listeria pouvait
se développer a des températures comprises entre +1 a +2°C et +45°C, avec un optimum
de croissance entre 30 et 37°C. C’est donc une bactérie psychrotrophes (capable de se
développer a une température inférieure ou égale a 7°C) et qui se multiplie donc dans les
aliments réfrigérés (Pujol-Dupuy, 2004).

La survie et la croissance de L. monocytogenes dans les fromages dépendent de
facteurs intrinseques de I'aliment, par exemple, le pH et l'activité de I'eau, et de facteurs
extrinseques tels que I'humidité relative, la température de stockage et le matériau
d’emballage. Les techniques de transformation utilisées dans la production alimentaire,
les changements de température et I'état physiologique des cellules peuvent tous entrainer
des variations de survie et de croissance de L. monocytogenes dans les fromages. Les
cellules précédemment stressées exposées a des conditions sublétales peuvent rendre cette
bactérie plus résistant aux facteurs de stress supplémentaires (Kieran et Olivia, 2018).
Le tableau 2 représente quelques statistiques sur les listérioses et les vecteurs qui y sont
liés dans le monde.

Tableau 2 : Rapport sur les principales éclosions de listériose et vecteurs alimentaires

connexes survenues entre 2007 et 2015 dans différents pays (Kieran et Olivia, 2018).

Véhicule alimentaire | L‘année | Nombre des cas (Ij\(lé%r;bre de Pays

Le camembert 2007 17 03 Norvege

Fromage a la 2008- i .

mexicaine 2009 8 Etats-Unis
2009-

Fromage 2012 30 02 Portugal

Fromage ricotta 2012 | 20 04 Etats-Unis

salata

Fromages aux truffes | 2013 05 01 Etats-Unis
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4.2. Staphylocoque

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des cocci a Gram positif, non sporulés,
regroupés en amas, immobiles, anaérobies facultatifs et possedant une catalase. Le critere
de base de leur classification est la production de coagulase. On distingue trois especes a
coagulase positive : S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, et trente especes a coagulase
négative (Brisabois et al., 1997).

La présence des staphylocoques dans les fromages représente un risque pour la
santé humaine, parce que certaines souches appartenant principalement a I'espéce S.
aureus produisent des entérotoxines dont l'ingestion provoque une toxi-infection
alimentaire a staphylocoques (Brisabois et al., 1997).

La contamination du lait peut survenir par l'intermédiaire de porteurs sains ou
infectés, ou par I'environnement. Chez les bovins, S. aureus a été isolée des narines. On
le retrouve dans de petites Iésions cutanées et dans les manchons des machines a traire.
La colonisation des trayons peut entrainer l'infection de la mamelle (Brisabois et al.,
1997).

Comme le montre le Tableau 2, S. aureus est capable de se développer et de
produire des entérotoxine staphylococcique (SE) dans la plupart des grandes familles de
fromages, y compris dans les fromages Jben et a pate pressée cuite, les cas sont plut6t
rares du fait de la cuisson des grains de caillé en cuve de fabrication, qui élimine
généralement cette bactérie du produit. Les fromages a pate pressée non cuite et a pate
molle sont les plus sensibles au risque lié a S. aureus (Tableau 3) (Manon,2010).

Tableau 3 : comportement de S. aureus au cours de fabrication des fromages

Type de Fromage Croissance de S. aureus | Présence d’entérotoxines
technologie
Jben Croissance au cours des | SEC* détectée dans les laits

Pate fraiche premieres 24h de la inoculés avec 10° S.

fabrication aureus/ml - Non détectée

avec 10° S. aureus/ml.

Caillé en Feta Croissance jusqu’a la Non déterminée
saumure mise en saumure et

diminution de la
population en cours du

stockage
Pate filée Mozzarella | Croissance (4 Non détectée
générations)
Pate molle | Camembert | Croissance rapide SEA** detectée et quantifiée
au laitde | jusqu’au salage dans les laits inoculés avec

chevre a 10° S. aureus/ml - Non
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coagulation quantifiable avec 10° S.
lactique aureus/ml.

Camembert | Croissance rapide SEA** détectée et quantifiée
au laitde | jusqu’au salage dans les laits inoculés avec
chevre a 104, 10° ou 10° UFC/ml
coagulation

présure

4.3. Salmonella

Les Salmonella appartiennent & la famille des Enterobacteriacea. Ce sont des
bactéries a Gram négatif, anaérobies facultatives, capables de se multiplier a des
températures comprises entre 5 et 45°C. Les salmonelles colonisent principalement le
tube digestif de leurs hotes. Elles ne font pas partie de la flore commensale du tube digestif
de leurs hétes, mais le portage asymptomatique reste tres fréquent (Guy, 2006).

Des conditions de températures favorables, une acidification lente et un phénomene
de concentration de la bactérie lors de la formation du caillé, entrainent une augmentation
du nombre de Salmonelles en début de fabrication (Guy, 2006).

Les fromages n’offrent pas un milieu de culture idéal pour le développement des
Salmonelles. D’ailleurs, les produits laitiers ne sont pas les aliments les plus souvent
incriminés dans les cas d’intoxication par les Salmonelles. Néanmoins, leur capacité de
survie et d’adaptation n’est pas a négliger (Guy, 2006).

