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Unités�et�symboles�:�
�
AOC� � �appellation�d'origine�contrôlée�
AOP� � � � �� � �appellation�d'origine�protégée�
BIS�� bureau�indien�des�standards�
Ct� � � �cycle�threshold�(seuil�de�cycle)�
g��

h�

IGP�

j�

J.%C�

L�

L.L.�

LSD�

�gramme�
heure�
indication�géographique�protégée��
jour�
Jésus�Christ�
litre�
livre�libanaise�
least�square�difference�

m
2
�� mètre�carré�

mg��

min�

mm�

milligramme�
minute�
millimètre��

mM���

Ug�

n�

Millimolaire�
microgramme�
nombre�de�répétitions�

nd���

s�

pb�

pmol�

R
2
�

STG�

ua�

ufc�

non�déterminé�
seconde�
paire�de�base�
picomolaire�
coefficient�de�corrélation��
spécialité�traditionnelle�garantie�
unité�arbitraire�
unité�formant�colonie���

�€� euro�
�

�

Techniques�/�méthodes�:�
�

�
�
�

CCM%DIF�

�

PCR�

SPME�

chromatographie�sur�couche�mince�couplée��
à�un�détecteur�à�ionisation�de�flamme�
polymerase�chain�reaction�
micro�extraction�sur�phase�solide�
�

�

Molécules�/�chimie�:� �

�
�

�

ADN� � � �

�
acide�désoxyribonucléique�

ANC� azote�non�caséique�

ANP�

CAR�

azote�non�protéique�
carboxène�
�
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DVB� divinylbenzène�

IA�

EVOH� � � �

indice�d'acide�
éthylène�vinyle�alcool�

LDPE�

LPC��

LPL�

MGLA�

NaCl�

polyéthylène�basse�densité�
lysophosphatidylcholine�
lipoprotéine�lipase�
matière�grasse�laitière�anhydre�
Chlorure�de�sodium�

NaOH��

NSLAB�

hydroxyde�de�sodium�
non�specific�lactic�acid�bacteria�

NT� azote�total�

PC�

PDMS�

phosphatidylcholine�
polydiméthylsiloxane�

PE� phosphatidylethanolamine�

PEBA�

PGE�

PI�

polyéther�block�polyamide�
estérase�pré�gastrique�
phosphatidylinositol�

PL� phospholipide�

PS� � � � phosphatidylsérine�

SPM���

�

�

Milieux�de�culture�:��

�

MRS�

MSA�

PCA�

sphingomyéline�
�
�
�
�
de�Man,�Rogosa,�Sharpe�agar�
mannitol�salt�agar�
plate�count�agar�

�

�

Laboratoires�/�Universités�/�Organisations�:��
�
CAN� Centre�Agricole�du�Nord�
CNRS� Centre�National�de�Recherche�Scientifique��
ENSAIA� Ecole�Nationale�Supérieure�d'Agronomie�et�des�Industries�Alimentaires�
FRM� Fondation�René�MOAWAD�
FSA� Faculté�des�Sciences�Agronomiques�
INAO������ � � � �������Institut�National�des�Appellations�d'Origine�
INRA� ��������������������������������������Institut�National�de�la�Recherche�Agronomique�
LIBNOR����������������������������������Institut�des�Normes�Libanaises�
LSGA�� � � Laboratoire�de�Sciences�et�Génie�Alimentaires�
SFFD� ���Slow�Food�Foundation�for�Biodiversity� �� � �
USEK�� Université�Saint�Esprit�de�Kaslik�
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1.�Introduction�générale��

Parmi�l’extraordinaire�floraison�des�fromages,�le�fromage�de�chèvre�fermier�occupe�assurément�

une� très�belle�place.�Chez� les�connaisseurs,� il� jouit�d’une� réputation�bien�ancrée�et�amplement�

justifiée.� Il� est� vrai� que� l’absence� d’un� “chèvre”� typique,� affiné� ou� frais,� sur� un� plateau� de�

fromages�est�souvent�synonyme�de�frustration�!�

�

Parmi� tous� les� autres,� les� fromages� de� chèvre� méditerranéens� fabriqués� à� partir� de� lait� cru,�

bénéficient� d'une� image� à� très� forte� connotation� positive.� Ils� sont� identifiables� en� raison� de�

paramètres� objectifs� (saveur,� composition,� forme),� mais� surtout� en� raison� de� caractéristiques�

culturelles�ou�subjectives,�comme�l'histoire,�le�terroir�et�le�soleil,�qu'ils�peuvent�évoquer�chez�le�

consommateur.�Toutefois,� il�manque�parfois�à�ces�produits� la�dénomination�prestigieuse,� seule�

capable� de� retracer� l’histoire� et� la� typicité,� entourées� d’un� savoir�faire� ancestral.� Cette�

“appellation� d’origine”,� puisque� c’est� d’elle� dont� il� s’agit,� prend� alors� une� dimension�

patrimoniale� et� confère� au� fromage� un� prestige� authentique.� Celui�ci� devient� alors� un� bien�

commun�que�la�société�va�s’efforcer�de�protéger.�Un�fromage�ainsi�qualifié�apparaîtra�comme�le�

reflet� fidèle� de� la� région� dont� il� est� originaire,� avec� ses� ressources� naturelles� et� ses� traditions�

locales.�

Les� modes� de� fabrication� fermiers� sont� aussi� nombreux� que� variés� et� on� ne� peut� guère� les�

qualifier�de��������.�Chaque�producteur�possède�son�tour�de�main�et�son�savoir�faire,�qu’il�tire�

des�conditions�locales�de�fabrication�et�de�traditions�séculaires.�Ce�sont�des�fromages�fortement�

typés,�mais�dont�on�a�du�mal�à�maîtriser�toutes�les�conditions�de�production.�Leur�inventaire�met�

en�évidence�leur�extrême�hétérogénéité�catégorielle,�des�niveaux�de�production�très�divers,�des�

conditions� d'affinage� et� des� qualités� organoleptiques� particulièrement� variées.� Cette� grande�

variabilité,� qui� signifie� une� certaine� inconstance� des� caractéristiques,� permet� au� fromage�

d'acquérir�différentes�“versions”,�à�l’intérieur�d’une�même��zone�géographique.�

�

Un�fromage�fermier�typique�au�lait�cru�implique�naturellement�une�grande�diversité�génétique�de�

sa�flore�microbienne�qui�comprend�la�flore�utile�ou�technologique,�la�flore�indésirable�et�la�flore�

potentiellement� pathogène.� Cette� microflore,� qualifiée� de� naturelle� ou� indigène� permet� de�

préserver�la�typicité�et�une�certaine�diversité�sensorielle�des�fromages.��

�
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Selon� ces� considérations,� le� fromage� typique� représente� un� bien� culturel� avant� d’être� une�

ressource� économique.� De� nombreux� produits� originaux� ont� déjà� disparu� ou� sont� en� voie� de�

l’être�et�l’on�entend�parler�parfois�de�véritable�������������	�����!��

�

Au�delà�des�emprunts�aux�autres�régions�de�la�méditerranée,�le�Liban�a�été�le�cœur�d’échanges�

intenses� qui� ont� favorisé� l’adoption� de� caractéristiques� communes� dans� la� diversité� des� ses�

produits.� Ces� derniers� reflètent� l’histoire� des� populations� et� ne� respectent� pas� les� frontières�

géographiques.�Le�fromage���������,�par�exemple,�est�influencé�par�la�culture�ottomane.��

�

Il�faut�noter�que�la�production�fermière�libanaise�des�fromages�de�chèvre�n'a�pas�su�maintenir�au�

meilleur�niveau�la�qualité�traditionnelle�qui�lui�aurait�permis�de�conserver�sa�place�sur�le�marché,�

face� à� la�production� industrielle�des�grandes�variétés�de� fromages� au� lait� de�vache� à�diffusion�

nationale.�L'élevage�caprin�est�détenu�par�des�petits�éleveurs,�habitant�des�zones�marginales�et�

pour�lesquels�le�lait�de�chèvre�est�une�ressource�vitale�importante.�

�

Une�contribution�scientifique�et�technique�décisive�pourrait�grandement�favoriser�la�valorisation�

de� ce� type� de� ressources� et� pourrait� stimuler� le� secteur� caprin� libanais.� Traditionnellement�

fabriqué�dans�les�montagnes�Libanaises,�le����������est�un�outil�intéressant�de�ce�point�de�vue.�Il�

présente�une�technique�de�fabrication�artisanale�exceptionnelle�nécessitant�l’usage�d’une�peau�de�

chèvre�comme�enceinte�d’affinage�et�le�lait�issu�d’un�troupeau�local�ou�0�����.�

�

Etant�donné�que� la�production� laitière�caprine�est� saisonnière,� les� fromages�n’apparaissent�que�

périodiquement�sur�le�marché.�Quant�au���������,�sa�longue�durée�de�conservation�permet�une�

disponibilité�de�vente�hors�saison,�d’où�l’importance�de�mieux�valoriser� les� laits�de�chèvre�par�

leur� transformation�en���������.�Ce�dernier�est� le�seul�produit�agricole�au�Liban�et�au�Moyen�

Orient� à� bénéficier� de� la� note� "*�������",� délivrée� par� la� #����	���� ���1� #���� ����� ���

����������	��(SFFD),�comme�les�fromages�$������	���(Angleterre),�������(Portugual)�et�)��	����

(Grèce),�...�

�

Cependant,�le����������demeure�un�fromage�clandestin.�En�effet,�jusqu'à�aujourd’hui�le�Liban�ne�

possède�aucune�législation�sur�les�fromages�au�lait�cru,�qui�n’ont�donc�aucune�existence�légale�et�

l’on�peut�comprendre�l’hésitation�légitime�du�consommateur.�C’est�l'appellation�d’origine,�à�fort�

potentiel�d’amélioration�de�la�qualité�et�de�maintien�de�la�biodiversité,�qui�pourra�apporter�une�

contribution�scientifique�et� technique�décisive�au�secteur� libanais�de� la� transformation�et�de� la�
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valorisation� durable� de� ce� type� de� ressources,� encore� marqué� par� un� faible� contenu�

technologique.� La� commercialisation� du� ��������� ne� pouvait� donc� pas� être� autorisée�

officiellement,� ni� contrôlée�du� fait� de� ce� "vide� juridique",� qui� est� actuellement� en�passe�d'être�

comblé.�

La� grande� tradition� de� la� qualité� fermière� tend� malheureusement� à� disparaître� peu� à� peu.� Le�

monde� rural�connaît�une�mutation�profonde.�Nous� ignorons� le�devenir�de�ces�produits,�mais� il�

convient�de�faire�ce�qui�est�possible�pour�maintenir�leur�vitalité.��

Un� intérêt� accru� s'est� manifesté� ces� dernières� années� pour� la� sauvegarde� des� produits�

traditionnels� en� utilisant� les� indications� géographiques.� Les� aliments� bénéficiant� d'une� origine�

géographique� bien� déterminée� ont� particulièrement� attiré� le� consommateur,� d’abord� pour� les�

qualités� organoleptiques� et� culinaires� spécifiques� associées� aux� produits� régionaux,�mais� aussi�

pour�la�santé,�le�patriotisme�(!)�et�l'attention�manifestée�par�les�média.��

De�ce�point�de�vue,�le�développement�de�techniques�analytiques�fines�pour�la�détermination�de�

l'origine�géographique�de�produits�agricoles�est�indispensable.�En�complément�des�techniques�de�

séparation�de�type�chromatographique,�les�techniques�moléculaires�ont�le�vent�en�poupe.�

�

Dans�l'optique�de�sauvegarder�le�patrimoine�du����������et�de�préserver�cette�tradition�culinaire�

ancestrale� en� voie� de� disparition� par� une� appellation,� la� Fondation� René� MOAWAD,� une�

organisation� libanaise� non� gouvernementale,� en� partenariat� avec� la� SFFD,� a� soutenu� le� projet�

"��������".� Le� but� de� cette� opération� est� de� permettre� aux� éleveurs� de� la� région�montagnarde�

Nord� Libanaise,� de� tirer� profit� de� la� production� d'un� fromage� à� haute� valeur� ajoutée,� par� la�

transformation�de�leur�lait.���

De�plus,�le�Centre�National�de�Recherche�Scientifique�(CNRS)�au�Liban,�a�mis�en�place�depuis�

2005,� un� projet� pour� maintenir� la� biodiversité� de� la� flore� lactique� des� fromages� caprins�

traditionnels.� Le� but� est� la� constitution� de� collections� de� souches� que� devrait� envisager� la�

conservation�de� la�diversité�biologique,� tant�pour� son�utilité�présente�que�pour� l’usage�qu’elle�

pourrait�en�faire�un�jour.�Il�convient�de�déterminer�combien�ces�institutions�sont�prêtes�à�payer�

pour�conserver�les�espèces�et�les�écosystèmes.�Toutefois�la�valeur�économique�néglige�la�valeur�

esthétique� de� la� diversité� biologique� ainsi� que� le� rôle� crucial� qu’elle� joue� dans� la� sécurité�

alimentaire�et�la�médecine.���

�

Avec�ces�connaissances�et�compte�tenu�de�ces�observations,�le�sujet�de�cette�thèse�s'intègre�dans�

les� projets� exposés� brièvement� ci�dessus.� Il� ne� s'inscrit� pas� dans� une� continuité� de� travaux�

effectués� précédemment.� L'objectif� scientifique� de� ce� travail� est� de� valoriser� le� fromage�
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��������,� en� le� caractérisant� du� point� de� vue� physico�chimique� et�microbiologique� durant� son�

affinage,�et�de�mieux�comprendre�son�affinage�dans�la�peau�de�chèvre�en�simulant�celui�ci�dans�

son�enceinte�d'affinage.��

�

Dans�ce�contexte,�une�synthèse�bibliographique�précède�l'exposé�des�travaux.�Elle�comporte�cinq�

parties.�Une�première�partie�permet�de�situer�la�filière�caprine�au�Liban,�notamment�le�secteur�de�

l'élevage�et�le�secteur�laitier.�Les�forces,�les�faiblesses,�les�opportunités�et�les�menaces�de�cette�

filière� seront� exposées.� Des� observations� sur� l’élevage� de� la� chèvre,� l'historique� de� sa�

domestication,�une�étude�de�la�peau�de�chèvre,�de�sa�structure�et�son�utilisation�feront�l'objet�de�

la� deuxième�partie.� La� troisième�partie� sera� consacrée� spécifiquement� au� fromage���������� et�

aux� indications� géographiques.� Dans� le� but� d'appréhender� la� réalité� concrète� du� ���������

artisanal,� son� historique,� sa� consommation� et� sa� commercialisation� seront� incluses� dans� cette�

partie.� La� réglementation� et� les� démarches� législatives� d'une� Appellation� d'Origine� seront�

exposées� brièvement.� Le���������� s'affinant� dans� la� peau� de� chèvre� (celle�ci� étant� considérée�

comme�un�emballage�naturel),�les�interactions�aliment�emballage�environnement,�notamment�la�

perméabilité� et� l'absorption,� seront� exposées� dans� la� quatrième� partie.� La� dernière� section��

résume� quelques� notions� indispensables� sur� l'affinage� des� fromages,� comme� la� lipolyse� et� la�

protéolyse.� � Cette� partie� se� termine� par� un� exposé� sur� la� flore� bactérienne� de� l'affinage,�

notamment�la�flore�lactique,�dans�sa�biodiversité�et�sa�complexité.��

�
L'orientation� de� notre� travail,� concrétisée� par� notre� approche� expérimentale� qui� a� touché� à�

plusieurs�axes,�comporte�trois�volets�principaux�:��

�

��la�première�partie�repose,�d'une�part�sur�la�caractérisation�physico�chimique�des�laits�de�chèvre�

destinés�à�la�production�du����������;�d'autre�part,�sur�le�suivi�de�l'évolution�de�la�lipolyse�et�de�

la�protéolyse� au� cours�de� l'affinage�du���������.� La� recherche�de� composés�d’arôme�a�permis�

d’établir�le�profil�des�composés�volatils,�ce�qui�pourrait�refléter�le�caractère�typique�et�marqué�du�

��������.�

� �

�� la� seconde� partie� consiste� à� établir� la� signature� microbienne� du���������,� et� ceci� par� deux�

approches.�La�première�consiste�en�une�culture�des�micro�organismes�sur�des�milieux�sélectifs,�

suivie�d'une�identification�au�niveau�du�genre�et/ou�de�l'espèce.�Une�deuxième�approche,�consiste�

à�identifier�l'écosystème�naturel�du����������au�moyen�de�techniques�de�la�biologie�moléculaire.�

Une� image� globale� des� communautés� bactériennes� du���������� a� été� réalisée� par� la� technique�
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TTGE.� Les� suivis� de� �	���	�������� 	�����������,� "�	���������� �������,� ".� ������� et�

(��	�����������	���subsp.����	�s�ont�été�réalisés�par�la�méthode�PCR�classique�et�la�quantification�

de��.�	������������et�d'�".����������par�PCR�en�temps�réel.�

�

���Afin�de�mieux�comprendre�les�phénomènes�de�transfert�de�composés�aromatiques�à�travers�la�

peau�de� chèvre,� nous� avons�opté�pour�une� simulation�du���������� dans� son�enceinte�naturelle�

d'affinage,�grâce�à�un�montage�expérimental�original.� �Nous�avons� tenté� �de�suivre� le� transfert�

éventuel� de� trois� molécules� aromatiques� modèles� (la� 2�butanone,� la� 2,3�butanedione� et� le� 2�

butanol)� dans� un� système� solution� simulée� de� ��������/peau� après� 20,� 40� et� 60� jours�

d'exposition.��

�

Les�principes�des�techniques�expérimentales�utilisées�seront�détaillés�dans�la�partie�"Matériels�et�

méthodes".� Les� résultats,� couplés� à� une� discussion� intégrée� illustrent� les� tests� effectués.� Une�

conclusion�générale�permet�d'ouvrir�sur� les�perspectives�de�ce�travail.�Comme�nous�l’avons�dit�

plus� haut,� il� faut� rappeler� que� ce� travail� de� recherche� ne� s'inscrit� pas� dans� une� continuité� de�

travaux� effectués� précédemment.� Les� trois� axes� principaux� de� notre� travail� pourront� être�

exploités�plus�profondément�dans�des�futurs�travaux,�en�poursuivant�éventuellement�la�piste�de�

recherche�que�nous�avons�menée�et�dont�ils�pourront�s'inspirer.�

�

�

�

�

�

�

�
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Cette� étude� donnera� lieu� aux� publications� suivantes� et� a� déjà� donné� lieu� aux� communications�

citées�ci�dessous�:��

�

Publications��

Serhan,�M.,�Cailliez�Grimal,�C.,�Borges,�F.,�Hosri,�Ch.,�Fanni,�J.,�2008.�Diversity�of����������
natural�ecosystem�during�ripening�(
�	������������2�#"����������������"������3.��
����������������������������������������

Serhan,� M.,� Linder,� M.,� Hosri,� Ch.,� Fanni,� J.� 2008.,� Physico�chemical� modifications� and�
evolution� of� lipolysis� and� proteolysis�during� ripening�of� traditional�Lebanese���������� cheese.�
4
�	������������2�&����������������+�������)�
�

Communication�avec�actes�

Serhan,� M.,� Hosri,� Ch.,� Cailliez� �� Grimal,� C.,� Fanni,� J.,� 2007.� Characteristics� of� Lebanese�
��������� cheese� made� from� raw� goat's� milk.� %�:� Proceedings� of� the,� CRA/IGA,� International�
Symposium,�the�quality�of�goat�products:�models�and�tools�for�evaluation�and�promotion,�p.�66�
69,�editeur� :�Roberto�Rubino�et�Lucia�Sepe,�publie�par�%�	����	������$��	�
������	���,�CRA���
ZOE,�Potenza,�Italie�(ISBN�978�88�902901�1�4,�270�p).��
�

Communication�par�affiche�

Serhan,�M.,�Linder,�M.,�Hosri,�Ch.,�Fanni,�J.,�2007.�Evolution�of�lipolysis�during�the�ripening�of�
traditional�Lebanese����������cheese.�5th�Euro�Fed�Lipid�Congress���Oils,�Fats�and�Lipids:�From�
Science�to�Applications.�Gothenburg��Sweden,�16�19�September�2007.�
�

Communication�orale��

Serhan,�M.,�Linder,�M.,�Hosri,�Ch.,�Fanni,�J.,�2007.�Technologie�fromagère���Laits�de�chèvre���
Cas� du� fromage� ��������� au� Liban,� Traditional� cheese� making� and� ageing� techniques,�
�5+#%(
�!� �����������+�������#�������(�		��������������within� iPWO�Project,� international�
Professional�Women�Opportunity,�29�Avril�11�Mai�2007,�Ragusa,�Sicile,�Italie.��
�
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2.�Revue�bibliographique�

2.1� Filière�caprine�au�Liban��

2.1.1�Secteur�de�l'élevage�caprin�au�Liban�

2.1.1.1� Contexte�

D’après� le� Recensement� Général� de� l’Agriculture� de� 1999,� établi� par� la� FAO� (1999),� 7�500�

exploitations� agricoles� pratiquaient� une� activité� d’élevage� de� caprins.� La� taille� moyenne� des�

troupeaux�est�de�70�têtes.�Après�un�pic�d’accroissement�en�1999,�le�nombre�de�têtes�de�caprins�a�

diminué�de�17�%�entre�1997�et�2001�avec�un�cheptel�comptant�environ�400�000�têtes�(Tableau�

1).�L’élevage�caprin�a�perdu�100�000�têtes�en�4�ans,�ce�qui�n’est�pas�rassurant�pour�l’avenir�de�ce�

secteur.�

�

Ces�diminutions�sont�liées�à�plusieurs�facteurs�dont�:�

�� les�problèmes�sanitaires�;��

�� la�valorisation�insuffisante�des�produits�;�

�� des�ressources�alimentaires�limitées.�

���

Tableau�1.�Répartition�régionale�(en�%)�des�cheptels�des�caprins�au�Liban�

�

Années���Nombre�de�têtes� Mont�Liban�Nord� )*+��� Sud�� (�%%������

2001���������399�000�������������� �9*������������������18��������� �42���������7� � 24�
2000���������417�000�������������� �9������������������ 15���������� �47���������8� � 21�
1999���������436�000��������������� 10���������������� 13���������� �51���������9� � 17�
1998���������466�000��������������� 13��������������� 15���������� �47���������10� � 15�
1997���������497�000��������������� 15���������������� 18��������� �43���������11����� 13�

�������:� Recensement� Général� Agricole,� données� et� enquêtes� annuelles� de� la� FAO� et� du�
Ministère�de� l'Agriculture�Libanaise� (1999),�dans� le�compte�rendu�d'étude� (2003)� :�Les� filières�
lait�et�viande�des�ruminants�au�Liban,�
*%�du�nombre�de�têtes�

�

Trois�principaux� systèmes�d’élevage�de� caprins�dominent�:� sédentaires,� transhumants�ou� semi�

nomades.�La�principale� race�est� la�0������(il� s’agit�d’une�sous�population� libanaise� très�proche�

apparentée� aux� races� des� autres� pays� de� l’Est� de� la�Méditerranée),� elle� est� suivie� de� la� race�

������ou������6����,�peu�répandue�et�originaire�de�Syrie�comme�son�nom�l’indique.�
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L’élevage� caprin� est� détenu� par� des� petits� éleveurs,� habitant� des� zones� marginales� et� pour�

lesquels� le� lait� de� chèvre� constitue� une� ressource� de� vie� importante.� Les� principales� régions�

d’élevage�au�Liban�sont�la�Békaa�et�le�Nord�;�le�troupeau�caprin�estimé�à�400�000�têtes,�est�élevé�

dans�les�régions�de�montagne�selon�un�système�d'élevage�extensif,�utilisant�la�race�0�����,�la�plus�

adaptée�aux�conditions�environnementales�existantes�(Abi�Saab��	���.!�1997).��

2.1.1.2� Caractéristiques�des�systèmes�d'élevage�en�vigueur�au�Liban�

Les�caractéristiques�des�modes�d'élevage�des�caprins�au�Liban�sont�décrites�dans�le�Tableau�2.�

�

Tableau�2.�Caractéristiques�des�modes�d'élevage�au�Liban�

�

� Elevages�sédentaires� Elevages�semi%nomades�et�

transhumants�

�

Taille�du�

troupeau�

�
200�à�300�têtes�

�
300�à�500�têtes�
�

�

Rendement�

laitier/an�

�
Environ�60�kg�par�chèvre�
�

�
120�à�130�kg�par�chèvre�
�

�

Ecoulement�

�
Autoconsommation,�surplus�écoulé�
localement�après�légère�transformation�
en�laits�fermentés,�ventes�aux�laiteries�

�
Fromages�de�garde�

�

Alimentation�

�
Concentrés�+�fourrage�

�
Parcours/pâturages�
�

Revenus� Viande�55�%,�lait�38�%,�fumier�7�%� Viande�55�%,�lait�41�%,�fumier�4�%�
�

�������:�Rapport�de�la�mission�(CIRVAL�FAO)�effectuée�du�13�au�20�octobre�2003�
�

2.1.1.3� Evaluation�des�besoins�

Les�besoins�se�situent�à�quatre�niveaux�:��

��un�environnement�institutionnel�peu�favorable�;�

��une�transformation�laitière�peu�élaborée;�

��la�production,�la�situation�sanitaire�précaires�;�

��la�gestion�des�parcours.�

�

La�Figure�1�synthétise�les�besoins�du�secteur�caprin�libanais.�

�

�
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�

�

� � �

� �
� � ��Normes�peu�adaptées� � � � � � ��Système�de�collecte�
� �����Absence�d'accords�professionnels� ��Absence�de�stratégie�de�qualité�
� � ��Faiblesse�du�système�de�contrôle� � ����� � ��Absence�de�centres�de�collecte�
� � � � � � � � � � � � � ��Contrôle�de�la�qualité�
� � �� � � � � � � � � � � ��Faiblesse�du�système�de�contrôle�
� � � � � � � � � � � � � ��Faible�diversification�de�produits��
� � � � � � �� � � � � � � ��Report�du�lait��
�

�

�

� ��

�
���

�
� ��Surpâturage� � � � ��Forte�mortalité�des�chevreaux�� ��Niveau�technique�

���Absence�de�coordination��� ��Maladies�liées�à�l'alimentation���������Hygiène��
� � � � � � � � %�Maladies�épidémiques� ��������� ��Fraudes���
� � � � � � � � ��Hygiène�du�troupeau�� �������� ��Productivité�
� � � � � � � � � � � � � � � � ��Alimentation�
� � � � � � � � � � � � � � � � ��Bâtiments�
� � � � � � � � � ����������
Figure�1.�Besoins�du�secteur�caprin�au�Liban�
�������:�Compte�rendu�d'étude�(2003)�:�Les�filières�lait�et�viande�des�ruminants�au�Liban�
��

2.1.1.4� Forces,�faiblesses,�opportunités�et�menaces�du�secteur�caprin�

D'après�le�compte�rendu�de�l'étude�faite�sur�les�filières�lait�et�viande�des�ruminants�au�Liban�par�

le� Ministère� des� Affaires� Etrangères� Français� et� l'Institut� de� l'Elevage,� les� forces,� faiblesses,�

opportunités�et�menaces�de�cette�filière�ont�été�synthétisées�dans�le�Tableau�3.��

�

�

�

�

�

�

�

Environnement�institutionnel� Transformation�laitière�

Elevage�

Gestion�des�parcours� Situation�sanitaire�
Production�
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Tableau�3.�Forces,�faiblesses,�opportunités�et�menaces�du�secteur�caprin�au�Liban�
�

Forces� Faiblesses�

��Forte�valorisation�du�produit�brut�(le�
prix�du�lait�de�chèvre�avoisine�les�750�LL�
contre�400�LL�pour�le�lait�de�vache)�(1�
LL�=�0,0005�€)�
�
�Meilleure�valorisation�des�fromages�à�
partir�du�lait�de�chèvre�
�
�Forte�demande�de�produits�transformés��
�
�Attachement�des�consommateurs�au�
caractère�traditionnel�des�fromages�
libanais�
�
�Prolificité�élevée�des�chèvres�
�
�Viande�de�chèvre�consommée�au�Liban�

�Saisonnalité�de�la�production�instable�
accroissant�les�risques�liés�à�la�
commercialisation�
�
�Absence�d’une�politique�publique�de�
développement�intégré�de�l’élevage�
�
�Absence�de�respect�des�normes�de�
qualité�
�
�Insuffisance�des�programmes�de�
vulgarisation�et�d'organisation�
�
�Problèmes�alimentaires�nuisant�à�la�
production�
�
�Absence�de�formation�des�éleveurs�
�

Opportunités� Menaces�

�Utilisation�rationnelle�des�terrains�non�
cultivés�disponibles�pour�les�parcours�
�
�Existence�de�débouchés�traditionnels�
pour�les�produits�issus�de�l’élevage�caprin�
�
�Possibilité�d’amélioration�de�la�
production�����l’adoption�de�races�
génétiquement�sélectionnées�
�
�Absence�de�production�industrielle�
�
�Concurrence�étrangère�limitée�(prix�
prohibitifs�pour�une�grande�partie�de�la�
population)�

�Détérioration�de�l’image�du�produit�du�
fait�des�insuffisances�en�matière�
d’hygiène�
�
�Forte�diminution�du�cheptel�
�
�
�
�
�

�������:�Compte�rendu�d'étude�(2003)�:�Les�filières�lait�et�viande�des�ruminants�au�Liban�
�

La�durabilité�du�secteur�caprin�s'avère�essentielle�au�Liban�malgré�le�paradoxe�lié�à�cette�filière�:��

��c’est�un�élevage�étroitement�lié�au�terroir,�voire�à�la�durabilité�de�certains�écosystèmes�en�zone�

aride�;�

�� c’est� une� production� de� lait� à� la� typicité� appréciée� et� unanimement� recherchée� par� tous� les�

Libanais,�qui�sont�prêts�à�payer�cher�;�

��c’est�un�élevage�autonome�et�économe,�peu�gourmand�en�intrants�importés�;��

��c’est�une�activité�qui�permet�de�faire�vivre�près�de�10�000�familles�dans�des�zones�difficiles�;��
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��c’est�une�activité�économique�qui� semble�avoir� trop� longtemps�été�négligée�par� les�Pouvoirs�

Publics� à� tous� les� niveaux,� sans� doute� à� cause� de� son� image� trop� traditionnelle� et� à� sa� faible�

implication�dans�les�réseaux�commerciaux�modernes.��

2.1.2�Secteur�caprin�laitier�au�Liban�

2.1.2.1� Production�et�rendement�laitier�

La�production�des�laits�de�chèvre�est�en�diminution�notoire�depuis�1997,�suivie�d'une�progression�

faible�depuis�2000�(Tableau�4).��

�
Tableau�4.�Production�annuelle�de�lait�de�chèvre�au�Liban�(en�milliers�de�tonnes)�
�
Années� ������ � � Lait�de�chèvre�� � Total�des�laits�� �

2001� � � � 27,3�� � � � 216,7�
2000���������� � � 26,9�� � � � 208,1������������ ��
1999���������� � � 26,5�� � � � 199,6������������������������� � �
1998���������� � � 29,0�� � � � 193,8�������������� �������������� ��������� �
1997���������� � � 31,9�� � � � 194,0�������������������������� ��������

�������:� Recensement� Général� Agricole,� données� et� enquêtes� annuelles� de� la� FAO� et� du�
Ministère�de� l'Agriculture�Libanaise� (1999),�dans� le�compte�rendu�d'étude� (2003)� :�Les� filières�
lait�et�viande�des�ruminants�au�Liban�
�
Le�rendement�laitier�des�chèvres�(kg/an)�varie�entre�124�et�144.�Une�timide�tendance�à�la�hausse�

est�perceptible�et� ceci� est�dû�à� l'évolution�des� systèmes�d'élevage�qui� favorise�des�périodes�de�

lactation�plus�longues.�

2.1.2.2� Saisonnalité�de�la�production�laitière�

La� production� laitière� des� chèvres� est� beaucoup� plus� saisonnalisée� que� celle� des� vaches.� Les�

périodes�de� reproduction�sont�donc�encore�presque� toujours� calées� sur� la�pousse�de� l'herbe�ou�

bien� sur� la� disponibilité� en� sous�produits� de� récolte,� ce� qui� donne� une� production� de� lait� de�

chèvre�d'avril�à�septembre�–�octobre,�avec�une�quasi�absence�en�hiver�et�au�printemps.�

2.1.2.3� Diversité�des�laits�fermentés�et�des�fromages�caprins�

Les�produits�laitiers�caprins�présentent�une�diversité�modérée�(Tableau�5).�Les�fabrications�les�

plus� connues� sont� limitées� au� (����� et� (������ alors� que� l'essentiel� des� fabrications� les� plus�

typiques�concernent�le����������et�l'
������.���
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Le�(�����et�le�(������sont�des�produits�à�consommer�frais,�avec�une�durée�d'utilisation�optimale�

de�trois�semaines.�Cependant,�ils�sont�très�appréciés�par�le�consommateur�libanais�(Hajj,�1999).�

Quant� au� fromage���������,� dont� la�méthode� de� fabrication� est� beaucoup� plus� compliquée,� il�

procure�aux�éleveurs�un�revenu�assez�satisfaisant�tout�au�long�de�l'année,�en�raison�de�sa�longue�

durée�de�conservation.�

�
Tableau�5.�Liste�non�exhaustive�des�laits�fermentés�et�des�fromages�caprins�du�Liban�
�
Nom� Aspect� Technologie� Zones�de�

production�

Type�de�

fabrication��

(����� Yaourt�en�pots,��
non�sucré�ni�
aromatisé�

Lait�pasteurisé,�
ferments�
thermophiles�

Proche�et�
Moyen�Orient�

Familiale,�fermière��
ou�artisanale�

�

(������

�
Fromage�frais�
En�sacs��
(500�g)�

�
Laban�égoutté�
en�sac�24�à�48�h�

�
Egypte,�Irak,�
Liban�

�
Familiale,�fermière��
ou�artisanale�

�

�����������ou�
&����

�
Effilé,�en�forme�
de�tresse�

�
Fromage�frais��
pasteurisé�

�
Liban�

�
Fermière,�fréquente�

�
0������ou�
�����������	�

�
Boules�de�10�
cm�de�diamètre�

�
Fromage�cru�
avec�présure,��
pressé�à�la�main�

�
Liban�

�
Fermière,�fréquente�

�


��������

�
Masse�en�pots�

�
Fromage�cru�
fermenté�en�
jarres�

�
Région�de�
Békaa�et�Chouf�
au�Liban�

�
Fermière,�rare�

�

���������

�
Boules�
conservées�dans�
une�peau�de�
chèvre�

�
Lait�cru�maturé,�
emprésuré�et�
caillé,�moulé�à�la�
main�

�
Montagnes�
Nord�Libanaises��

�
Fermière,�très�rare�

�


�������

�
Fromage�frais�

�
Sérum�de�
fabrication�issu�
du����������
chauffé�à�90�°C�

�
Montagnes�
Nord�Libanaises�

�
Fermière,�très�rare�

�������:�Compte�rendu�d'étude�(2003)�:�Les�filières�lait�et�viande�des�ruminants�au�Liban�

2.1.2.4� Perspectives�de�protection�des�produits�laitiers�

La�consommation�interne�des�produits�laitiers�est�en�augmentation�croissante.�Le�marché�libanais�

est� encore� largement� dirigé� par� les� importations,� surtout� des� fromages� et� des� beurres.� La�

restructuration�de�la�filière�laitière�libanaise�et�surtout�caprine�doit�être�pilotée�par�la�proposition�
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de�distinction�des�produits�laitiers�caprins�entre�produits�"innovants",�produits�de�consommation�

courante�ou�produits�libanais�"définis"�et�produits�d'�"Appellation�d'Origine�Contrôlée�(AOC)".�

�

Les� produits� "innovants"� répondent� aux� attentes� implicites� des� consommateurs� (hygiène,�

étiquetage).�Seules�sont�prises�en�compte,�pour�le�contrôle,�les�règles�définies�au�niveau�de�l'Etat.�

�

Les� produits� "définis"� sont� des� produits� «� traditionnels� ».� Leur� définition� (caractéristiques� du�

produit�et�règles�de�production)�est�transcrite�dans�une�norme�du�LIBNOR�(Institut�des�Normes�

Libanaises).�Leur�contrôle�est�de�type�«�certification�de�conformité�».�

�

Les�produits�AOC�sont� en� lien� avec� le�développement� local,� les� règles� sont�proposées�par� les�

producteurs�et�validées�par�l'ensemble�des�acteurs�locaux.�Cette�AOC,�non�encore�effective,�sera�

basée� sur� une� structuration� nationale� respectant� les� deux� aspects� "garantie� de� la� qualité"� et�

"maintien�de�la�biodiversité".��

�

L’avenir�des�produits�laitiers�méditerranéens�et�en�particulier�celui�du�secteur�caprin�dépendra�de�

la�capacité�à�orienter�la�politique�actuelle�vers�la�protection�de�ces�produits�traditionnels�et�leur�

commercialisation� au� niveau� du�marché� Européen� et� Nord� Américain� qui� sont� saturés� par� la�

consommation� des� produits� de� masse� standardisés,� mais� qui� resteront� toujours� ouverts� sur� la�

biodiversité�et� la�qualité�des�produits� typés� (Boyazoglu�et�Morand�Fehr,� 2001� ;�Dubeuf��	���.!�

2004).�

��

Dans�le�but�de�préserver�les�produits�laitiers�libanais�fermiers�liés�à�une�région�bien�déterminée�

et�tout�particulièrement�le�fromage���������,�des�observations�sur�la�chèvre�et�le����������feront�

l'objet�des�sections�suivantes.��

2.2� Observations�sur�l’élevage�de�la�chèvre��

2.2.1�Historique�de�la�domestication�de�la�chèvre��

Il�est�généralement�admis�que�les�chèvres�4������������3�ont�une�répartition�géographique�plus�

large�qu'aucun�autre�animal�domestique�;�elles�ont�été�les�premières�parmi�les�animaux�de�ferme�

à�s'être�développées�en�étroite�association�avec�l'homme.�La�chèvre�actuelle�tire�son�origine�de�la�
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chèvre� sauvage� 4������ ��������3� que� l’on� trouve� encore� dans� des� régions� difficilement�

accessibles�de�l'Asie�mineure�et�de�l'Asie�intérieure.��

�

En� étudiant� l'ADN�mitochondrial� de� plusieurs� centaines� de� chèvres� provenant� de� 44� pays� de�

l'Ancien�Monde,�Luikart��	���.�(2001)�ont�montré�que�les�chèvres�domestiques�auraient�pu�jouer�

un� rôle� particulier,� différent� de� celui� des� autres� animaux� domestiques,� durant� la� diffusion� de�

l'agriculture� au� cours� du� Néolithique.� Les� résultats� marquants� prouvent� que� les� chèvres�

domestiques� actuelles� descendent� d'au� moins� trois� lignées� femelles� ancestrales.� La� lignée� la�

mieux�représentée�correspond�probablement�à� la�domestication� initiale�dans� le�croissant� fertile�

(Proche�et�Moyen�Orient),�vers�8�000�av.�J.�C.�

�

Il�y�a�6�000�ans�environ,�des�modifications�climatiques�importantes�ont�provoqué�l'inondation�de�

larges�superficies�dans�le�bassin�du�Tigre�et�de�l'Euphrate.�Ces�événements�catastrophiques�sont�

probablement� à� l’origine�des� récits� rapportés�dans� la�Bible.�Des� animaux�de� toutes� espèces,� y�

compris� la� chèvre,� auraient� été� rassemblés�dans�des� constructions� flottantes�pour� en� assurer� la�

survie.� Dans� les� premiers� livres� de� la� Bible,� figurent� de� nombreuses� mentions� de� chèvres�

appartenant�à�des�groupes�nomades�qui�auraient�fusionné�avec�les�tribus�d'Israël.�Toutefois,�les�

dates� des� premiers� rassemblements� de� populations� nomades� demeurent� inconnues� à� ce� jour�

(French,�1971).�

�

Au�Levant�et�plus�précisément�au�Liban,�Wasse�(2001)�a�évoqué�les�preuves�d'une�domestication�

ancienne�des�chèvres�sauvages�au�Liban.�Il�a�mentionné�que�les�chèvres�sauvages�Perses�ont�été�

domestiquées�dans�les�zones�montagnardes�jouxtant�les�montagnes�Libanaises,�à�l'époque�où�les�

communautés�agricoles�ont�migré�vers�les�zones�de�steppes�du�centre�et�de�l'ouest�du�Levant.�

2.2.2�La�peau�de�chèvre�

2.2.2.1� Structure�de�la�peau�

Dans� la� peau� de� chèvre� brute,� au�moins� quatre� structures� distinctes� peuvent� être� différenciées�

(Figure�2).���

�� la�couche�extérieure�(ou)�épiderme�qui�est�en�contact�avec�l'extérieur�et�qui�subit�les�

agressions�;��
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�� la� surface� dermique� (ou)� couche� de� grain�;� qui� est� la� couche� de� cellules� vivantes,�

organisées� en� un� tissu� très� serré.� C'est� le� lieu� de� naissance� des� poils� et� où� sont�

présentes�les�terminaisons�nerveuses�;�

�� la�jonction�entre�la�surface�dermique�et�l'endoderme�;�

�� l'endoderme�(ou)�corium�(la�majeure�partie�du�derme).�

La� couche� de� chair� ou� hypoderme� est� une� couche� majoritairement� constituée� de� cellules�

graisseuses�;�c'est�un�tissu�lâche�qui�présente�une�structure�adjacente�aux�tissus�du�corps.��

�
�
Figure�2.�Coupe�transversale�d'une�peau�de�chèvre�(d'après�Holst,�2003)�

�

Le� tissu� dermique� ou� endoderme� désigne� la� quantité� de� derme� servant� à� faire� le� cuir� et� sa�

composition�véritable.�Ce� terme�englobe�des� facteurs�comme� la�densité�de�chaque� faisceau�de�

fibres�ainsi�que�l'angle�de�tissage�de�ces�faisceaux�et�leur�entrelacement.�Certains�cuirs�peuvent�

être� bien� en� chair,� élastiques� et� résistants� en� raison� de� la� structure� de� l'entrelacement,� de� la�

résistance�et�de�la�taille�des�faisceaux�de�fibres�et�de�l'absence�de�grands�espaces�interfibrillaires.�

D'autres�possèdent�un� tissu�plus�ouvert,�des�angles�différents�d'entrelacement�des� fibres�et�une�

plus�grande�pénétration�du�derme�par�les�follicules�pileux,�les�glandes�sébacées,�etc.,�qui�rendent�
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plus� lâche� la� texture� et� le� toucher� du� cuir.� De� toute� évidence,� ces� facteurs� jouent� un� rôle�

important� pour� la� détermination� des� caractéristiques� physiques� du� produit.� Des� faisceaux� de�

fibres� mobiles� et� fortes� sont� exigés� pour� des� peaux� très� élastiques� et� la� présence� de� grands�

espaces�interfibrillaires�est�souhaitée�pour�des�peaux�sans�élasticité�et�sans�résistance.��

Les�poils�sont�simplement�la�prolongation,�à�la�surface�de�la�peau,�des�structures�qui�sortent�des�

follicules�pileux�qui�pénètrent�la�surface�du�grain�et�se�ramifient�dans�le�derme.�La�plupart�des�

chèvres�élaborent�des�fibres�à�partir�de�deux�types�de�follicules.�Les�follicules�larges�(primaires)�

produisent�des� fibres�médulleuses,�épaisses,�alors�que�les�follicules�secondaires�plus�nombreux�

produisent�des�fibres�fines�non�médulleuses.�Ce�sont�la�taille�et�le�modèle�des�trous�des�fibres�qui�

conditionnent� la� surface� du� grain� ;� plus� la� fibre� est� épaisse,� plus� les� trous� sont� grands� (Holst,�

2003).� Dans� différentes� races� et� dans� différents� sujets,� la� profondeur� de� pénétration� varie�

beaucoup� ;� des� fibres� dures� qui� pénètrent� profondément� produisent� évidemment� un� type� plus�

ouvert�et�plus�spongieux�de�cuir�que�des�poils�fins�peu�enfoncés.�Par�conséquent,�les�meilleures�

peaux�imperméables�sont�celles�des�chèvres�ayant�une�toison�courte,�fine�et�soyeuse.�Les�fibres�

primaires�et�secondaires�suivent�le�cycle�de�croissance�(French,�1971).��

�

Sous�l'épiderme,�une�couche�plus�dense�est�présente�et�qui�devient�le�grain�ou�la�surface�externe�

du�cuir.�Les�follicules�pileux�pénètrent�cette�surface�et�confèrent� la�structure�caractéristique�du�

grain.��

�

La�peau�de�chèvre�est�une�substance�solide�et�se�laisse�moins�pénétrer�par�les�follicules�de�poils�

torsadés� que� la� peau� de�mouton�;� elle� donne,� par� conséquent,� des� cuirs� plus� fermes� d'un� type�

différent�et�convenant�à�des�usages�divers.��

2.2.2.2� Composition�de�la�peau�

La�composition�générale�d'une�peau�de�chèvre�brute�est�la�suivante�:��

�
��

� H2O�� � � � � � � 64�%�

�� � � � Protéines� � � � � � 33�%�

�� � � � Matière�grasse� � � � � 2�%�

� Sels�minéraux� � � � � 0,5�%�

�� � � � Autres�substances�(pigments,�…)� 0,5�%�

�
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Les�protéines�se�répartissent�de�la�manière�suivante�:�

� � ��Protéines�de�structure�ou�élastine�� � � � � � � 0,3�%�
�� (fibre�de�couleur�jaune�tissée�dans�la�fibre�du�collagène)� ��

� � ��Collagène�� � � � � � � � � � � � 29�%�

� � ��Kératine�(protéine�des�poils�et�de�l'épiderme)� � � � � �2�%��

� � ��Protéines�non�structurales,�ou�albumines�ou�globulines�����������1�%��
� � (protéines�solubles�non�fibreuses)����������� � � �

� � ��Substances�muqueuses�associées�aux�fibres� � ��0,7�%�

�

La� peau� de� chèvre� contient,� après� avoir� été� retirée� de� la� carcasse,� un� pourcentage� élevé� d'eau�

dans� les� tissus� (60�70�%)�et� une�quantité� appréciable� à� la� surface,� et� des�protéines� (25�33�%).�

Comme�la�matière�sèche�de�la�structure�cellulaire�contient�une�grande�quantité�de�protéines,�les�

peaux�fournissent�naturellement�un�milieu�idéal�pour�la�prolifération�des�bactéries�et�des�micro�

organismes� (Kanagaraj� �	� ��.!� 2005a).� Ceux�ci� se� nourrissent� dans� les� tissus� de� la� peau� et� se�

multiplient� de� façon� si� importante� et� si� rapide� que� la� peau� fraîche� devient� inévitablement�

contaminée,�notamment�dans�un�climat�chaud.��

�

Le�collagène�insoluble�est�le�constituant�majeur�de�la�peau�de�chèvre�;�il�constitue�environ�95�%�

de� la� peau� dégraissée� et� dépourvue� de� poils.� Ce� pourcentage� dépend� de� l'âge� et� du� sexe� de�

l'animal�(Hansen��	���.!�1992).�

�

Le�collagène�est�une�protéine�fibreuse,�secrétée�par�les�fibroblastes�et�assemblée�à�l’extérieur�des�

cellules,�dans�la�matrice�extra�cellulaire.�Il�est�présent�dans�tous�les�tissus.�Ceux�qui�contiennent�

du� collagène� sont� plus� résistants� et� ont� davantage� d’élasticité� comparativement� aux� tissus� qui�

n’en�possèdent�pas.�Le�collagène�est�composé�principalement�de�trois�acides�aminés�:�la�glycine�

pour� 35�%,� la� proline� pour� 7� à� 9�%� et� l’hydroxyproline� pour� 12� à� 14�%� (selon� les� types� de�

collagènes)� (Darnell� �	� ��.!� 1990).� Jusqu’à� aujourd’hui,� le� collagène� est� classé� en� 23� types�

différents.�Celui�de�type�I,�objet�de�notre�étude,�se�retrouve�dans�la�plupart�des�tissus�conjonctifs�

;�il�est�abondant�dans�le�derme,�les�os,�les�tendons,�les�ligaments�et�la�cornée.�

La�structure�du�collagène�est�tridimensionnelle,�avec�une�torsion�de�trois�types�de�fibres�ce�qui�

accroît� la� résistance� de� sa� structure.� La�Figure� 3�montre� la� configuration� spatiale� de� la� triple�

hélice�de�collagène.�

� �
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��
Figure�3.�Structure�tridimensionnelle�du�collagène�
((������	����	�:�http://fr.wikipedia.org/wiki/Collag%C3%A8ne)� ��

2.2.2.3� Propriétés�physiques�

En�raison�de�la�structure�fibreuse�particulière�de�la�peau�de�chèvre�et�de�la�possibilité�pour�celle�

ci� d'être� affectée� par� plusieurs� facteurs,� ce� produit� brut� peut� acquérir� une� vaste� diversité� de�

propriétés�physiques,�qui�détermineront�la�qualité�finale�du�produit.�

��

7.7.7.8.9� "���	�����:57��	��������6���

Quand�le�collagène�vieillit,���������ou������	��,� l'oxygène�atmosphérique�joue�un�rôle�important�

dans� sa� modification� chimique� (Sobel� et� Hansen,� 1989).� L'oxydation� va� changer� la� structure�

moléculaire�des�protéines,�provoquant�ainsi�un�"cross�linking"�ou�des�modifications�chimiques�

de� plusieurs� acides� aminés� au� cours� du� temps.� Ces� changements� sont� aussi� influencés� par� la�

quantité�de�graisse�résiduelle.�

�

7.7.7.8.7� �"���	�����:������	������	����

L'eau�affecte�aussi�le�collagène,�en�le�modifiant�chimiquement�à�travers�l'hydrolyse,�la�stabilité�

des�ponts�d'hydrogène�et� le� taux�de�gélatine�formé.�La�sorption�de�l'eau�est� impliquée�dans�les�

changements� de� dimension� (gonflement)� et� la� perméabilité� du�matériel� (Hansen� �	� ��.!� 1992).�

Une�humidité� relative� supérieure� à�75�%�peut� favoriser� le�développement�de�moisissures� et� le�

gonflement�de�la�peau.�En�revanche,�une�humidité�relative�inférieure�à�25�%�peut�provoquer�son�

rétrécissement.�

�

Bowes� et�Raistrick� (1967)� ont� étudié� l'effet� de� l'humidité� relative� et� du� pH� sur� l'hydrolyse� du�

collagène.�A�40�ºC�pendant�8�semaines,�l'hydrolyse�augmente�avec�l'humidité�et�la�diminution�du�

pH.��

�

Il� convient�de� signaler� le�phénomène�de�����	�����	����du�collagène�qui�est,� en� fait,� le� résultat�

d’une�dénaturation�de�la� triple�hélice�au�contact�de�l’eau.�Le�degré�de�dénaturation�dépend�des�
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fibrilles�de�collagène�présentes�dans� la�peau.�Quand� la� structure�de� la� fibre�est�déstabilisée�ou�

quand� les� fibres� sont� cassées,� le� collagène� devient,� en� outre,� plus� sensible� aux� attaques�

bactériennes�(Rebricova�et�Solovyova,�1987).�

��

7.7.7.8.8� �"���	�������	������	����

La� stabilité� thermique� du� collagène� est� une� propriété� importante� pour� la� détermination� de� la�

qualité� de� la� peau.� Des� températures� basses� (<� 12� ºC)� appliquées� pendant� de� longues� durées�

peuvent� solidifier� les� graisses� présentes� dans� la� peau� et� jouer� un� rôle� barrière� vis�à�vis� des�

échanges�ambiants�(Fredericks,�1997).�Par�ailleurs,�si�les�fibres�de�collagène�non�détériorées�sont�

stables� jusqu'à� 200� ºC,� les� fibres� détériorées� se� rétréciraient� à� température� ambiante�

(Nieuwenhuizen,�1998).�

L'effet� de� la� température� de� détérioration� du� collagène� est� au� moins� égal� à� la� température�

provoquant� le� début� du� rétrécissement� de� la� peau� et� connu� sous� le� nom� de� 'shrinkage�

temperature'�(Young,�1990).��

Une� étude� comparant� la� perméabilité� de� la� peau� de� rat� et� celle� de� chèvre� vis�à�vis� de� cinq�

différents� types�d'huile�a�montré�que� la�peau�de�chèvre�aurait� joué�un� rôle�qualifié�de�"double�

peau",�probablement�lié�à�sa�structure�plus�compacte�et�solide�(Kazar�et�Pitchaimani,�2006).��

2.2.2.4� Modes�de�conservation�

La�littérature�révèle�plusieurs�modes�de�conservation�chimique,�comme�le�traitement�de��la�peau�

à�l'acide�borique�(Hughes,�1974),�au�chlorure�de�sodium�(Bailey�et�Gosselin,�1996)�et�à�la�soude�

(Rao�et�Henrickson,�1983).�Parmi� les�méthodes�biocides,� l'utilisation�d’antibiotiques�comme�la�

tétracycline� a� été�mise� en� place� (Berwick� �	� ��.!� 1996).� Bailey� (1997)� a� étudié� les�modes� de�

conservation� physiques� tels� l'irradiation� par� les� rayons� gamma.� Une� autre� méthode� de�

conservation�des�peaux�de�chèvre�se�fonde�sur�l'utilisation�d'agents�déshydratants�comme�le�gel�

de�silice�(Kanagaraj��	���.!�2002).�

�

Afin�de�respecter�l'environnement,�le�fait�de�traiter�la�peau�au�chlorure�de�sodium�reste�le�mode�

le�plus�écologique.��

�

�

�
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2.2.2.5� Utilisations�de�la�peau��

Comme�la�chèvre�figure�parmi�les�premiers�animaux�domestiqués,�l'homme�a�utilisé�depuis�très�

longtemps� des� peaux� de� chèvres� domestiques.� Malheureusement,� il� s’avère� impossible� de�

déterminer�à�quelle�époque�l'utilisation�artisanale�de�ces�peaux�a�réellement�commencé.��

�

Vers� 4� 500� ans� av.� J.�C.,� en� Egypte,� ainsi� que� dans� d'autres� régions,� les� peaux� de� chèvres�

servaient�de�linceul.�Dans�la�tombe�de�,��	��������,�on�a�retrouvé�un�tabouret�dont�le�siège�est�

en�peau�de�chèvre�daté�de�1340�av�J�C.�Dans�certains�pays,�depuis�longtemps�et�jusqu'à�présent,�

des� outres� à� eau,� à� vin� ou� à� huile� sont� toujours� fabriquées� en� peau� de� chèvre.� Dans� les�

tabernacles�des�Hébreux,�se�trouvaient�des�rideaux�tissés�en�poils�de�chèvre�et�les�peaux�tannées�

servaient� de� couverture� pour� les� tentes.� A� une� certaine� époque,� ces� peaux� ont� servi� à� la�

fabrication�de�parchemin�utilisé�pour�l’écriture�;�ailleurs�elles�étaient�utilisées�pour�la�fabrication�

de� voiles� de� bateaux� après� tannage� à� l'alun.� Dans� divers� sites� néolithiques,� on� a� également�

découvert� des� fragments� de� cuir.� Au� Cameroun� et� au� Nigeria,� la� peau� de� chèvre� bouillie� et�

consommée,� était� une� tradition� culinaire.� Dans� l’Antiquité,� les� peaux� de� chèvre� servaient�

évidemment�à�confectionner�des�vêtements,�ce�qui�prouve�que�le�commerce�actuel�ainsi�que�les�

industries� modernes� du� tannage� et� du� cuir� dérivent� de� l'une� des� plus� anciennes� formes� de�

l'artisanat�(French,�1971).�

�

Il�faut�signaler�que�l'utilisation�finale�de�ces�peaux�dépend�de�plusieurs�facteurs�tels�que�le�poids,�

l'épaisseur,�la�composition�et�la�forme,�la�pénétration�du�poil,�la�structure�et�la�qualité�du�grain.��

�

2.3� Observations�sur�le�fromage����������et�l'Appellation�d'Origine�(AO)���

Notre� perception� pour� appréhender� la� réalité� concrète� du� fromage� ��������� artisanal� s'est�

appuyée� sur� la� visite� d'une� dizaine� de� producteurs� de� ��������,� généralement� accompagnée�

d'entretiens�avec�les�bergers�et�sur�quelques�points�de�vente�localisés�dans�la�région�montagnarde�

Nord�Libanaise.�

�

�

�

��



+�����������������6���

� 38�

2.3.1�Observations�sur�le����������

2.3.1.1� Historique�

7.8.9.9.9� �5�������

Le� fromage� ��������� est� produit� en� utilisant� des� méthodes� artisanales� ancestrales.� Le� nom�

��������,�dérive�de�"������",�qui�est�la�peau�de�la�chèvre�employée�comme�enceinte�d'affinage.�

C'est� un� fromage� typique� des� montagnes� du� Nord� Liban� connues� pour� leurs� célèbres� Cèdres�

millénaires�appelées�� ������������,�d’où�son�nom,�������������� ����.�

Depuis� la� plus� haute� antiquité,� le� pays� de� Canaan,� dont� l'actuel� Liban� fait� partie,� était� décrit�

maintes�fois�dans�la�bible�comme�"la�terre�du�lait�et�du�miel".�Les�Cananéens,�peuple�sédentarisé�

dès� l'aube� de� l'histoire,� dans� un� pays� à� la� fois� maritime� et� montagneux,� ont� su� créer� une�

gastronomie� subtile.� Les� Libanais� sont� l’un� des� rares� peuples� du� monde� à� savourer� encore�

aujourd'hui�un�plat�que�leurs�ancêtres�dégustaient�il�y�a�quatre�mille�ans�:�"le�chevreau�cuit�dans�

le�lait�de�sa�mère"�(Dib,�2006).��

On�estime�que�cette�tradition�fromagère�est�ancrée�dans�les�communautés�du�Mont�Liban�depuis�

l'occupation� ottomane� qui� s’est� perpétuée� entre� le� XVème� et� le� XIXème� siècles.� Le� Liban� a�

régulièrement� accueilli� dans� ses� montagnes� des� communautés� opprimées� par� les� Turcs,� les�

Arméniens,�les�Grecs�orthodoxes,�les�Kurdes,�...�Il�faut�signaler�également�que�le�fromage�Tulum�

Turc�s'affine�dans�la�peau�de�chèvre�(Guven��	���.!�1995).�Le����������fait�partie�intégrante�du�

patrimoine�culturel�et�historique�de�la�région�montagnarde�Nord�Libanaise.�

7.8.9.9.7� �;�������������	�����	��<	�������

Le�Liban�possède�une�vocation�historique�pour�l'élevage,�imposée�par�les�conditions�climatiques�

et�géographiques�du�milieu.�Il�se�caractérise�par�un�massif�montagneux,�le�Mont�Liban.�Couvert�

de� forêts� de� cèdres,� il� est� bordé� d'étroites� plaines� littorales� séparées� par� des� promontoires�

rocheux.� Les� climats� vont� du� tropical� au� montagnard� en� passant� par� le� méditerranéen� et� le�

subdésertique�(dans�la�plaine�de�la�0����,�à�l'Est�du�Mont�Liban).��

Le���������� est� produit� par� des� techniques� ancestrales� qui� en� garantissent� l'authenticité� dans�

plusieurs� régions� du� Liban� Nord� comme� "����,� 0������� %��	�� et� dans� beaucoup� d'autres�

(Figure�4).�
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�

Figure�4.�Carte�simplifiée�du�Liban�montrant�la�zone�de�production�du�fromage����������
((������	����	�:�http://www.interex.fr/fr/fiches�pays/liban/carte)�
�

Cette� région� dans� le� nord� du� pays� est�montagneuse� (1� 100� à� 3� 000�m�d'altitude� au� dessus� du�

niveau�de�la�mer),�caractérisée�par�un�été�sec�(plus�de�six�mois�sans�pluie)�et�un�hiver�très�froid�

(Leipzig,�1996).�

Les� élevages� extensifs� sont� toujours� pratiqués.� Des� troupeaux� de� chèvres� appartenant� à� la�

population�locale�ou�"0�����",�broutent�dans�les�pâturages�sans�aucun�complément�alimentaire.�

La� végétation� est� typique� des� pays� méditerranéens.� Plusieurs� sources� d'eau� fraîche� sont�

disponibles.��

Les�grottes�destinées�à�l'affinage�du����������bénéficient�du�climat�de�cette�région�montagnarde,�

lui�conférant�ainsi�un�environnement�propice�à�son�vieillissement.�Ce�genre�de�fromage�réclame�

la� contribution� familiale� des� fermiers.� Les�méthodes� de� fabrication� fermière� du���������� sont�

nombreuses�et�diffèrent�d'un�village�à�un�autre.�Chaque�producteur�possède�son�tour�de�main�et�

son� savoir�faire,� qu’il� tire� de� ses� propres� conditions� locales� de� fabrication� et� des� traditions�

héritées�des�générations�précédentes.�Malgré�des�conditions�de�production�rustiques,�le�fromage�

��������,�porteur�de�l'identité�de�toute�une�région,�est�recherché�malgré�sa�"clandestinité".��
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2.3.1.2� Consommation�et�commercialisation�

Le����������est�très�apprécié�dans�les�villages�du�Liban�Nord.�Sa�consommation�s'est�développée�

surtout� dans� les� villages� de� montagne� ("����
0������
%��	�)� où� l'élevage� caprin� extensif� est�

assez�répandu�(18�%�du�troupeau�caprin�libanais).�Considéré�comme�un�produit�prestigieux,�il�est�

essentiellement�consommé�par�les�fermiers�eux�mêmes�lors�d’occasions�particulières.�A�part�les�

consommateurs� de� la� population� rurale,� la� catégorie� socio�professionnelle� aisée� est� également�

consommatrice� de���������.� Il� reste� à� signaler� aussi� que� ce� fromage� est� emblématique� de� la�

région�touristique�Nord�Libanaise�car�chaque�touriste�veut�repartir�avec�son�fromage.�

��

En�raison�de�la�production�saisonnière�du�lait�de�chèvre,�les�produits�caprins�frais�n'existent�que�

périodiquement� sur� le�marché.� Leur� commercialisation� se� fait� principalement� sur� les�marchés�

locaux� avec� une� quantité�minimale� vendue� dans� les� grandes� et�moyennes� surfaces.� La� longue�

durée� de� conservation� du���������,� dépassant� les� six�mois,� permet� une� disponibilité� de� vente�

hors� saison� et� lui� confère� la� possibilité� d'être� consommable� tout� au� long� de� l'année,� d’où� la�

préoccupation� de� l'éleveur� vis�à�vis� de� ce� type� de� transformation.� Donc,� les� fermiers� qui�

s'efforcent�de�créer�une�clientèle�actuellement�limitée�essaient�de�mieux�valoriser�leur�produit�en�

le�commercialisant�hors�saison,�ce�qui�leur�offre�une�capacité�de�report�importante.��

�

Cependant,�ce�fromage�reste�faiblement�commercialisé.�Mais�il�est�pourtant�omniprésent�dans�les�

rues�de�"����,�0�������et�dans�les�restaurants�de�la�région.�Il�est�essentiellement�vendu�par�les�

fermiers�dans�la�zone�de�production,�sans�aucune�intervention�commerciale�ou�publicitaire.�Cette�

vente�se�fait�directement�à�la�boucherie�(le�père�de�la�famille�est�le�plus�souvent�boucher)�;�les�

consommateurs�effectuent�un�trajet�parfois�d'une�heure�de�route�pour�acheter�ce�fromage.��

�

La� commercialisation�de� ce�produit� traditionnel� au� lait� cru�n'est� pas� autorisée� et� son� caractère�

"clandestin"�nuit�au�développement�de�son�marché.�Il�est�presque�absent�des�lieux�de�distribution�

et�des�points�de�vente�et�rarement�présent�dans�les�rayons�des�boutiques�ou�des�supermarchés�de�

la��région�urbaine.�

��

Le���������,�par�son�prix�de�vente�relativement�élevé,�est�un�produit�haut�de�gamme�;�le�kg�vaut�

environ� 40� 000� L.L,� ce� qui� équivaut� à� 20� €.� Par� comparaison� avec� le� prix� du����	�� affiné�

pendant�8�mois,�qui�vaut�13�€�le�kg�en�grande�surface�en�France,�le����������est�aujourd'hui�le�

plus� cher� des� fromages� du� marché� libanais.� Il� est� donc,� de� fait,� accessible� seulement� aux�

producteurs�et�aux�consommateurs�aisés.��
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2.3.1.3� Tentatives�de�sauvegarde��

En�partenariat�avec�l'association�internationale�SFFD�(���1�#����#�����	����#���0���������	�),�

la�FRM�(#����	����+�������1��)� s'est� engagée�dans�un�projet�pilote�destiné�à�contribuer�au�

développement�des�zones�rurales.�La�SFFD�est�un�mouvement�né�en�Italie�pour�promouvoir�un�

nouveau� modèle� de� développement� agricole� durable.� Il� s'agit� de� lancer� la� production� du�

��������,�dont�la�tradition�est�en�train�de�se�perdre�dans�le�Nord�Liban.�Le�but�de�l'opération�est�

de�permettre�aux�éleveurs�de�tirer�profit�de�la�production�d'un�fromage�à�haute�valeur�ajoutée,�à�

condition� de� suivre� des� règles� d'hygiène� et� de� production� jusque�là� peu� respectées.� Le� projet�

���������appelé�"���	�������������=	"�est�le�premier�projet�soutenu�au�Liban�par�la�SFFD�dont�la�

mission� est� de� préserver� les� traditions� culinaires� ancestrales� en� voie� de� disparition� tout� en�

contribuant� à� assurer� des� sources� de� revenus� et� d'emplois� à� la� population� de� certaines� régions�

menacées�par�l'exode�rural.�Le����������est�le�seul�produit�agricole�au�Liban�et�au�Moyen�Orient�

à�bénéficier�de�la�note�"*�������",�livrée�par�la�SFFD.��

�

En�partenariat�avec�l'USEK�(>�������	������	
"����	����'�����),�la�FRM�s'est�engagée�à�valoriser�

d'une� façon� durable� le� ��������� traditionnel� par� ses� caractérisations� physico�chimique� et�

microbiologique,�en�vue�de�la�création�d'une�appellation�d'origine�qui�préservera�l'authenticité�de�

ce�fromage�tout�en�contribuant�au�développement�de�la�région�montagnarde�Nord�Libanaise.��

�

2.3.2�Observations�sur�les�Appellations�d'Origine�(AO)��

2.3.2.1� Introduction�

Par�nature,�tout�produit�alimentaire�a�une�origine�géographique.�Historiquement,�les�habitudes�de�

consommation�alimentaire�sont�marquées�par�des� facteurs�socio�culturels�et�par�des� ressources�

naturelles�locales.�Ces�liens�entre�l'aliment�et�le�terroir�ont�disparu�avec�le�temps�pour�plusieurs�

raisons,� dont� les� changements�des� technologies� de�production,� l'urbanisation� et� l'exposition�du�

consommateur� à� des� expériences� acquises� au� travers� des� voyages� et� des� média� (Montanari,�

1994).��

�

Cependant,� au� cours� des� dix� dernières� années,� les� aliments� bénéficiant� d'une� origine�

géographique� bien� déterminée� ont� particulièrement� attiré� le� consommateur� pour� les� qualités�

organoleptiques� et� culinaires� spécifiques� associées� aux� produits� régionaux,� la� santé,� le�

patriotisme�et�l'attention�livrée�par�les�média.�
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Cette�partie�est�consacrée�à�l'aspect�législatif�et�réglementaire�des�dénominations�d'origine,�aux�

techniques�analytiques�adaptées�pour�déterminer�l'origine�géographique�des�produits�alimentaires�

et�plus�particulièrement�aux�liens�entre�la�biodiversité�des�fromages�et�les�facteurs�de�production.�

2.3.2.2� Réglementation,�importance�et�enjeux�d'une�AO�

7.8.7.7.9� �+�������	�	�����	��������	����

En� 1992,� la� réglementation� Européenne� 2081/92� et� 2082/92,� remplacée� récemment� par� les�

réglementations� 510/2006� et� 509/2006,� ont� permis� l'application� des� indications� géographiques�

suivantes� à� un� produit� alimentaire� :� Appellation� d'Origine� Protégée� (AOP),� Indication�

Géographique�Protégée�(IGP)�et�Spécialité�Traditionnelle�Garantie�(STG)�(Mout,�2004).��

���

L’AOP� désigne� la� dénomination� d'un� produit� dont� la� production,� la� transformation� et�

l’élaboration� doivent� avoir� lieu� dans� une� aire� géographique� déterminée� avec� un� savoir�faire�

reconnu�et�constaté.�L’AOP�pourra�éventuellement�être�remplacée�par�la�mention�AOC,�comme�

le�+�6�����t�français.�

�

L’IGP�d'un�produit�désigne� le� lien�avec� le� terroir�qui�demeure�à�un�des� stades�au�moins�de� la�

production,�de�la�transformation�ou�de�l’élaboration,�comme�le�pain�italien��������#��������.�

�

La� STG� ne� se� réfère� pas� à� l'origine,� mais� permet� de� valoriser� le� caractère� traditionnel� d'un�

produit,�comme�dans�le�cas�du�fromage�italien,��������������.�

�
7.8.7.7.7� �%����	�����

La� dénomination� d'origine� est� une� information� claire� pour� le� consommateur� de� l'origine� des�

produits� issus� de� l'élevage� ou� de� l'agriculture.� Elle� permet� à� ce� produit,� distingué� pour� sa�

renommée�et�la�régularité�de�sa�qualité,�de�devenir�l'ambassadeur�d'un�savoir�faire�régional.�C'est�

une�garantie�pour�le�producteur�dont�le�but�est�d’assurer�l’équilibre�du�marché,�entre�l’offre�et�la�

demande.� Ces� AO� favoriseront� les� liens� entre� agriculteurs,� agronomes,� paysagistes,�

environnementalistes,�élus�et�consommateurs.�

� �

La� notoriété� de� cette� appellation� fait� présumer� certaines� qualités� caractéristiques� du� produit�

qu’elle�désigne.�Elle�permet�de�reconnaître�des�produits�qui�tirent�leurs�caractéristiques�du�terroir�

d’origine.�C’est�ce�terroir,�dans�sa�complexité�intégrant�les�facteurs�humains�avec�les�usages�et�le�

savoir�faire�de�l’homme,�qui�s’exprime�au�travers�du�produit�(Albisinni�et�Venzi,�2000).�En�tant�
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que�fondement�d’une�AOC,�le�«�terroir�»�se�doit�d’être�protégé�;�il�s’agit�en�réalité�d’un�concept�

géographique� et� agronomique.� Le� terroir� est� surtout� associé� au� sol� et� au� climat.� L’importance�

économique�du�«�terroir�»,�considéré�comme�une�puissance�de�production,�s’avère�indispensable�

dans�la�détermination�de�la�valeur�des�produits�agricoles.��

�

7.8.7.7.8� �"�?��/�

Du�point�de�vue�des�AO,�les�enjeux�principaux�sont�liés�à�la�nécessité�de�prouver�la�spécificité�

des�produits�en�explicitant�les�liens�particuliers�qu’ils�entretiennent�avec�le�territoire�sur�lequel�ils�

sont� produits� ou� transformés.� Il� convient� de� définir� les� "usages� locaux"� qui� doivent� être�

maintenus�et�les�évolutions�acceptables�pour�profiter�des�meilleures�découvertes�technologiques�

et� faciliter� le� travail� des� agriculteurs�de�moins� en�moins�nombreux.�Enfin,� il� est� nécessaire�de�

répondre� à� l'ensemble� des� nouvelles� demandes� sociétales,� notamment� celles� qui� concernent� la�

qualité�de�l'environnement�et�des�paysages�(Branlard,�1995).��

2.3.2.3� Démarches�législatives�françaises�

En�France,�un�fromage�ne�peut�obtenir�une�AO�que�par�décret�ministériel.�L'obtention�d'une�AO�

constitue� la� reconnaissance� de� toute� une� démarche� qui� s'opère� sous� le� contrôle� de� l'Institut�

National�de�l’Origine�et�de�la�Qualité�(INAO),�anciennement�Institut�National�des�Appellations�

d’Origine.�L'INAO�est�un�établissement�public�à�caractère�administratif,�placé�sous�la�tutelle�du�

Ministère�de�l'Agriculture.��

Sous�l’angle�législatif,�les�dispositions�de�lois�relatives�au�Code�de�la�Consommation�et�au�Code�

Rural,�pour�la�protection�des�indications�géographiques�et�des�appellations�d'origine�des�produits�

agricoles�et�des�denrées�alimentaires,�sont�respectées.�

�

Selon� l’encadrement� réglementaire,� seuls� ont� droit� à� une�AO,� les� fromages� qui� respectent� les�

trois�critères�suivants:�

•�Une�méthode�de�fabrication�traditionnelle�;�

•�Une�zone�géographique�d’origine�délimitée�en�fonction�des�caractères�naturels�(flore,�relief);�

•�Un�contrôle�qualitatif�du�produit�fini�qui�exige�le�respect�des�critères�suivants�(taux�de�matières�

sèches,� taux�de�matières�grasses,�profil�des�acides�gras,� flore�microbienne,�…),�de�ses�qualités�

organoleptiques�et�de�sa�présentation.��

�

La�France�est� le� leader�mondial�de� la� fabrication�des� fromages�de�chèvre�avec�plus�de�86�027�

tonnes� produites� en� 2006,� en� laiterie� ou� à� la� ferme.� La� variété� des� terroirs� et� leur� typicité�
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naturelle�conditionnent�la�personnalité,�la�diversité�et�la�richesse�des�saveurs�caractéristiques�de�

la� grande� famille� des� fromages� de� chèvre.� Parmi� ces� derniers,� le�*������,� le�+���������,� le�

0����,� le� *�������,� le� ���������� ��� *��	��,� le� ������	��,� le� ���		��� ��� ���������,� le�

�<�������,� le�*�������
�	
*�����,� la�����	�
������de�Touraine,� le�-����@���et�autres�sont�des�

traditions�fromagères�de�qualité�bénéficiant�d'une�appellation�d'origine�en�France.�

2.3.2.4� Description�d'un�fromage�bénéficiant�d'une�AO�

Cette�section�est� inspirée�de� la�description�du�Rocamadour� français,� fromage�de�chèvre�au� lait�

cru�bénéficiant�d'une�AOC�(LégiFrance,�JORF,�N�174),�adaptée�aux�conditions�de�fabrication�et�

d'affinage� du� Darfiyeh,� afin� de� concrétiser� la� démarche� d'obtention� d'une� AO� auprès� du�

Ministère�de�l'Economie,�des�Finances,�de�l'Industrie�et�de�l'Agriculture�Libanaise.�

�

Le�fromage�Darfiyeh�bénéficiant�d'une�AO�doit�respecter�les�principales�dispositions�suivantes�:��

•�L'AO�"Darfiyeh"�est�réservée�aux�produits�fabriqués�dans�les�montagnes�Nord�Libanaises�;�

•�Le�lait�utilisé�doit�provenir�des�chèvres�locales,�comme�il�peut�également�provenir�d'un�élevage�

implanté�dans�ce�même�secteur.�Un�agrément�officiel�des�services�vétérinaires�est�obligatoire�;��

•�Seul�le�Dariff�des�chèvres�locales�peut�être�utilisé�comme�enceinte�d'affinage�;�

•�Après�égouttage�manuel�lui�donnant�sa�forme�définitive,�le�Darfiyeh�frais�pèse�entre�400�et�500�

g.� Il� renferme� au�minimum� 40� g� de�matière� grasse� pour� 100� g� de� produit� après� dessiccation�

(Serhan��	���.!�2007)�;�

•�Le�lactosérum�utilisé�pour�produire�l'
������doit�provenir�de�l'égouttage�des�fromages���������,�

de�même�que�seul�le�lactosérum�frais�doit�être�utilisé�et�la�méthode�de�chauffage�doit�être�directe;�

•�La�durée�d'affinage�du����������doit�varier�entre�1�et�3�mois�;�

•� Enfin,� le� qualificatif� "��������� fermier"� est� réservé� aux� producteurs� transformant� sur� leur�

exploitation�artisanale,�tout�en�respectant�les�normes�d'hygiène.�

2.3.2.5� Techniques�analytiques�pour�déterminer�l'origine�géographique�

L'utilisation� des� indications� géographiques� permet� aux� producteurs� de� se� reconnaître� sur� le�

marché.�Une�fausse�utilisation�des� indications�géographiques�par�des�organismes�non�autorisés�

est� nuisible� à� la� fois� pour� le� consommateur� et� le� producteur.� De� ce� point� de� vue,� le�

développement� continu� de� techniques� analytiques� sophistiquées� pour� la� détermination� de�

l'origine� géographique� de� produits� agricoles� s'avère� inévitable.� Ce� défi� analytique� est� en�
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progression�continue�depuis�les�années�80.�Les�premiers�produits�d'intérêt�étaient�le�vin,�le�miel,�

le�thé,�l'huile�d'olive�et�le�jus�d'orange.��

�

Ces�approches� analytiques�ont�été�divisées�en�quatre�groupes� :� techniques�de� spectrométrie�de�

masse,�techniques�de�spectroscopie,�techniques�de�séparation�et�autres�techniques�décrites�dans�

le�Tableau�6.�

�

Tableau� 6.� Panorama� des� techniques� analytiques� qui� peuvent� être� utilisées� pour� la�

détermination�de�l'origine�géographique�des�produits�alimentaires�

�
Méthodes��

�

Technique�analytique�spécifique��

��

Spectrométrie�� Chromatographie�en�phase�gazeuse���spectrométrie�de�masse�
� Couplage�plasma�inductif���spectrométrie�de�masse�
� Ratio�isotopique���spectrométrie�de�masse�
� Transfert�de�protons���spectrométrie�de�masse��
� �
Spectroscopie� Résonance�Magnétique�Nucléaire��
� Spectroscopie�d’absorption�atomique�
� Spectroscopie�de�fluorescence�
� Spectroscopie�Infra�Rouge��
� �
Séparation� Chromatographie�liquide�haute�performance��
� ,���"����������������������-�����
� Electrophorèse�capillaire�
� �
Autres� Technologie�de�détection��
� .����������������	�(��
� Analyses�sensorielles�
Source�:�Luykx�et�van�Ruth�(2008)�
�
�

Les�deux�techniques�utilisées�au�cours�de�ce�travail�sont�la�chromatographie�en�phase�gazeuse�et�

les� techniques� de� biologie� moléculaire.� Actuellement,� une� grande� importance� est� attachée� à�

l'analyse�de�la�composition�des�acides�gras�par�chromatographie�en�phase�gazeuse�(Collomb��	�

��.,� 2002� ;� Castillo� �	� ��.,� 2007)� et� à� la� diversité������������� par� des� techniques� de� biologie�

moléculaire�des�produits�laitiers�(Monnet��	���.,�2006�;�Licitra��	���.,�2007).�

�

Il�convient�de�rappeler�que�le����������s'affine�dans�la�peau�de�chèvre,�celle�ci�étant�considérée�

comme� un� emballage� naturel.� La� section� suivante� portera� sur� les� interactions� entre� aliment��

emballage�environnement.�

��
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2.4� Interactions�aliment%emballage%environnement��

2.4.1�Introduction�

La� conservation� d'un� produit� alimentaire� emballé� dépend� principalement� du� maintien� de� ses�

qualités� d'origine� en� le� protégeant� contre� les� influences� extérieures� détériorantes.�

L'Administration� Américaine� des� Denrées� Alimentaires� et� des� Médicaments,� l'Autorité�

Européenne�de�Sécurité�des�Aliments� (AESA),�et� l'Agence�Française�de�Sécurité�Sanitaire�des�

Aliments�(AFSSA)�définissent�un�matériau�d'emballage�comme�tout�contenant�ou�tout�matériau�

de� stockage�qui� sert� à� la�préparation�et/ou� au�stockage�des�denrées�et�dont� la� surface�entre�en�

contact�avec�des�aliments.�

�

Cette� protection� désirée� du� produit� alimentaire� est� rendue� possible� grâce� aux� "propriétés�

barrière"�du�matériau�d'emballage.�Ce�dernier�peut�être�une�simple�couche�de�polymère,�ou�un�

film�multicouches�incluant�différents�polymères.�Ces�"propriétés�barrière",�et�par�conséquent�la�

capacité�de�protection�d'un�emballage,�proviennent�principalement�de�la�perméabilité�aux�gaz�et�

à� la�vapeur�qui� influencent� la�qualité�du�produit�(Jeantet��	���.,�2007).�Cependant,� la�"barrière"�

absolue�n'existe�pas.�Il�est�alors�nécessaire�de�connaître�les�propriétés�physiques�de�cette�barrière,�

sa�perméabilité�aux�gaz,�aux�composés�aromatiques�et�aux�vapeurs�de�l'environnement,�ainsi�que�

ses�interactions�avec�l'aliment�et�l'environnement.�

�

Les� interactions� aliment�emballage�environnement� ont� fait� l'objet� d'une� attention� soutenue� et�

sont� étudiées� depuis� une� dizaine� d'années� pour� parvenir� à� leur�maîtrise� (Fayoux��	� ��.,� 1997� ;�

Strathmann��	���.,�2005�;�Cayot��	���.,�2008).�Ainsi�la�connaissance�des�aspects�théoriques�de�ces�

interactions�est�nécessaire.��

2.4.2�Perméation,�migration�et�absorption�

Les� interactions� aliment�emballage�environnement� sont� définies� comme� étant� un� transfert� de�

masse�ou�d'énergie�entre� l'aliment,� l'emballage�et� l'environnement,�ce�qui�pourra�avoir�un�effet�

sur�l'aliment,�et/ou�sur�l'emballage.�Les�processus�de�transfert�dans�les�systèmes�d'emballage�sont�

la�������	���,�la������	����et�l'������	����(Figure�5).�

�

�

�
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Figure� 5.� Interactions� possibles� entre� aliment%emballage%environnement,� les� substances�

concernées�et�les�conséquences�correspondantes�(adapté�de�Nielsen�et�Jãgerstad,�1994)�
�

�

La�������	���� est� définie� comme� le� transfert� de�molécules� de� gaz� ou� de� vapeur� d’eau� ou� de�

composés�volatils�à�travers�un�matériau�dense.�Ce�phénomène�se�produit�quand�une�membrane�

sépare�deux�phases�homogènes�en�équilibre�thermodynamique,�ayant�chacune�une�concentration�

(ou�potentiel�chimique)�différente.�Les�molécules�de�pénétrant�de�la�phase�qui�a�la�concentration�

la�plus�élevée,�tendent�à�diffuser�à�travers�la�membrane�pour�atteindre�l'autre�phase�et�équilibrer�

ainsi� les� concentrations.� Quezada�Gallo� �	� ��.� (1999)� ont� observé� les� interactions� entre� les�

composés�aromatiques�et�des�films�comestibles�;�la�perméabilité�des�films�de�méthylcellulose�et�

de�LDPE�(polyéthylène�basse�densité)�à�des�cétones�méthylées�a�été�étudiée.��

�

La������	���� correspond�au� transfert�de� substances�provenant�du�matériau�d'emballage�vers� le�

produit� emballé� par� des� effets� de� nature� physico�chimique,� à� l'exclusion� des� éléments� qui�

pourraient� se� dissocier� de� l'emballage� sous� l'effet� de� contraintes� mécaniques� (Jeantet� �	� ��.!�

2007).�La�migration�des� composés� est� en� relation�directe� avec� la� santé�humaine,� en� raison�du�

passage�des�résidus�de�polymérisation�de�l'emballage�vers�le�produit�alimentaire.�La�migration�de�

molécules� chimiques� modèles� depuis� l'emballage� vers� la� matrice� fromagère� a� fait� l'objet� de�

plusieurs�travaux��récents�(Cruz��	���.,�2008�;�Déléris��	���.,�2008�;�Overington��	���.,�2008).�La�

migration�de�trois�molécules�modèles�à�travers�le�polymère�LDPE�(polyéthylène�basse�densité)�
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vers�le�fromage�Gouda�a�été�étudiée�par�Cruz��	���.�(2008).�Les�expériences�ont�été�conduites�au�

moyen�de� solutions� simulées� avec�des� taux�différents�de�matière� grasse� et� d'eau,� conservées� à�

deux� températures�différentes� (5�°C�et�25�°C).�Ces�auteurs�constatent�que� la� teneur�en�matière�

grasse� n'est� pas� le� seul� facteur� influençant� la� migration� des� agents� lipophiles� à� partir� de�

l'emballage� vers� le� fromage.� D’autres� facteurs,� comme� le� rapport� matière� grasse/eau� et� la�

consistance�de�l'aliment,�jouent�un�rôle�important�dans�le�processus�entier�de�transfert.�

�

Dans�le�cadre�de�notre�étude,� la������	����ne�sera�pas�explicitée�car� la�peau�de�chèvre�utilisée�

comme�enceinte�d'affinage�du����������est�considérée�comme�un�emballage�naturel.��

� �

L'absorption� est� le� transfert� des� composés� contenus� à� l'origine� dans� l'aliment� et� leur� diffusion�

dans� l'emballage.� Ces� composés� peuvent� pénétrer� dans� la� structure� du� matériau� d'emballage,�

provoquant�une�perte�de�flaveur�et�un�changement�dans�les�propriétés�physiques�et�mécaniques�

de�l'emballage�réduisant�ainsi�la�qualité�du�produit�alimentaire�(Johansson,�1993).�Ce�processus�

s’établit�en�deux�phases� :�dans�une�première�étape,� le�composé�aromatique�est�adsorbé�dans�le�

polymère,�alors�qu'il�se�dégrade�rapidement�dans�une�solution�aqueuse�d'éther�diéthylique�;�dans�

une� seconde�étape,� et� quand� la� concentration�de� ce� composé�dans� cette� solution� est� proche�de�

zéro,� le� polymère� libère� progressivement� les� composés� aromatiques� adsorbés� vers� l'aliment�

(Reynier��	���.,�2004).�

�

Le� phénomène� d'absorption� des� composés� aromatiques� par� l'emballage� a� été� très� bien� détaillé�

dans�la�littérature�(Fayoux��	���.,�1997�;�Van�Williage��	���.,�2000�;�Caner,�2004�;�Strathmann��	�

��.,� 2005� ;� Dury�Brun� �	� ��.,� 2008b).� L'absorption� de� trois� méthylcétones� (2�heptanone,� 2�

octanone� et� 2�nonanone),� d'esters� éthylés� et� de� terpènes� par� des� films� comestibles� composés�

essentiellement�de�polysaccharides�et�de�protéines�d'origine�végétale�a�été�étudiée�par�Quezada�

Gallo��	���.�(2000).�L'interaction�entre�l'α�pinène�et�le�butyrate�d'éthyle�en�fonction�de�l'humidité�

environnante,� à� travers� des� films�d'EVOH�(éthylène�vinyle� alcool)� a� été� explicitée�par�Lopez�

Carballo��	���.�(2005).�Récemment,�le�transfert�de�l'hexanoate�d’éthyle�dans�du�papier�et�dans�des�

polymères,�a�été�élucidé�par�le�biais�des�mécanismes�de�sorption�et�de�perméation�(Dury�Brun��	�

��.,�2008b).��

�

La�����������	��et�l'������	����sont�les�deux�types�d'interactions�qui�feront�l'objet�d'une�attention�

soutenue�dans�le�cas�de�notre�étude.��
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2.4.3�Aspects�théoriques�des�processus�de�transfert�de�matière�

Le�transfert�de�matière�à�travers�un�matériau�d'emballage�se�déroule�en�plusieurs�étapes�(Figure�

6).�Les�molécules�entrent�d’abord�en�collision�avec�la�surface�du�matériau�d'emballage,�puis�elles�

sont�adsorbées�et�se�dissolvent�dans�la�masse�du�matériau.�Dans�celui�ci,�les�molécules�diffusent�

au�hasard,�selon�leur�énergie�cinétique�dans�des�discontinuités,�comme�les�pores,�les�micro�trous�

et� les� fissures� au� niveau� de� l'emballage� et� se� déplacent� progressivement,� selon� la� structure� du�

matériau.�Le�mouvement�de�ces�molécules�dépend�de�la�disponibilité�de�ces�discontinuités�dans�

la�masse�de�l'emballage�(Singh�et�Heldman,�1993).��

��

L'absorption� englobe� les� deux� premières� étapes� du� processus� de� transfert,� l'adsorption� et� la�

diffusion�;�la�perméation�englobe�les�trois�étapes�(Delassus,�1997).��

�

�
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Figure�6.�Transfert�de�masse�des�molécules�à�travers�un�matériau�d'emballage�(adapté�de�

Delassus,�1997)�

�

Pour�l'étude�des�transferts�de�matière�à�travers�des�emballages,�la�connaissance�des�coefficients�

de�diffusion,�de�partage,�de�solubilité�et�de�perméabilité�est�nécessaire.��

2.4.3.1� Migration��

Le�risque�de�migration�moléculaire�dans�un�système�emballage�aliment�est�important�du�point�de�

vue�économique�et�sanitaire.�Ces�migrants�pourraient�être�des�composés�volatils,�des�additifs,�des�

monomères�et/ou�des�oligomères.�Le�terme�"�����	���"�est�à� l'origine�de�deux�mécanismes�(la�

t=0� Adsorption� Diffusion� Désorption�

Perméation

Absorption�
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diffusion�et�le�partage),�qui�pourraient�être�importants�dans�la�détermination�de�la�concentration�

des�contaminants�dans�un�système�alimentaire.��

�
7.A.8.9.9� �����������	��������������

La�diffusion�est�un�processus�physique�dans� lequel� le� transfert�de�masse�est�dû�au�gradient�de�

concentration.�Elle�est�caractérisée�par�une�mesure�quantitative�du�taux�exprimée�sous�le�terme�

de�diffusivité�ou�coefficient�de�diffusion�(Schwartzberg�et�Chao,�1982).�La�première�loi�de�Fick�

permet�d'évaluer�les�valeurs�théoriques�de�diffusivité.�La�première�loi�est�basée�sur�l'hypothèse�

que� le� taux� de� transfert� d'un� composé� à� travers� une� surface� est� proportionnel� au� gradient� de�

concentration�mesuré.��
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où,� J,� est� le� taux� de� transfert� par� unité� de� surface� (kg.�m�2.� s�1),� C,� est� la� concentration� de� la�

substance� diffusante� (kg.� m�3),� D,� est� le� coefficient� de� diffusion� (m².� s�1),� x,� est� l'abscisse�

considéré�dans�le�transfert�unidirectionnel�(m).��

�

Le�coefficient�de�diffusion�est�un�paramètre�cinétique�qui�correspond�à�la�vitesse�de�transfert.�Il�

reflète�la�facilité�avec�laquelle�une�molécule�de�pénétrants�se�déplace�dans�un�milieu�continu�et�

isotrope.�A� signaler� que� la� concentration� des� pénétrants,� le� poids�moléculaire,� la� solubilité,� le�

temps,� la� température,� les� compositions� de� la�membrane� et� de� l'aliment,� la� structure� (densité,�

cristallinité,�branchement�des�chaînes)�sont�les�principaux�facteurs�affectant�la�diffusion�(Gilbert�

�	���.,�1980).��

�
7.A.8.9.7� �����������	�������	����

Le�coefficient�de�partage�est�la�distribution�d'une�substance�diffusante�(pénétrant)�entre�la�phase�

en�contact�avec�la�membrane�et� la�membrane�elle�même,�à� l'équilibre�thermodynamique.�Cette�

distribution�est�décrite�par�la�fonction�de�Nernst�:��

� �

�

�

�

�
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�
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où� K,� est� le� coefficient� de� partage� du� pénétrant� entre� la� phase� et� la� membrane,� Cm,� est� la�

concentration� du� pénétrant� dans� la�membrane� (kg.�m�3),� Ca,� est� la� concentration� du� pénétrant�

dans�la�phase�en�contact�avec�la�membrane�ou�l'aliment.��

Plusieurs�facteurs�comme�le�pH,�la�structure�et�la�taille�moléculaire,�la�teneur�en�matière�grasse�

et� le�degré�de�cristallinité�affectent� le�coefficient�de�partage�et�par� la� suite�affectent� l'équilibre�

d'une�molécule�entre�l'aliment�et�son�emballage�(Tehrany�et�Desobry,�2004).�

�

2.4.3.2�Sorption�et�coefficient�de�solubilité�

Pour�les�gaz�et�les�vapeurs,�à�l'équilibre�et�pour�une�température�constante,�la�concentration�du�

pénétrant� dans� la� membrane� (mol.� m�3),� C,� est� reliée� à� sa� pression� partielle� par� l'équation�

suivante�:�

��B��.���� ��

�

où�p,�est�la�pression�partielle�du�pénétrant�(Pa)�et�S,�est�le�coefficient�de�solubilité�(mol.m�3.Pa�1).�

Le�coefficient�de�solubilité�est�un�paramètre�thermodynamique�déterminé�à�l'équilibre.�Lorsque�S�

est� indépendant�de� la� concentration�du�pénétrant�dans� la�membrane� et� de� sa�pression�partielle�

(par� exemple,� à� très� faibles� concentrations),� la� relation� entre� c� et� p� devient� linéaire� et� S�

correspond�au�coefficient�de�solubilité�de�la�loi�de�Henry.��

Le�coefficient�de�solubilité�S�est�la�grandeur�thermodynamique�du�transport�global.�Il�représente�

la�quantité�de�molécules�de�gaz�dissoutes�dans�la�membrane�dans�les�conditions�d'équilibre.�Il�est�

lié�aux�interactions�gaz/polymère�et�au�volume�libre�de�la�membrane.�

�
�
Les�paramètres�de�solubilité�(δT)�de�Hansen�(1967)��sont�reliés�aux�forces�de�dispersion�de�Van�

der� Waals� (δD),� aux� interactions� des� dipôles� (δP)� et� aux� liaisons� hydrogènes� (δH).� Ces�

paramètres�sont�largement�utilisés�pour�prédire�l'affinité�des�composés�pour�les�polymères.�

����

�*�,

222 δδδδ ++= �
�

2.4.3.3� Permeabilité�et�coefficient�de�permeabilité�

La�perméabilité�est�une�caractéristique�déterminante�de�l'emballage,�qui�conditionne�le�transfert�

de�matière� au� travers� du�matériau� le� constituant.� Ces� transferts� peuvent� se� produire� en� phase�
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liquide,� ou� plus� généralement� en� phase� gazeuse� (gaz,� vapeurs� et� autres� substances� volatiles)�

(Jeantet��	���.,�2007).��

Le� coefficient� de� perméabilité� (P),� comprend� à� la� fois� les� propriétés� cinétiques� et�

thermodynamiques�du�système�membrane�pénétrant�et�est�le�produit�des�coefficients�de�diffusion�

(D)�et�de�solubilité�(S).�

*�B��.��� �

�
Plusieurs� paramètres� influencent� la� perméabilité,� comme� les� propriétés� du� matériau,� les�

propriétés�physico�chimiques�des�molécules�diffusantes�et�les�conditions�environnementales.���

2.4.4�Sorption�des�composés�par�l'emballage�

Le�transfert�de�composés�de�l'aliment�vers�l'emballage,�fondé�sur�des�mécanismes�de�sorption,�a�

été� très� bien� explicité� dans� la� littérature� et� a� requis� une� attention� considérable� (Dekker� �	� ��.,�

2003� ;� Reynier� �	� ��.,� 2004).� Ces� composés� peuvent� être� des� substances� volatiles� et/ou� non�

volatiles.� La� sorption� des� substances� non� volatiles,� comme� la� graisse� et� les� pigments,� affecte�

l'emballage�lui�même,�alors�que�la�sorption�des�substances�volatiles�affecte�directement�l'aliment�

suite�à�un�déséquilibre�de�la�flaveur�(Sadler�et�Braddock,�1990).�

�

2.4.4.1� Mesure�du�degré�de�sorption�

Il� existe� différentes� méthodes� permettant� de� mesurer� le� degré� de� sorption� des� composés�

aromatiques�par�l'emballage.�La�solubilité�des�vapeurs�est�normalement�décrite�par�le�coefficient�

de�solubilité�du�diffusant�dans�l'emballage.�Charara��	���.�(1992)�ont�étudié�la�perte�des�composés�

aromatiques�exprimée�en�pourcentage�de�la�quantité�initialement�présente�dans�la�phase�aqueuse.�

Tehrany�et�Desobry�(2007)�ont�calculé�le�coefficient�de�partage�du�diffusant�entre�l'emballage�et�

la� phase� aqueuse� du� système.� La� proportion� de� distribution� est� un� autre� paramètre� qui� a� été�

utilisé�pour�décrire�le�degré�de�sorption.�Cette�proportion�est�définie�comme�étant�le�rapport�entre�

la�quantité�adsorbée�par�l'emballage�et�celle�restant�dans�la�solution�initiale�de�départ�(Nielsen�et�

Jãgerstad,�1994).�

�

�

�

�
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2.4.4.2� Paramètres�affectant�l'absorption�des�composés�par�l'emballage�

L'analyse� de� l'absorption� des� composés� aromatiques� de� l'aliment� vers� l'emballage� est� une�

considération� importante,� tant� du� point� de� vue� sécurité� alimentaire� que� du� point� de� vue�

économique.�

La� figure� 7� montre� les� différents� facteurs� pouvant� affecter� l'absorption� des� composés�

aromatiques� par� l'emballage� (Van� Williage� �	� ��.,� 2000).� La� distribution� des� molécules�

diffusantes� entre� l'aliment� et� l'emballage� implique� la� connaissance� des� propriétés� physico�

chimiques�de� ces� �molécules� comme� la�masse�moléculaire,� le�point�d'ébullition,� la�polarité,� la�

solubilité,� la� concentration,� etc.� Les� propriétés� du� matériau� d'emballage� (nature,� dimensions,�

propriétés�physico�chimiques,��caractéristiques�techniques,�flore�initiale,�etc)�ainsi�que�celles�de�

la�matrice� � alimentaire� (structure� physico�chimique,� teneur� en� eau� et� en�matières� grasses,� pH,�

etc)�affectent�également�cette�distribution.�Il�convient�d'ajouter�que�la�température�et�la�durée�de�

stockage� sont� deux� facteurs� principaux� qui� pourront� agir� sur� le� système� aliment�emballage�

environnement.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

Figure� 7.� Facteurs� affectant� l'absorption� des� composés� aromatiques� par� l'emballage�

(d'après�Van�Willige���������2000)�
�

�

7.A.A.7.9� ������	�����������������	�����

Le�contrôle�des� conditions�environnementales� (température� et�humidité� relative)�est�un� facteur�

principal�dans�le�maintien�de�l'intégrité�du�système�aliment�emballage�durant�le�stockage.��

Plus�particulièrement,�le�taux�d'absorption�des�composés�aromatiques�par�l'emballage�s'est�avéré�

affecté�par�la�température�du�système�aliment�emballage.�Certains�cas�étudiés�dans�la�littérature�
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(Nielsen� �	� ��.!� 1992b� ;� Mujiburohman� et� Feng,� 2007),� ont� permis� d’expliciter� l'effet� de� la�

température�sur�la�solubilité�et�la�diffusion�des�composés�aromatiques�à�travers�des�membranes.�

En� faisant� varier� la� température� de� 75� à� 5� °C,� Nielsen� �	� ��.� (1992b)� ont� pu� observer� une�

augmentation� significative� de� la� mobilité� des� molécules� aromatiques� diffusantes,� couplée� au�

changement� dans� la� configuration� d'un� emballage� LDPE� (polyéthylène� basse� densité).� Une�

augmentation�de�la�température�induit�une�solubilité�et�une�diffusion�des�composés�à�travers�des�

membranes.�L'absorption�du�propyl�propionate�dans�un�système�propyl�propionate/eau�par�des�

membranes�de�PEBA�(polyéther�block�polyamide)�(Mujiburohman�et�Feng,�2007)�est�influencée�

par�la�température.�

D'une�part,�une�augmentation�de�la�température�rend�les�molécules�plus�mobiles�:�la�perméation�

va� augmenter� grâce� à� l'augmentation� de� la� diffusion.� D'autre� part,� une� augmentation� de� la�

température�facilite�le�mouvement�thermique�des�chaînes�de�polymères�en�terme�de�fréquence�et�

d’amplitude,�ce�qui�pourra�induire�et�faciliter�la�diffusion�des�molécules�à�travers�les�membranes.�

�
7.A.A.7.7� �*������	����������
�����6��������������������������	����

La�distribution�des�molécules�diffusantes�dans�un�système�aliment�emballage�est�dépendante�de�

leurs� propriétés� physico�chimiques,� comme� la� masse� moléculaire,� le� point� d'ébullition,� la�

polarité,� les� liaisons� hydrogènes,� la� solubilité,� les� pourcentages� d'oxygène� et� d'hydrogène,� le�

logP,�etc.�

�

Il� a� été� observé� que� des� molécules� de� grande� taille� sont� plus� facilement� absorbées� que� des�

molécules�plus�petites�(Shimoda��	���.!�1988)�et� les�molécules�branchées�sont�mieux�absorbées�

que� les�molécules� linéaires� (Halek� et�Chan�1994).�Les�composés�ayant�une�masse�moléculaire�

élevée� ont� une� solubilité� aqueuse� faible,� ainsi� qu'un� LogP� élevé,� parce� que� la� plupart� des�

composés�ayant�une�masse�moléculaire�élevée�sont�hydrophobes�(Jouquand��	���.!�2004).��

�

Le� point� d'ébullition� d'un� composé� est� prédéterminé� par� ses� interactions� dans� un� liquide.� On�

suppose�qu’il�est�alors�lié�directement�à�la�structure�chimique�de�la�molécule.�Un�composé�ayant�

le�point�d'ébullition�le�plus�faible,�est�considéré�le�plus�volatil.�

La� longueur� de� la� chaîne� carbonée� est� liée� au� point� d'ébullition� de� la� molécule� diffusante� ;�

plusieurs� auteurs� ont� rapporté� une� relation� entre� la� solubilité� et� le� point� d'ébullition� des�

molécules� diffusantes.� Strandburg� �	� ��.� (1990)� ont� montré� une� relation� linéaire� entre�

l'augmentation�du�point�d'ébullition�et� le�coefficient�de�solubilité�des�esters,�des�alcanes�et�des�

cétones�linéaires.�Les�esters�et�les�aldéhydes�sont�mieux�absorbés�que�les�alcools�(Charara��	���.!�
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1992).�Les�cétones�sont�plus�absorbées�que�les�esters�et� les�aldéhydes.�Plus�la�chaîne�carbonée�

est�longue,�moins�elle�est�polaire�et,�par�voie�de�conséquence,�ces�composés�sont�plus�absorbés�

par�les�emballages�non�polaires.�

Dans� une� même� série� de� composés� volatils,� la� volatilité� augmente� quand� la� � longueur� de� la�

chaîne�aliphatique�diminue�et�que�la�température�augmente.�Dans�une�même�série�de��composés�

possédant� le� même� nombre� d'atomes� de� carbone,� la� volatilité� dépend� non� seulement� de� la�

température�ou�de�la�masse�moléculaire,�mais�aussi�du�groupement�fonctionnel�de�la�molécule.�A�

une� température� déterminée,� la� volatilité� des� composés� qui� ont� le�même� nombre� d'atomes� de�

carbone� diminue� comme� suit� :� ester� >� cétone� >� aldéhyde� >� alcool� >� lactone� (Covarrubias�

Cervantes��	���.!�2004).��

�

Les�composés�organiques�polaires�ont�tendance�à�avoir�une�solubilité�aqueuse�élevée,�alors�que�

les� composés� organiques�moins� polaires� sont�moins� solubles� dans� l'eau.� Le� nombre� d’atomes�

peut�être�une�indication�de�la�proportion�d’atomes�polaires�et�non�polaires,�comme�l'oxygène�et�

l'hydrogène�(Ertl��	���.!�2000).��

�

Le�logP�permet�d'appréhender�le�caractère�hydrophobe�(lipophile)�ou�hydrophile�d'une�molécule.�

En�effet,�si�LogP�est�positif�et�très�élevé,�cela�exprime�le�fait�que�la�molécule�considérée�est�bien�

plus�soluble�dans�l'octanol�que�dans�l'eau,�ce�qui�reflète�son�caractère�hydrophobe�et�inversement�

(Rekker,�1977�;�Hansch�et�Leo,�1979).�

�

7.A.A.7.8� ���	�����������	������

La�nature�de�la�matrice�alimentaire�joue�un�rôle�important�dans�la�détermination�de�la�proportion�

des�molécules�diffusant� à� travers� l'emballage.�Comme� la�plupart� des�produits� alimentaires,� les�

produits�laitiers�sont�des�émulsions�de�graisse�et�d'eau,�la�quantité�de�matière�grasse�constituant�

un� paramètre� essentiel.� Les� aliments� riches� en� matière� grasse� perdent� moins� de� composés�

aromatiques� par� absorption� que� les� aliments� qui� en� contiennent�moins,� en� raison� du� caractère�

lipophile�de�la�plupart�des�composés�aromatiques�(Van�Williage��	���.,�2000).�Ceci�est�attribué�à�

une� plus� grande� résistance� au� transfert� de� matière� dans� la� phase� huileuse� que� dans� la� phase�

aqueuse.�

Il� faut� ajouter� que� le� pH�d'un� système� aliment�emballage� influence� l'absorption� des� composés�

aromatiques�à�travers�l'emballage.�Dans�un�système�à�pH�acide,�les�alcools�ont�un�coefficient�de�

partage� K� plus� élevé� que� celui� des� esters� et� des� aldéhydes� ;� le� pH� affecte� la� polarité� de� ces�
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composés,� la� solubilité� et� la� structure� de� la�molécule� diffusante� et,� par� la� suite,� l'équilibre� du��

système�aliment�emballage�(Nielsen��	���.!�1992a).���

Des�composés�aromatiques�se�trouvant�dans�un�système�d'aliment�simulé�sont�plus�absorbés�en�

comparaison�de�ceux�présents�dans�une�matrice�alimentaire�réelle.�L'augmentation�du�nombre�de�

sites�de�sorption,�la�compétition�entre�sites,�ainsi�que�la�saturation�due�à�une�concentration�plus�

élevée� dans� un� système� alimentaire� réel,� permettent� de� diminuer� le� coefficient� de� partage� K�

(Nielsen��	���.!�1992b).��

�

7.A.A.7.A� �*������	�������:����������

Les�caractéristiques�du�ou�des�matériaux�constitutifs�de�l'emballage�conditionnent�ses�fonctions�

et� doivent� donc� permettre� de� ralentir� l'évolution� physico�chimique� et� microbienne� dans� la�

matrice�alimentaire.�Celle�ci�présente�au�moment�de�son�conditionnement�un�certain�nombre�de�

caractéristiques�mesurables� (acidité,� indice� de� peroxyde,� composition� aromatique,� texture,�…)�

pour� lesquelles� il� est� possible� de� déterminer� une� valeur� limite� au�delà� de� laquelle� elle� sera�

considérée�comme�non�conforme.�Par�ailleurs,�le�produit�alimentaire�peut�constituer�un�excellent�

milieu� nutritif� pour� les� micro�organismes.� La� nature,� les� dimensions� (épaisseur,� surface),� les�

propriétés� physico�chimiques,� les� caractéristiques� techniques,� ainsi� que� la� flore� initiale�

caractérisant� l'emballage� agissent� sur� le� processus� d'absorption� (Jeantet� �	� ��.,� 2007).� On� a�

observé�qu'en�augmentant�l'épaisseur�de�l'emballage,�la�sorption�du�limonène�augmente�avec�la�

masse�de�l'emballage�qui�agit�à�ce�moment�comme�un�agent�sorbant�(Ikegami��	���.!�1991).�

Dans�une�étude�sur�le�transfert�de�l'acétate�d'éthyle,�le�butyrate�d'éthyle�et�l'hexanoate�d'éthyle�à�

travers� du� papier� traité� et� des� films� plastiques,� et� indépendamment� de� la� nature� du� composé�

aromatique,� de� sa� concentration� et� de� la� température,� le� transfert� était� principalement� contrôlé�

par� la�microstructure� de� l'emballage.�Une� affinité�mutuelle� entre� le� composé� aromatique� et� la�

surface� de� l'emballage,� déterminée� expérimentalement� ou� estimée,� est� liée� à� leur� hydrophobie�

respective�à� la� température�de�25�°C�et�pour�une�humidité� relative�de�50�%�(Dury�Brun��	���.,�

2008a).��

�

Il� convient� de� rappeler� que� le���������� s'affine� dans� la� peau� de� chèvre.� L'affinage� reste� un�

processus� complexe,� encore� mal� maîtrisé.� La� section� suivante� portera� sur� les� mécanismes� de�

dégradation�des�constituants�lipidiques�et�protéiques,�ainsi�que�sur�l'écologie�et�la�biodiversité�de�

la�flore�bactérienne�d'affinage.�������

�������
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2.5� Affinage�des�fromages��

2.5.1�Introduction�

La� transformation� du� lait� en� fromage� fait� intervenir� deux� paramètres� principaux� dont� l'effet�

stabilisant�est�complémentaire�:�un�abaissement�du�pH�obtenu�par�acidification�et�un�abaissement�

de�l'activité�de�l'eau�(aω)�résultant�de�la�concentration�de�la�matière�sèche�par�égouttage,�salage�et�

évaporation.�Pour�assurer�une�stabilisation�complète�du�substrat,�des�transformations�dirigées�par�

voies�enzymatique�et�microbienne�peuvent�intervenir,�elles�constituent�la�phase�d'affinage.�Ainsi�

au�cours�de�ce�dernier,�plusieurs�réactions�biochimiques�complexes�s'effectuent�dans�la�masse�du�

fromage,�notamment�(1)� la�glycolyse,�(2)� la� lipolyse�et� le�catabolisme�des�acides�gras�et� (3)� la�

protéolyse�et� le�catabolisme�des�acides�aminés.�Les�agents�de� l'affinage�sont� :� (1)� les�enzymes�

naturelles� du� lait,� (2)� les� enzymes� coagulantes� et� (3)� les� enzymes� des� micro�organismes� qui�

peuplent�les�pâtes�(ceux�ci�pouvant�provenir�du�lait,�des�levains,�de�la�saumure,�de�l'atmosphère�

des�locaux,�du�matériel�de�fromagerie,�...).�

��

Le� lait� n'est� pas� normalisé,� les� micro�organismes� et� les� enzymes� impliquées� dans� ses�

transformations�varient�en�nature�et�en�concentration�;�l'affinage�est�un�processus�complexe.���

�

Les�mécanismes�de�dégradation�des�constituants� lipidiques�et�protéiques�pendant� l'affinage�des�

fromages,� ainsi� que� la� microbiologie� de� ces� derniers� feront� l'objet� de� la� présente� section.� Le�

catabolisme�des�acides�gras�et�celui�des�acides�aminés,�ainsi�que�l'écologie�et�la�biodiversité�de�la�

flore�bactérienne�d'affinage�des�fromages�seront�également�exposés.��

2.5.2�Biochimie�de�l'affinage�

Un�aperçu�général�des�réactions�biochimiques�qui�se�déroulent�pendant�l'affinage�des�fromages�

est�illustré�dans�la�Figure�8.��

�
�
�
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�

Figure�8.�Aperçu�général�des�réactions�biochimiques�pendant�l'affinage�des�fromages���

��������:�Fox��	���.�(2004)��

2.5.2.1� La�glycolyse�

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

hétérolactique,�il�donne�du�CO2,�de�l’éthanol�et�de�l’acide�acétique.�La�fermentation�alcoolique�

par�les�levures�donne�du�CO2,�de�l’éthanol�et�de�l’acétaldéhyde.�A�partir�de�l’acide�citrique,�les�

bactéries� lactiques� produisent� de� l’acetoїne,� du� diacétyle� et� du� butanediol.�A� partir� de� l’acide�

lactique,�la�fermentation�propionique�donne�de�l’acide�propionique�et�du�CO2.�L’oxydation�par�le�

cycle�de�Krebs,�due�aux�levures�et�aux�moisissures�produit�du�CO2�et�de�l’H2O.�Le�Tableau�7�

indique�les�effets�de�la�glycolyse�sur�la�qualité�des�fromages.�

�

�

�

�

��

Citrate�

Lactose�Caséines�

Triglycéride�

Autres�produits�

Acide�gras�
D%Lactate�

Chymosine��
et�plasmine�

L%Lactate�

Racémisation�par�les�bactéries��
lactiques�non�spécifiques�

Fermentation�par�les��
bactéries�starter�

Interactions�entre�les�
produits�

Interactions�entre�les�
produits�

Acides�aminés��

Peptides�courts��

Peptides�de�taille�

moyenne�

Protéinases�de�
(��	��������

Peptidases�de�(��	��������et�bactéries�
starter�non�spécifiques�

Lipase�

Composés�volatils�
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Tableau�7.�Principaux�effets�de�la�glycolyse�sur�la�qualité�des�fromages�

�

Enzymes�ou�voies�

métaboliques�

Source�d’enzymes� Substrat�

majeur�

Molécules�produites� Descripteur�

sensoriel�
ß���galactosidase� Bactéries�lactiques� Lactose� Glucose�

Galactose�
Acide�lactique�(post�
acidification)�

Acide�
Cœur�dur,�blanc�
Texture�sèche�
�

�
Voie�homo��
fermentaire�

�
Bactéries�lactiques�

�
Glucose�
Galactose�

�
Lactates�
Acide�lactique�(post�
acidification)�

�
Acide�
Cœur�dur,�blanc�
Texture�sèche�
�

Voie�hétéro��
fermentaire�

Leuconostocs� Glucose�
Galactose�
�
�

Lactates�
Ethanol�
Acétate�
CO2�

Acide�lactique�

Fermenté�
Alcoolisé�
�
Acide�
�

�
Voie�du�citrate�

�

(��	�����������	���

subsp.����	����������
�����	����	���

Leuconostocs�

�
Citrate�

�
Acétate�
Diacétyle�
Acétoine�
CO2�

�
Fermenté�
Alcoolisé�
Noisette�
Acide�
�

�
Voie�du�propionate�

�

*����������	������

�
Lactate�

�
Propionate,�acide�gras�
en�C3�et�acide�acétique�
C2�
Acétate�

�
Acide�
Arôme�d’"����	���

�������:�Le�Mens�(2006)�

2.5.2.2� La�lipolyse�et�la�dégradation�des�composés�lipidiques�

La�matière�grasse�laitière�est�essentielle�au�développement�de�la�flaveur�des�fromages.�Ceci�a�pu�

être� démontré� quand� la�matière� grasse� laitière� a� été� remplacée� par� d’autres� types� de�matières�

grasses.�Les�lipides�présents�dans�les�fromages�peuvent�subir�une�hydrolyse�enzymatique�ou�une�

oxydation.�Les�acides�gras�polyinsaturés�sont�sujets�à� l'oxydation,�ce�qui� favorise� la� formation�

d’aldéhydes.� L'oxydation� des� lipides� est� limitée� dans� la� matrice� fromagère,� probablement� en�

raison�du� faible�potentiel� redox�(�250mV)�et�par� la�présence�d'antioxydants�naturels�comme�la�

vitamine�E� (Fox��	� ��.,� 2000).� La� lipolyse� dans� les� fromages� est� due� à� la� présence� d'enzymes�

lipolytiques�qui�coupent�les�liaisons�esters�des�triacylglycérols,�produisant�des�acides�gras�libres,�

des� mono�� et� des� diacylglycérols� (Deeth� et� Touch,� 2000).� Les� acides� gras� libres� sont� des�

précurseurs� importants� des� réactions� cataboliques,� qui� produisent� des� composés� volatils� et�

contribuent�à�la�flaveur�des�fromages.�Cependant,�ces�réactions�cataboliques�ne�sont�pas�très�bien�

maîtrisées�(McSweeney�et�Sousa,�2000).�
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Les� enzymes� lipolytiques� sont� classées� en� estérases� ou� en� lipases.� Les� sources� principales�

d’enzymes�lipolytiques,�leurs�substrats�et�les�molécules�produites�sont�indiqués�dans�le�Tableau�

8.��

�

Tableau�8.�Hydrolyse��de�la�matière�grasse�du�lait�pendant�l’affinage�
�
Enzymes�principales�ou�

voies�métaboliques�

Source�principale�

d’enzymes�

Substrat�majeur�

attaqué�

Molécules�

produites�
Lipases� Lait�

Moisissures�
*�����������

$��	�������

Triacylycérols� Acides�gras�
Triacylycérols�
partiels�

�
Estérases�

�
*�����������

Levures�
Microcoques�

�
Acides�gras�

�
Composés�fruités�
Esters,�acétate�
d’éthyle�

�
β�oxydation�

�
*.���������	��

*.���6�����	��

�
Acides�gras�

�
Méthylcétones�
Alcools�secondaires�

�������:�Le�Mens�(2006)�

�

7.C.7.7.9� �(�������	�����������������

Le� lait,� la�présure,� les�bactéries� lactiques�"levains"�et�"non� levains"�et� la�microflore�secondaire�

sont�les�sources�d'origine�des�lipases�(McSweeney�et�Sousa,�2000).�

�

7.C.7.7.9.9� 
����	���������	���

Le� lait� contient� une� lipoprotéine� lipase� (LPL)� qui,� normalement,� n'atteint� jamais� son� activité�

optimale� dans� le� lait.� Cette� LPL� hydrolyse� préférentiellement� les� triacylycérols� à� chaînes� de�

longueur�moyenne�par�rapport�aux�triacylglycérols�à�longues�chaînes.�Ceci�est�dû�aux�propriétés�

de�solubilité�et�de�mobilité�des�triacylycérols�à�chaînes�moyennes�dans�les�systèmes�émulsionnés�

qui�sont�à�l’origine�d’une�hydrolyse�rapide�(Deckelbaum��	���.!�1990).�Olivecrona��	���.�(1992)�

ont�montré��que�la�LPL�est�relativement�non�spécifique�pour�un�type�d'acide�gras,�mais�qu’elle�

est�plutôt� spécifique�pour� les�positions���
9� et���
8�des�mono,�di��et� triacylycérols.�Les�acides�

gras�à�chaînes�courtes�et�moyennes�sont�préférentiellement�libérés�par�la�LPL.�Selon�Chavarri�et�

al.�(1998),�73�à�95�%�de�l'activité�de�la�LPL�sont�détruits�lors�de�la�pasteurisation.�L'activité�de�la�

LPL�diminue�également�au�cours�de�la�période�de�lactation.���

�



+�����������������6���

� 61�

7.C.7.7.9.7� 
����	�������������������

Les� présures� commerciales� sont� normalement� exemptes� d'activité� lipolytique.� Cependant,� les�

pâtes�de�présure�préparées� à�partir� des� caillettes� (abomasums)�de� jeunes� ruminants� et� utilisées�

dans�la�production�de�quelques�variétés�de�fromages�italiens�à�pâte�dure,�comme�le�*���������et�

le� +�����,� contiennent� une� lipase,� la� PGE� (estérase� pré�gastrique)� (Nelson� �	� ��.,� 1977).�

Certaines� lipases� fongiques,� comme� celles� sécrétées� par�+���������������� pourraient� être� des�

alternatives�acceptables.��

���

7.C.7.7.9.8� 
����	����������������������������������	�6�����

Pour� hydrolyser� la� matière� grasse� laitière� dans� le� lait� et� les� fromages,� les� bactéries� lactiques�

possèdent�des�enzymes� lipolytiques,�capables�d'hydrolyser�une�multitude�d'esters�d'acides�gras,�

des�substrats�de�tri�,�di��et�monoacylglycérols�(Liu�et�al.,�2001).�

Les�espèces�appartenant�aux�genres�(��	��������et�(��	����������sont�généralement�considérées�

comme� ayant� une� activité� lipolytique� faible,� en� comparaison� avec� d’autres� espèces� de�

*����������,�
����	����	��� et�#�������	������ (Chich� �	� ��.!� 1997).�Cependant,� en� raison� de�

leur�présence,�à�des�taux�élevés�durant�la�période�d'affinage�des�fromages,�les�bactéries�lactiques�

sont�considérées�comme�responsables�de�la�libération�de�niveaux�non�négligeables�d'acides�gras�

libres.�Malgré�leur�faible�activité�lipolytique,�leurs�enzymes�contribuent�à�la�lipolyse�du�fromage�

��������(Collins��	���.,�2003a).�

Jusqu'à� présent,� les� lipases/estérases� des� bactéries� lactiques� sont� considérées� comme�

exclusivement�intracellulaires�et�quelques�unes�ont�été�identifiées�et�caractérisées�(Chich��	���.!�

1997�;�Liu��	���.,�2001).�El�Soda��	���.�(1986)�ont�montré�la�présence�d'enzymes�lipolytiques�dans�

quatre� souches� de� lactobacilles� :� (�.� �����	����,� (�.� ������������ subsp.� ����������,� (�.�

������������ subsp.� ���	��� et� (�.� �����������.� Tous� les� lactobacilles� ont� montré� une� activité�

lipolytique�contre�les�substrats�jusqu'à�C5:0.�Des�lipases/estérases�ont�été�mises�en�évidence�dans�

neuf�souches�de�(�.����	���subsp.����	���et�de�(�.����	���subsp.����������(Piatkiewicz,�1987).��

Il�faut�ajouter�que�les�bactéries�propioniques�sont�10�à�100�fois�plus�lipolytiques�que�les�bactéries�

lactiques�(Dupuis,�1994).�

�
7.C.7.7.7� �(����	�������������������������

Dans�les�fromages,�les�acides�gras�libres�produits�au�cours�de�la�lipolyse,�surtout�ceux�à�courte�et�

moyenne� longueur� de� chaîne� contribuent� directement� à� la� flaveur� de� certaines� variétés� de�

fromages�(McSweeny�et�Sousa,�2000).�Ces�acides�gras�libres�sont�des�précurseurs�de�réactions�
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cataboliques,�conduisant�à�la�formation�de�composés�aromatiques,�comme�les�méthylcétones,�les�

lactones,�les�esters�et�les�alcools�secondaires�(Figure�9).��

�
� Lipase� ��

�����

�

�

�

�������������������β�oxydation������������������������������������������������β�oxydation�

�

�����������β�cétoacides���������������������������������������������������4��ou�5�������������������� �������������Acides�gras�
�������������������������������������������������������������������������������������hydroxyacides��� � ��������������������������insaturés�

�
����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������Lactopéroxydase�

�����������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������ ����� � Hydropéroxydases������������������������������
��������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������Hydropéroxyde��
����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������lyase�
�
� � � � � � � � � ������������������������������ � � � � � Aldéhydes�
�

�

������������������������������������
�

�

Figure�9.�Catabolisme�des�acides�gras�libres�
�������:�Molimard�et�Spinnler�(1996)�dans�Collins��	���.�(2003b)�
� �
�

Les�méthylcétones� sont�des�produits� importants� résultant�des� réactions�cataboliques�des�acides�

gras�libres,�surtout�dans�les�fromages�bleus�(persillés).�Ils�sont�formés�dans�les�fromages�grâce�à�

l'action� des� lipases� fongiques,� comme� celles� de� *����������� ��6�����	�� (Urbach,� 1997),� *.�

��������	��et�$��	����������������(Molimard�et�Spinnler,�1996).�On�a�montré�que�les�acides�

gras�libres�ne�sont�pas�les�seuls�précurseurs�des�méthylcétones.�Ces�dernières�peuvent�aussi�être�

formées� par� des� cultures� de�moisissures� à� partir� des� cétoacides� naturellement� présents� dans� la�

matière� grasse� laitière� ou� par� oxydation� des� acides� gras� monoinsaturés� (Kinsella� et� Hwang,�

1976).� Le� taux� de� production� des� méthylcétones� dans� le� fromage� est� affecté� par� le� pH,� la�

température,�l'état�physiologique�de�la�moisissure�et�la�concentration�en�acides�gras.��

�

Triacylycérols�

Acides�gras�libres�
�

Lipase�

Alcools��
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Acides�gras�libres�
�
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Les� esters� et� les� thioesters� sont� d’autres� produits� du� catabolisme� des� acides� gras,� ce� sont� des�

composés� volatils� des� fromages� (Urbach,� 1997).� Les� esters� sont� fortement� aromatiques� et� se�

forment�lors�de�la�réaction�entre�les�acides�gras�libres�et�les�alcools.�Les�réactions�d'estérification�

se� produisent� entre� les� acides� gras� à� courte� et�moyenne� chaînes� et� les� alcools� proviennent� de�

l’hydrolyse�du�lactose�ou�du�catabolisme�des�acides�aminés.�Les�thioesters�sont�formés�quand�les�

acides�gras�libres�réagissent�avec�des�groupes�sulfuriques�(Molimard�et�Spinnler,�1996).��

� �

Des�alcools� secondaires�peuvent�être� formés�dans� les� fromages�par� réduction�enzymatique�des�

méthylcétones.�De�Llano��	���.�(1992)�ont�trouvé�que�le�2�heptanol�et�le�2�nonanol�sont�les�deux�

principaux�alcools�dans�les�fromages�bleus�artisanaux.� �

Les� lactones� sont� des� composés� cycliques� formés� par� estérification� intramoléculaire� entre� les�

acides�gras�hydroxylés.��

� �

Les� aldéhydes� sont� formés� à� partir� des� acides� aminés� par� transamination.� Il� a� été� noté� que�

�	���	�������� 	������������ et� (�.� ������������ subsp.� ����������� possèdent� une� enzyme,� la�

thréonine� aldolase,� qui� catalyse� la� conversion� directe� de� la� thréonine� et� la� glycine� à�

l'acétaldéhyde�(Wilkins��	���.,�1986).�Cependant,�certains�aldéhydes�comme�le�butanal,�l'heptanal�

et�le�nonanal�pourraient�être�formés�par�β�oxydation�des�acides�gras�insaturés.��

A�noter�que�Mulder�(1952)�a�proposé�la�théorie�de�l:�6���������������������qui�suppose�que�la�

flaveur�des�fromages�est�un�équilibre�entre�différents�composés�aromatiques,�qui�étant�présents�à�

des� concentrations� bien� définies,� contribuent� à� une� flaveur� typique� d'une� variété� de� fromage�

donné.�Cette�dernière�est�très�complexe�et�varie�d'une�variété�de�fromages�à�une�autre��(Collins��	�

��.!�2003).�Les�acides�gras� libres� sont�des�acteurs�dans� la�plupart�des� types�de� fromages�et� les�

méthylcétones� sont� caractéristiques� des� fromages� bleus� affinés� (Molimard� et� Spinnler,� 1996).�

Dans� d'autres� types� de� fromages,� la� contribution� exacte� d'une� classe� spécifique� de� composés�

aromatiques�reste�à�élucider.��

2.5.2.3� La�protéolyse�et�la�dégradation�des�composés�protéiques�

7.C.7.8.9� �(��������������������������	����	�6����

Les� enzymes� protéolytiques� peuvent� provenir� du� lait,� de� la� présure� et� des� micro�organismes�

d’affinage�(Tableau�9).�

�

�

�
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Tableau� 9.�Hydrolyse� des� protéines� du� lait� avec� apparition� de� composés� aromatiques� et�

modification�de�la�texture�

Principales�enzymes�ou�

voies�métaboliques�

Source�principale�

d’enzymes�

Substrat�majeur�

attaqué�

�Molécules�

produites�
Chymosine� Présure� Caséines�:�β,��αS1,� Polypeptides�
�
Pepsine�

�
Présure�

�
Caséines�:�β,��αS1,�

�
Peptides�

�
Plasmine�

�
Lait�

�
Caséines�:�β,��αS2,�

�
Caséine�γ�
Protéose�peptone�
polypeptides�

�
Protéases�
Extracellulaires�
Intracellulaires**�

�
Bactéries�lactiques�

� �
Polypeptides�
Peptides�

�
Peptidases�
Aminopeptidases�
Dipeptidases�
Carboxypeptidases***�
�

�
Bactéries�lactiques�

�
Polypeptides�
Peptides�

�
Acides�aminés�

Décarboxylases� Microcoques�
Enterocoques�
0�������	������

Acides�aminés� Amines�

�
Désaminases�

�
Lactobacilles�
$��	����������������

�
Acides�aminés�

�
Aldéhydes�
Ammoniac�
Acides�organiques�

�� �
Bactéries�lactiques�
Microcoques�
Entérocoques�

�
Acides�aminés�

�
Nouveaux�acides�
aminés�

�
Lyases�

�
0�������	������

*�����������

*.���������	��

�
Acides�aminés�

�
Phénol�
Indole�
Composés�soufrés�

�������:�Le�Mens�(2006)�
**�actives�après�lyse�des�bactéries� � � � �

***�sauf�chez�les�lactocoques� � � � � �

�

7.C.7.8.7� �(����	����������������������������

Pendant� toute� la� durée� de� l'affinage,� les� protéines� sont� soumises� à� une� intense� activité�

enzymatique.� La� "protéolyse� primaire"� qui� correspond� au� "découpage"� des� caséines� en� gros�

peptides,�est�essentiellement�liée�à�l'action�des�protéases�contenues�dans�la�présure,�notamment�la�

chymosine� et� à� celle� de� la� plasmine,� la� principale� protéase� native� du� lait.� La� "protéolyse�

secondaire"� correspond� à� l'hydrolyse� des� gros� peptides� par� l'action� des� protéinases� et� des�

peptidases�des�bactéries�lactiques�"levains"�et�"non�levains"�donnant�des�peptides�plus�courts�et�

des�acides�aminés�(Fox��	���.,�2004).�
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�La� désamination� des� acides� aminés� produit� du�NH3� et� des� cétoacides.� Le� CO2� et� les� amines�

apparassent� lors� de� la� décarboxylation� des� acides� aminés.� La� dégradation� de� leurs� chaînes�

latérales� conduit� à� des� phénols,� de� l'indole,� du�méthanethiol� et� d'autres� composés� soufrés.� Le�

NH3�et�des�aldéhydes�apparaissent�suite�à� la�désamination�oxydative�des�amines,� les�aldéhydes�

lors�de� la� réduction�des�cétoacides�et�des�alcools�ou�des�acides�par�réduction�ou�par�oxydation�

des�aldéhydes.�La�dégradation�des�protéines�par� les�protéases�et� les�aminopeptidases�conduit�à�

des�peptides�sapides,�amers,�sucrés�et�acides�(Figure�10).��

�

�

Figure�10.�Catabolisme�des�acides�aminés�pendant�l'affinage�des�fromages��
�������:�Fox��	���.�(2004)�
�

La�protéolyse�permet�d'affecter� indirectement� la� texture�par�une�augmentation�du�pH�suite�à� la�

production� de� NH3� qui� a� lieu� après� le� catabolisme� des� acides� aminés.� Le� rôle� majeur� de� la�

protéolyse�dans�les�fromages�est�la�production�d’acides�aminés�qui�sont�des�précurseurs�pour�une�

multitude� de� réactions� cataboliques� qui� aboutissent� à� une� grande� variété� de� composés� volatils�

(alcools,� aldéhydes,� acides� ramifiés,� esters,� composés� soufrés,� phénols,�…)� responsables� de� la�

typicité�des�fromages�(McSweeeny�et�Sousa,�2000).��

Caséines� Polypeptides�

Petits�peptides�

Petits�peptides� Acides�aminés�

Coagulant�

Plasmine�
Protéinases�

Peptidases�

Acides�

Carbonyles�

Désaminases�

Transaminases�

Décarboxylases�

Lyases�

Composés�divers��

(Composés�sulfurés,�etc,�...)�

CO2�

NH3�

Amines��

Cétoacide�1�

Cétoacide�2�

acide�aminé�

Acides�aminés�



+�����������������6���

� 66�

Les� bactéries� lactiques� "levains"� (ajoutées� aux� fromages� pour� améliorer� la� flaveur� ou� pour�

accélérer� leur� affinage)� et� "non� levains"� (micro�organismes� qui� résistent� à� la�pasteurisation�du�

lait�ou�qui�peuplent�le�lait�pasteurisé�ou�le�caillé�au�cours�de�la�production�et�dans�des�conditions�

propices)�ont�une�activité�protéolytique.�Elles�seront�décrites�dans�la�section�7.C.8.�destinée�à�la�

microbiologie�de�l'affinage.�Les�systèmes�protéolytiques�de�(��	��������sp.�et�des�lactobacilles�

thermophiles�ont�été�étudiés�����/	�����(Fox�et�McSweeney,�1996�;�Christensen��	���.!�1999)�en�

raison�de� leur� importance�économique�dans� la�production�de�cultures�"levains".�Cependant,� les�

systèmes�protéolytiques�des� lactobacilles�mésophiles�qui�dominent� la�microflore�"non�levains",�

lors�de�l'affinage,�n'ont�pas�fait�l’objet�d’études�aussi�fouillées.��

�� ��

La�différence�dans�le�taux�d'azote�soluble�est�en�relation�avec�le�taux�d'humidité,�la�température,�

le�pH�et�la�durée�de�l'affinage.�Elle�est�principalement�due�à�l'action�de�la�chymosine,�ainsi�qu’à�

celle�de�la�plasmine�(Fox�et�McSweeney,�1996).�

2.5.3�Microbiologie�de�l’affinage�

2.5.3.1� Introduction�

La� production� de� fromages� artisanaux,� surtout� ceux� à� base� de� lait� cru,� est� fortement� liée� au�

terroir,� par� le� biais� de� la� composition� du� lait� tant� dans� sa� composante� biochimique� que�

microbiologique.� Cette� composante� microbienne� joue� un� rôle� déterminant� sur� les� qualités�

sensorielles� des� fromages.� Ainsi,� la� signature� microbienne� d'un� fromage� ne� provient� pas�

d'espèces� spécifiques�mais� d'un� équilibre� entre� l'ensemble� de� souches� appartenant� à� plusieurs�

espèces�et�présentes�à�des�niveaux�différents.�Ainsi,�de�la�diversité�microbienne�des�laits�crus�et�

des�terroirs�naît�la�diversité�des�fromages�(Michel��	���.!�2005).�

�

La� variété� qualitative� et� quantitative� et� l'évolution� de� cette� flore� au� cours� des� phases� de�

fabrication�et�d'affinage�des�fromages�à�base�de�lait�cru�feront�l'objet�de�cette�section.�Parmi�la�

flore�microbienne,�les�bactéries�lactiques�"levains"�et�"non�levains"�seront�les�plus�analysées.�

2.5.3.2� Flore�bactérienne�associée�à�l'affinage�

Les�micro�organismes,�englobant�les�bactéries,�les�levures�et�les�moisissures,�sont�présents�dans�

les� fromages� pendant� l'affinage� et� contribuent� à� ce� processus,� soit� directement� à� travers� leur�

activité� métabolique,� soit� indirectement� à� travers� la� libération� d'enzymes� dans� la� matrice�
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fromagère.� La� flore� microbienne� associée� à� l'affinage� des� fromages� est� extrêmement� riche� et�

complexe.� Cette� communauté� pourrait� être� divisée� en� deux� groupes� :� les� bactéries� lactiques�

"levains"� responsables� de� la� production� d'acide� pendant� la� fabrication� du� fromage� et� la�

microflore� secondaire.� (��	�������,� �.� 	�����������,� (�.� ������������ et� (�.� �����	����� sont�

considérés�comme�des�bactéries�"levains".�La�microflore�secondaire�comporte�les�quatre�groupes�

suivants� :� les� bactéries� lactiques� "non� levains"� (NSLAB,� )��� �	��	��� (��	��� 
���� 0��	����)�

appartenant�aux�genres�(��	���������,�*����������,�"�	����������et�(�������	��,� les�bactéries�

propioniques,� les�moisissures�et� les� levures�et�bactéries�qui�poussent�à� la�surface�des�fromages�

(Beresford�et�Williams,�2004).�

2.5.3.3� Bactéries�lactiques�"levains"�et�"non�levains"�

�
7.C.8.8.9� (������	���������	�6����D�������D�

La� fonction� principale� des� bactéries� lactiques� "levains"� est� de� produire� suffisamment� d'acide�

pendant� la� fabrication�du�fromage,� réduisant�ainsi� le�pH�à�un�niveau�désiré� (Fox��	���.!�2004).�

Elles� contribuent� aussi� à� l'affinage� grâce� à� leurs� enzymes� impliquées� dans� la� protéolyse,� la�

lipolyse�et�la�conversion�des�acides�aminés�en�composés�aromatiques.�Cependant,�la�majorité�des�

enzymes� "levains"� sont� intracellulaires�et�n'ont�pas�un�accès� immédiat� à� la�matrice� fromagère.�

L'aptitude� des� cellules� des� levains� à�mourir� et� à� s'autolyser� pendant� l'affinage� en� libérant� leur�

contenu�enzymatique�est�une�importante�caractéristique�pour�l'élaboration�des�fromages.�Crow��	�

��.�(1995)�ont�montré�que�les�cellules�des�bactéries�autolysées�accélèrent�la�protéolyse�alors�que�

les� cellules� des� bactéries� intactes� assurent� la� fermentation� du� lactose.� La� production� de�

bactériocines� par� certaines� souches� de� lactocoques� induit� également� une� lyse� bactérienne�

pendant�l'affinage�des�fromages,�ce�qui�améliore�la�flaveur�(Morgan��	���.!�1997).�L'autolyse�de�

�.� 	������������dans� les� fromages�n'a�pas� reçu� une� attention�particulière�;� cependant,�Husson�

Kao��	���.�(2000)�ont�montré�que�le�pH�contribue�à�l'autolyse�de�cette�espèce.��

�

�	���	�������� 	������������ a� été� fréquemment� isolé� des� environnements� laitiers,� mais�

récemment�des�souches�de�cette�espèce�ont�été�isolées�de�plantes�en�Bulgarie�(Michaylova��	���.,�

2002).�Les�isolats�sont� identifiés�comme�anaérobies,�aérotolérants,�catalase�négative�et�à�Gram�

positif,�incapables�de�se�développer�à�10�°C,�à�un�pH�de�9,6�ou�dans�une�solution�de�NaCl�à�6,5�

%� (Sherman,� 1937).� �	���	�������� 	������������ est� le� plus� important� levain� laitier� après�(�.�

���	���(Hols��	���.,�2005).�Il�est�actif�contre�����	�������sp.�(Mathot��	���.,�2003).�L'absence�ou�

l'inactivation�des�gènes�de�virulence,�liés�aux�streptocoques�pathogènes,�a�été�confirmée�chez��.�
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	������������ (Bolotin� �	� ��.,