4.4. Bactérie thermorésistante

Dans des conditions de pasteurisation, traitement thermique a 63°C pendant 30 min
ou équivalent, les pathogénes non sporulés, les levures et moisissures, les bactéries Gram
négatif et de nombreuses bactéries a Gram-positif sont détruites. Cependant, les
thermorésistantes et les thermophiles peuvent survivre dans ces conditions et, avec les
sporulants, peuvent réduire la durée de conservation des produits laitiers conservés dans
des conditions non réfrigérées (Barbaros et Gilstin, 2014).

Les especes thermorésistantes de lait cru comprennent Microbacterium spp. (par
exemple, M. lacticum), Micrococcus spp., spores de Bacillus et Clostridium,
Streptococcus (par exemple, S. thermophilus), Corynebacterium spp., Enterococcus spp.
(par exemple, E. faecium) et Lactobacillus spp. (Barbaros et Gulsiin, 2014).

Les sources de bactérie thermorésistantes dans le lait cru sont le pis infecté et
I'extérieur du pis et des trayons, ainsi que le sol, I'eau et les machines a traire. lls peuvent

se développer rapidement avec les bactéries lactiques, lorsque le lait cru est conservé dans
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des conditions non réfrigérées (Barbaros et Gulslin, 2014).

4.5. Bactéries sporulées

Ces microorganismes appartiennent principalement aux genres Bacillus,
Clostridium et Geobacillus. Ils sont a Gram positif, aérobies ou anaérobies facultatifs, a
I'exception de Clostridium spp. qui sont strictement anaérobies. Ces derniers poussent
dans le fromage plutdt que dans le lait (Tableau 4). C. tyrobutyricum provoque un
soufflage tardif dans les fromages a pate dure. C. sporogenes et C. butyricum sont
également impliqués dans les défauts du fromage tels que les taches putrides dans le
fromage suisse (Barbaros et Gulsuin, 2014).

Tableau 4 : Bactéries aérobies sporulées présentes dans le lait cru (Barbaros et
Gulsin,2014).

Comptes .
) Les especes les plus
Type Genres habituels dans
) commune
le lait cru
B. cereus, B. circulans,
) Bacillus 0.003-3.5 P. polymyxa,
Psychrotolérant o )
Paenibacillus spores mlt B. mycoides,
B. thuringiensis
. _ _ 0-965 UFC B. licheniformis,
Mésophile Bacillus ) -
mi~ B. pumilus, B. subtilis
B. licheniformis,
Thermophiles B. coagulans,
facultatifs ou Bacillus - B. pumilus,
thermotolérants B. sporothermodurans,
B. subtilis
Thermophiles Geobacillus, Geobacillus
o _ <10 UFC mI! )
obligatoires Anoxybacillus stearothermophilus
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1. Préambule

Dans le cadre d’élaboration et de formulation d’un fromage frais, notre travail
comporte trois parties principales : une partie consacrée pour la fabrication du fromage «
Jben » a partir d’une présure animale, la deuxiéme partie consacrée pour 1’isolement des
champignons, et la troisiéme partie consacrée pour 1’étude d’activité antibactérienne de

champignons isolés.
2. Materiel et Méthodes
2.1. Objectifs de travail

Trois objectifs ont été tracés pour cette investigation uniquement par les points

suivants :
» Optimisation de la fabrication de fromage frais traditionnel au lait
de chevre.
> Isolement des champignons endogénes de fromage ;
» Etude de I’activité antibactérienne de ces champignons isolés.
3. Fabrication du fromage :

3.1. La Réception du lait

Le lait de chévre a été acheté le 12 Mars 2022, chez un éleveur privé, ce dernier
nous a annoncé que les chévres sont élevées d’une maniére traditionnelle, de la région
Baghai, wilaya de Khenchela.

Le lait était collecté manuellement de facon traditionnelle, et les échantillons ont

¢été transportés dans une glaciere jusqu’a ’arrivée au laboratoire.

3.2. La coagulation

Apres homogénéisation du lait de chévre, I’optimisation de la coagulation a été
réalisée par la méthodologie des surfaces de réponses. Le plan central composite (CCD)
a éte utilisé pour identifier les valeurs optimales des variables indépendantes suivantes :
taux d’empresurage (100-600mg/l), température (20-60°C), temps (1-3heures) et 1’ajout
du sel CaCl, (0-250mg/l). La matrice des expériences générée par le model CCD est

résumée dans le tableau 5
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L’ajustement du model a été vérifié par le test ’ANOVA, et la linéarité des interactions
entre les facteurs indépendants a été vérifie par la régression en utilisant la méthode des

moins carrés. L’analyse a été réalisée en utilisant le logiciel JMP Statistical Discovery

v13.2 (USA).

Tableau 5 : Matrice des expériences générer par le model CCD

Modeéle Temps Température Présure CaCl;
() (°C) Mg/L Mg/100 ml Mg/L Mg/mi

1+ 3 20 600 60 0 0
Z =k 1 60 600 60 0 0
3 0A00 2 60 350 35 125 12.5
4 | —++ 1 20 600 60 250 25
5 0000 2 40 350 35 125 12.5
6 +— 3 60 100 10 0 0
7| +++ 3 20 600 60 250 25
8| +— 3 20 100 10 0 0
9 4+ 1 60 100 10 0 0
10| —++ 1 60 600 60 250 25
11— 1 60 100 10 250 25
12 A000 3 40 350 35 125 12.5
13— 1 20 100 10 250 25
14 000A 2 40 350 35 250 25
15 0000 2 40 350 35 125 12.5
16  000a 2 40 350 35 0 0
17 00a0 2 40 100 10 125 12.5
18  0a00 2 20 350 35 125 12.5
19 —+ 1 20 600 60 0 0
20| +—+ 3 60 100 10 250 25
21 - 3 60 600 60 0 0
22 1 20 100 10 0 0
23 +—+ 3 20 100 10 250 25
24 a000 1 40 350 35 125 12.5
25  ++++ 3 60 600 60 250 25
26 00A0 2 40 600 60 125 12.5
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3.3. Filtration et égouttage

Apres coagulation, les contenus des flacons ont été découpé en plusieurs morceaux
a I’aide d’un couteau, et I’enlévement de caill¢ a été réalisé a I’aide d’une spatule et puis
le mettre dans un égouttoir recouvert par une bande a gaz pour assurer 1’élimination de
lactosérum et garder que le caillé (figure 13).

Au cours de cette étape le caillé est récupéré par filtration en utilisant un tissu fin
(bande a gaz). L’égouttage du caillé se fait de fagon manuellement, avec un léger
pressage, il permet I’élimination progressive de lactosérum restant.

L’égouttage conduit a 1I’obtention d’une masse du caillé dont I’extrait sec est plus

Ou moins concentré.

Figure 14 : L'étape de Filtration et égouttage,
(A) : égouttage, (B) : le caillé séparé, (C) : mesurage de rondement.

28




Etude expérimentale

3.4. Le moulage

On fait le moulage pour donner une forme au fromage. Apres 1’égouttage pendant
2 heures on mettre le fromage dans un moule rond et on applique une pression pour
assurer que le fromage prend la forme de moule (Figure 14).

Figure 15 : Le fromage fabriqué apres le moulage
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Les différentes étapes de fabrication de fromage frais au lait de cheévre ‘Jben’ sont

résumées dans la figure 15.

La réception du lait de

¢

La Filtration de lait

¢

Emprésurage et 1’addition de CaClz
(Selon le tableau d’optimisation)

¢

Incubation dans I’étuve ‘caillage’
(Selon le tableau d’optimisation)

6

Filtration et égouttage

¢

Le moulage

Figure 16 : Diagramme represente les différentes étapes de la fabrication du fromage
Jben
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4. L’isolement des champignons a partir du Jben

Dans notre étude, nous avons opté une étape pour isoler et identifier les
champignons du fromage Jben : la mise en culture (Lecture ; Aspect microscopique,
Aspect macroscopique)

A partir des dilutions décimales du Jben dans I’eau physiologique, 1 ml de chaque
dilution a été ensemencé en surface sur milieu PDA et Sabouraud.

Toutes les boites ensemencées sont ensuite incubées dans une étuve a 28°C pendant

cing jours (Chabasse et al., 1999).
4.1. Repiquage et purification

A partie de chaque boite, on prend une petite partie de mycélium et la met dans un
tube a eau physiologique stérile, aprés homogénéisation de la solution a 1’aide d’un vortex
on prend une goutte et on I’ensemencer sur la méme gélose a nouveau et on incube dans

les mémes conditions.

4.2. Identification des champignons isolés

L’identification des champignons filamenteux est généralement basée sur I’analyse
des caracteres morphologiques macroscopiques et microscopiques.

4.2.1. Analyse macroscopique

L’analyse macroscopique est basée sur 1’observation de criteéres morphologiques :
couleur au recto et au verso de la colonie, texture (poudreuse, cotonneuse, plus ou moins
aérienne), taille ainsi que sur le délai de pousse et la température d’incubation optimale
pour sa croissance. Ces derniers ¢léments sont d’ailleurs d’excellents marqueurs initiaux
d’orientation.

Le type des milieux de cultures a ensemencer est fonction du type de moisissures
attendu (et donc du type de prélévements) et peut également participer a I’identification
(Marion et al.,2021).

4.2.2. Analyse microscopique

L’analyse microscopique se fait apres la culture sur lamelle apres apposition d’un
morceau de ruban adhésif (technique du drapeau) directement sur le mycelium et
observation entre lame et lamelle. Une observation aux grossissements x 4, x 10, x 100

est nécessaire (Marion et al., 2021).
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L’ouverture des boites de culture s’effectue toujours sous hotte microbiologique et
été refermés dés que possible. Ceci permet d’éviter les contaminations des autres milicux
de culture et protéger également 1’opérateur de ’inhalation d’une grande quantité de

spores fongiques (Marion et al., 2021).

Les caractéristiques microscopiques a étudier sont représentées dans la figure 16, I
s’agit de : I’aspect des filaments (ou hyphes) qui constituent le mycélium (également
appelé thalle) : hyphes septés (cloisonnés) ou non septés, mélanisés ou non, larges ou
fins, a bords paralléles ou plutét froissés (en ruban) et la présence de ramifications
(quantité, angle de séparation des filaments, disposition des embranchements) (Marion

etal., 2021).
[ Hyphe ]
Septé )
(hyphomycete) Non septé
_ _ _ ) Mucorales
Filaments hyalins Filaments mélanisés Entomophthorales

basidiobolales

Spore endogene
Mode blastique (production de

spore par une cellule Mode thallique (production de
conidiogene) spore a partir du mycélium)
Phialide annellide Arthrospores Aleuries

Spore exogeéne

Figure 17 : Clés d’identification morphologique simplifiée des champignons
filamenteux (Marion et al., 2021).
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5. Etude de ’activité antibactérienne
5.1. Préparation de la suspension mycélienne

A I’aide d’une lame bistouri stérile, on coupe un cadre de 1 cm® de gélose, puis
transférer au sein des tubes de 10 ml de bouillon PDA/Sabouraud. Les cultures sont

incubées 28°C exactement, pendant 5 jours (figure 17).

............................................................

| Gélooe Sabowrsnd] | Geloes FDA

Champignons a
repiquer Bouillon N
Incubée a 28°C, 5j

Figure 18 : Schéma représentatif d’un repiquage de champignon isolé dans le bouillon

nutritif

5.1.1. Vérification de la pureté des cultures de mycélium

Apre la période d’incubation des cultures en bouillon (milieu liquide) de 5 jours, la
pureté des cultures liquides est vérifiée, pour les deux souches obtenues préalablement,
en transférant du mycélium sur des boites de Pétri contenant des milieux PDA et
Sabouraud a 1’aide d’une anse de platine stérile. Les boites de Pétri sont incubées pendant

5 jours a 28°C et la pureté est vérifiée a I’issue de cette période d’incubation.

5.2. Préparation de surnageant de culture

Aprés 5 jours de culture des champignons, le bouillon obtenu est centrifugé pendant
30 minutes a 5000 g. Un second cycle de 15 minutes a 5000 g est réalisé dans le cas
nécessaire. Le surnagent est alors récupéré et stérilis¢é a 1’aide d’un filtre millipore
(©=0.22um).2 ml de suspension de surnagent de culture sont transférés au sein d’un tube

Eppendorf stérile, et conservé a 4°C jusqu’a ’utilisation (figure 18).
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bouillon culture dans un ) ) de culture
, sur le culot filtration o
nutritif a tube éppendorf stérile
37°C/5j

Figure 19 : Schéma représentatif des différentes étapes de la préparation du surnageant de
culture (SC).

5.3. Test d’antibiogramme
5.3.1. Méthode de Barefoot et Kaenhammer, 1983

Des puits de 6 mm de diametre sont creusés stérilement a 1’aide d’un emporte-piece
« embu bleu stérile » sur la gélose Mueller Hinton inoculé par la souche cible. Puis, une
goutte de gélose MH est déposée dans le fond de chaque puits. Chaque boite de pétri est
ensemencée préalablement par écouvillonnage avec une suspension bactérienne

standardisée a 0,5 McFarland.

Les puits sont ensuite remplis avec 50 pl du surnageant de culture. Les boites de
Petri sont laissées a +4°C pendant 15min pour permettre la bonne diffusion de la
substance antibactérienne, et incubées a 37°C et la présence de zones d’inhibition formées

autour des puits est examinée apres 24 h d’incubation (figure 19) (Belarbi, 2011).
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Mettre 50l de Repiquer chaque bactérie dans un boite
(SC) dans les puis pétrie a gélose Muller-Hinton avec un

N £

Staphylococcus aureus
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P Escherichia coli

D | oy

f S . J

A

ra :

. Pseudomonas

D

il
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P 2

D

A
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Incubation a 37°C pendant 18 h

Figure 20 : Schéma représentatif du test d’antibiogramme par méthode de Barefoot et
Kaenhammer, 1983 (Harding et Shaw, 1990).

5.3.2. Méthode de diffusion en milieu solide

Nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu solide (milieu Muller- Hinton)
pour I’activité antibactérienne. De ce fait, chacun des disques de papier Wattman stérile
de diametre approximativement6 mm est imprégné par 20 pl de chaque surnageant de
culture et placé a la surface du milieu de la boite de pétri en présence des disques imbibés
par 1’eau physiologique stérile comme un témoin négatif, et des disques d’ampicilline
commercialisé (2 20pg/ disque) comme témoins positifs. Les boites ont été ensuite

incubées a 37°C pendant 24 h dans I’étuve (figure 20).
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Mettre 20l de

(SC) sur les
disaiies

Repiquer chaque bactérie dans un boite pétrie
a gélose Muller-Hinton avec un écouvillon

£ N\

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Pseudomonas

Bacillus

Klebsiella

Y5C Muller Hinton

{ )\ ) Puis incubation a 37°C pendant 18 h

Figure 21 : Test d’antibiogramme par Méthode de diffusion en milieu solide (Balouiri
et al., 2016).
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Résultats et discussion
1. Résultats

1.1. Résultats de I’optimisation des conditions de coagulation

26 essais de fabrication du fromage traditionnel (Jben) ont été réalisés en utilisant
coagulant d’origine animal (caillette du jeune ruminant). Les résultats de rendement de
coagulation sont résumés dans le tableau 06
Dans notre étude, le plan central composite a été utilisé pour optimiser les rendements de
coagulation du lait de chevre (Y1) ainsi que le pH final du fromage (Y2). Pour les deux
réponses, les effets et les interactions entre les facteurs indépendants ; le temps (X1), la
température (X2), le taux d’emprésurage (X3), et la masse de CaCl ajoutée (X4) ont été

déterminés. La construction de la matrice expérimentale nous a donné 26 essais.

Tableau 6 : Résultats d’ajustement du model et I’effet des variables explicatives sur les

réponses.
Rendement (Y1) pH (Y2)

Source Estimate p-value Estimate |p-value
Intercept 12.82 <.0001* 7.013 <.0001*
X1 0.79 0.05 -0.06 0.1062
X2 0.31 0.41 0.18 0.0005*
X3 3.08 <.0001* -0.09 0.0316*
X4 3.21 <.0001* -0.12 0.0088*
Xa1X2 -0.76 0.08 -0.31 <.0001*
X1X3 0.15 0.70 0.003 0.9261
X2X3 0.52 0.21 0.015 0.7115
X1X4 0.31 0.44 -0.05 0.2319
XaXa 0.44 0.29 0.018 0.6444
X3Xa 2.84 <.0001* -0.011 0.7811
X1? 0.85 0.40 -0.040 0.6898
X2? -7.15 <.0001* -0.26 0.0231*
X3? -1.53 0.14 0.0045 0.9643

Xq? -0.96 0.34 -0.075 0.4608

Model <.0001* 0.0003*

Manque d’ajustement 0.312 0.324

R? 0.97 0.92

Selon le tableau 6, on observe un effet hautement significatif pour les deux réponses
étudiées avec des p valeurs 0,0001 et 0,0003 pour Y1 et Y2 respectivement. De plus le test
de manque d’ajustement non significatif pour les deux réponses (0.312et 0.324 pour Y1

et Y2 respectivement) indique un bon ajustement du modéle avec les parametres étudiés.
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Par ailleurs, une bonne corrélation entre les valeurs réelles et prédites est observée pour
les deux réponses avec R = 0.97 et 0.92 pour Y1 et Y2 successivement.

Les facteurs linéaires X3 et X4 ayant un effet hautement significatif sur les deux
réponses, de plus la température exerce un effet linéaire hautement significatif sur le pH
final du fromage (p=0,0005).

D’autre part, I’interaction entre le temps et la température ; et entre le taux
d’emprésurage et la masse ajoutée de CaCl, ayant un effet hautement significatif sur le
pH et le rendement de coagulation avec des p valeur inferieures a 0,0001.

En terme quadratique, la température est le seul facteur indépendant qui a un effet
significatif sur le pH (p<0.05) et hautement significatif sur le rendement de coagulation
(p<0.0001).

1.1.1. Etude des surfaces de réponses

La régression multiple des équations polynomiales quadratiques abouties a
I’élaboration des surfaces de réponse (Figure 21).

A partir de la figure 21 (a) on observe un effet généralement positif du temps et
température sur le rendement de coagulation, qui atteint son maximum a 3 heures et 40°C,
aprés ce point une diminution de rendement est remarquée avec 1’augmentation de la
température.

D’autre part, un effet positif synergique de taux d’emprésurage et I’ajout de sel sur
le rendement qui aboutit le max avec les niveaux maximal de chaque variable.

Le pH du fromage étudié est toujours situé dans ’intervalle de neutralité en
concordance avec le temps et la température. En revanche un excés d’emprésurage et/ou
d’ajout du CaClz semble ayant un effet négatif (diminution significatif) sur le pH final du

fromage (Figure 21 (b)).
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Figure 22 : Représentation tridimensionnelle des modeéles polynomiales de deuxieme

ordre. (a) : Rendement de coagulation, (b) : pH final du fromage.
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1.2. Identification morphologique des champignons

L’approche classique d’identification des moisissures repose sur [’analyse
macroscopique et microscopique des colonies obtenues en culture.
1.2.1. Analyse macroscopique

Lors de l’analyse macroscopique des colonies obtenues aprés culture des

champignons isolés, le seul aspect de ’appareil végétatif a été observés (figure 22-23) :

A\

L’aspect : duveteuses

Le relief (Aspet verso) : Plat.

La taille : Envahissante.

La couleur : Blanche

Mycélium : Etroite, extensif.

Présence des pigments blanche diffusant dans la gélose
Vitesse de la pousse des colonies Rapide +++

La température de développement 28°C.

VvV V.V V V V VYV V

Pycnides : formations globuleuses, colorées.

Figure 23 : Observation macroscopique du champignon Phoma sp. isolé a partir de jben

Culture sur le milieu PDA
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Figure 24 : Observation macroscopique du champignon Phoma sp. Isolé a partir de jben
Culture sur milieu Sabouraud.

1.2.2. Analyse microscopique
L’analyse microscopique se fait par observation au grossissement x 4 puis x 10,
puis x100. Les figures 24-26 représentent I’aspect microscopique du champignon isolé.
v Le thalle végétatif

» Cloisonné (septé)
» Filaments peu ramifiés,
» Diamétre étroit (< 2 um) et régulier
» Paroi pigmentée (mélanisee).
4 Les organes de fructifications

» Présence d’organes protecteurs des Conidies.
» Modes de formation des conidies (issues directement du thalle,
solitaires) (aleuriospores).
v Les spores
» Endogeénes (endospores)

» L’aspect des spores [amérospores (unicellulaires et de petite taille).
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Figure 25 : Observation microscopique du champignon a 1’objectif x 04.

42




Résultats et discussion

SAB02

Figure 26 : Observation microscopique du champignon a I’objectif x 10.
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PDA 01 PDA 02

PDA 03

SABO1 SABO02

Figure 27 : Observation microscopique du champignon a 1’objectif x 100.
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1.2.3. Classification
Selon les caractéres microscopiques et macroscopiques (figure 27) de Chabasse et
al. (2002) et Vargas et al. (2009) le champignon isolé appartient au genre Phoma sous la

classification suivante :

Régne :Funagi.
Division :Deuteromycotina.
Ordre :Sphaeropsidales.
Famille :Sphaerioidaceae.

Genre :Phoma sp.

Spores asexuées produites dans des pycnides (Coelomyceétes)

Pycnides brunes le plus souvent isolées

+

Spores hyalines unicellulaires (4 - 7.5um)

¥

Phoma sp.

Figure 28 : Diagramme représente le différent caracteres d'identification du Phoma sp.
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1.3. Etude de P’activité antibactérienne de champignon

1.3.1. Méthode de puis

L’évaluation de 1’activité antimicrobienne des champignons isolés par la méthode
de diffusion sur gélose (méthode de puits) n’a donné aucun résultat positif observable
(figure 28). Cela est probablement lié & une faible diffusion de I’extrait des champignons
(SC) en milieu solide, ou a une concentration faible des molécules bioactive de ce

champignon.

.
104 =

§.\.2

Figure 29 : Résultats de tests des puis (Méthode de Barefoot et Kaenhammer, 1983)

d’antibiogramme sur les bactéries : Pseudomonas, Bacillus, S. aureus, et K. pneumonea
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1.3.2. Méthode de disques

Les mémes résultats de 1’absence de I’activité antimicrobienne du champignon isolé

par la méthode de puits sont observés avec la méthode de diffusion en milieu solide

(Figures 28-32) ce qui confirme le résultat précédent

T- : Témoin négatif.
T+ : Témoin positif.
1/2C M.H : Milieu de culture Muller-
Hinton.

Figure 30 : Résultats de test des disques d’antibiogramme sur la bactérie E. coli.
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T- : Témoin négatif.
T+ : Témoin positif.
1/2C M.H : Milieu de culture
Muller-Hinton.

Figure 31 : Résultats de test des disques d’antibiogramme sur la bactérie Pseudomonas.
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T- : Témoin négatif.
T+ : Témoin positif.
1/2C M.H : Milieu de culture Muller-
Hinton.

Figure 32 : Résultats de test de disques d’antibiogramme sur la bactérie Bacillus.
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T- : Témoin négatif.
T+ : Témoin positif.

1/2C M.H : Milieu de culture Muller-
Hinton.

Figure 33 : Résultats de tests de disques d’antibiogramme sur la bactérie S. aureus.
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T- : Témoin négatif.
T+ : Témoin positif.
1/2C M.H : Milieu de culture Muller-
Hinton.

Figure 34 : Résultats de test des disques d’antibiogramme sur la bactérie K. pneumonea
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2. Discussion
2.1. L’optimisation des conditions de coagulation

Les fromages frais obtenus apres coagulation par 1’action de la présure au lait cru
de chevre, possédent des textures souples tranchable, frais a pate blanches légerement
ferme.

Les fromages de chévre peuvent fabriqués selon le type de présure implique quant
a elle une coagulation plus rapide, mais un niveau d’acidification plus faible (Morgane et
al., 2000).

Les analyses physico-chimiques de certaines études montrent que le « Jben » est
plus ou moins acide par contre notre « Joen » est neutre (pH entre 6 et 7). Les analyses
microbiologiques étudiée par (référence) montre qu’il est riche en flore lactique, il
contient aussi des germes de contamination fécale tels que les coliformes fécaux, et
streptocoques fécaux, il contient aussi des bactéries d’altération comme Bacillus, et les
levures et des moisissures.

L'optimisation via le plan central composite est plus fiable car il est moins colteux
et prend moins de temps que les méthodes traditionnelles car elle simule au mieux les
phénomeénes aléatoires les plus complexes, en utilisant le moins d'essais pour trouver des
interactions entre les variables, donc elle s’inscrit dans la démarche constante
d’amélioration de la qualité. Elle offre une grande quantité d’information a partir d’un
nombre réduit d’essais.

Les rendements en fromage relatif aux différentes productions sont instables, ceci
peut étre d0 a la variation de la composition chimique du lait de départ et de la différence
de la durée, la température, contenant en presure et CaCl, d’une part, et a la maitrise de
bonnes pratiques de fabrication d’autre part.

Les meilleurs rendements fromagers obtenus lors de la réalisation des essais sont
de 15.472g et 15.454qg pour lesessais10 et 12 respectivement. Ces valeurs sont supérieures
a celle de I’essai 194 0.350 g.

L’effet de la concentration en présure sur le temps de coagulation est étudié en
ajoutant au lait des quantités de présures dans les conditions variables de mesure
(température et concentration en CaClz). L’ajout de quantités élevées de présure
(60mg/100ml) donne une diminution du temps de coagulation de 3 a 1 h et des meilleurs

rendements de fromage dans une température élevée (60°C). Pour le méme intervalle le
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manque de concentration en CaCl, méme la concentration en présure est élevées donne

une diminution de rendements de fromage avec un temps de coagulation élevé.
2.2. ldentification de champignon isolé et son activité antibactérienne

Afin de vérifier I’activité inhibitrice de champignon vis-a-Vvis de certaines bactéries
pathogenes, nous avons isolé et identifi¢ une souche a partir d’un fromage ¢élaboré dans
le laboratoire (le fromage optimisé) type Jben. Les résultats de 1’identification, selon des
critéres morphologiques macroscopique et microscopique, obtenus ont permis d’avoir
une collection de souches représentée par un seul aspect duveteux isolé sur milieu PDA
et sur milieu SABOURAUD.

L’évaluation du pouvoir antagoniste des champignons isolés a été étudié vis-a-vis
6 souches cibles, indicatrices d’altération. L’inhibition se traduit par la formation de zones
claires, mais la zone claire n’a pas été formée dans aucune boite, cela signifie qu’il ne se
trouve pas une activité antibactérienne de champignon isolés (résultat négatif).

Depuis la prévalence croissante des mauvaises herbes résistantes aux herbicides et
I'interdiction des herbicides, selon Chettida et al. (2022) et José et al. (2021). Le
métabolite secondaire produit par Phoma sp. dimorpha a une activité biotechnologique
élevée et peut étre utiliser comme un biocontrdle contre les mauvaises herbes.
L'utilisation de contréles biologiques avec des mycoherbicides est devenue une approche
innovante dans le domaine agricole. Selon Luciana et al. (2021), il y a une utilisation trés
importante dans 1’élaboration de tels composés a l'aide du champignon Phoma sp.
additionné de substrats peu colteux. Les résidus agro-industriels ont été utilisés comme
source de carbone supplémentaire dans la fermentation immergée, tels que le glycérol de
I'industrie du biodiesel, la dréche de brasserie et le son de riz. Les effets de ces sources
de carbone ont été évalués sur la production de composé bioémulsifiants intracellulaires
(IPS) et extracellulaires (EPS), la concentration de la biomasse, le pH, la densité, la
tension superficielle, I'indice d'émulsification et I'activité bioherbicide.

Selon Ku et al. (2022), un nouveau composé de type oxazole, appelé macrooxazole
E, et trois macrooxazoles connus A-C, ont été isolés a partir d'extraits d'acétate d'éthyle
de cultures de Phoma sp. JS0228. Le macrooxazole ‘C’a montré des activités
antiprolifératives modeérées contre les lignées cellulaires humaines de cancer du sein et
de cancer de la prostate. Cette étude presente la possibilité pour le champignon endophyte

Phoma sp. JS0228 de produire de nouveaux composeés naturels bioactifs.
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Conclusion

Au cours de notre travail nous avons suivi la chaine de fabrication du fromage frais
« Jben » et isolé et identifié les champignons autochtones dans le but d’évaluer leur
pouvoir antibacterien.

Notre démarche a comporté trois étapes : premiérement, 1’optimisation du
rendement du fromage, la deuxiéme étape, I’isolement des champignons a partir du Jben
et I’identification des champignons, la troisiéme étape consiste a la préparation de
surnageant de culture mycélienne et I’étude de leurs activité antibactérienne.

Ce travail nous a permis de relever les points suivants :

» Les résultats de la fabrication du fromage ‘Jben’ en utilisant un coagulant
d’origine animal nous a permet de mettre en évidence la différence des poids
de rendements obtenus selon la durée, température, contenant en présure et
Caclo.

» Les résultats des deux tests disques et puits ont montré que le champignon
isolé a partir du fromage Jben préparé ne présente aucune activité
antibactérienne a 1’égard des souches de bactéries testées : E. coli, S. aureus,

Pseudomonas sp., Bacillus sp. et K. pneumonia

Pour conclure, les résultats obtenus semblent intéressants d’autant qu’ils montrent
la possibilité d’obtention des meilleurs rendements en peu de temps avec des petites
quantités de présure et de CaCl,. D'autres études seront nécessaires pour en savoir plus
sur I'action des bio-conservateurs et pour résoudre des problémes reliés a la contamination
des produits laitiers.

La recherche dans le domaine des bio-conservateurs, particulierement leurs
interactions avec des bactéries pathogenes mérite un programme de recherche
approfondie, ce qui permettra d'éclairer davantage ces interactions qui sont toujours trés

complexes.
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Annexes

Annexe 01 : Incubation des échantillons de fromage (coagulation)

il

i

i

Annexe 02 : préparation des milieux de culture

A : Milieupotato-Dextrose Agar (PDA)

1- Nous pesons 200 grammes de pommes de terre épluchées.

2- M¢élanger la pomme de terre hachée avec 1 litre d’eau distillée pendant 30 minutes
puis filtrez-le a travers le filtre.

3

4

Nous ajoutons 20 grammes de dextrose et de poudre d'agar-agar avec agitation.

Stériliser la gélose a I’autoclave durant 20 min a 120°C.
B : Milieu Mueller Hinton

1- Nous pesons 19 grammes de poudre et la mélanger dans 500m | d’eau distillée.
2- Agiter le mélange en chauffant par la plaque chauffante et verser dans les flacons.
3- Stériliser la gélose a I’autoclave durant 20 min a 120°C.

C : milieu Sabouraud

1- Mélanger 32,75 grammes de poudre dans 500 ml d’eau distillée.
2- Chauffer a ébullition pour dissoudre complétement le milieu et verser dans les
flacons.

3- Stériliser la gélose a I’autoclave durant 20 min a 120°C.
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D : milieu GN

1- Mélanger 14 grammes de poudre dans 500 ml d’eau distillée, porté a ¢bullition en
agitant jusqu' a dissolution.

2- Verser dans les flacons et stériliser a I’autoclave, durant 20 min a 120°C.

Annexe 03 : la centrifugation

_

Annexe 04 : Préparation de MacFarland 0.5

A. Mélanger 0,0307 g de chlorure de baryum (Bacl2) avec 30,7 ml d'eau distillée.

w

Mélanger 100 pl acide sulfurique avec 900 pl d'eau distillée.

C. Nous mettons dans la burette 0,5ml chlorure de baryum et ajoutons la solution
d'acide sulfurique préalablement préparée jusqu'a obtenir 10ml, Et le mettre dans
un tube.
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Mémoire En vue de l'obtention du diplome de Master Académique Option : Microbiologie appliquée
Isolement des champignons a effet antibactérien a partir de Jben
Réaliser par : SARI Radhouane. OUANNES Loubna. LADJAL Manal
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Abstract

Cheese is considered one of the traditional products still valued in Algerian society, which necessarily requires an
attempt to improve production in terms of quantity and in return a reduction in material costs in terms of time and
coagulating materials. Response surface methodology was used to improve time, temperature, rennet concentration,
CaCl2, where model analysis by ANOVA and multiple regression showed its proportionality with yield (P < 0.0001)
with a strong correlation between expected and actual values (R2 = 0.99) Significant effects of temperature and pH
on coagulation efficiency.

Traditional cheese remains a favorable source for the development of contaminants that can cause digestive and
various disorders. This diversity of microorganisms is not exempt from microscopic fungi, some studies of which
have shown that some of them produce antibacterials.

In this study, a species of mold Phoma sp was isolated on two culture media PDA and SABOURAUD. The fungus
was determined by these macroscopic and microscopic characteristics, then the study of its ability to inhibit the
growth of bacteria, namely:

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas, Bacillus, and Klebsiella pneumoniae.

Keywords: Djben, goat's milk, optimization, response surface, antibacterial.

Résumé

Le fromage est considéré comme l'un des produits traditionnels encore prisés dans la société algérienne, ce qui
demande nécessairement une tentative d'amélioration de la production en termes de quantité et en contrepartie une
réduction des colts matériels en termes de temps et de matériaux coagulants. La méthodologie de surface de réponse
a été utilisée pour améliorer le temps, la température, la concentration de présure, le CaCl2, ou I'analyse des modeles
par ANOVA et regression multiple a montré sa proportionnalité avec le rendement (P < 0,0001) avec une forte
corrélation entre I'attendu et les valeurs réelles (R2 = 0,99) Effets significatif de la température et du pH sur le
rendement de coagulation.

Le fromage traditionnel reste une source favorable pour le développement des contaminants pouvant provoquer des
troubles digestifs. Cette diversité de micro-organismes n'est pas exempte des champignons microscopiques, dont
certaines études ont montré que certains d'entre eux produisent des antibactériens.

Dans cette étude, une espéce de moisissure Phoma sp a éte isolé sur deux milieux de culture PDA et SABOURAUD.
Le champignon a été¢ déterminé par ces caractéristiques macroscopiques et microscopiques, puis 1’étude de sa
capacité a inhiber la croissance des bacteries, a savoir :

Staphylococcus aureus ; Escherichia coli ; Pseudomonas ; Bacille ; et Klebsiella pneumonie .

Mots-clés : Djben, lait de chevre, optimisation, surface de réponse, antibactérien.



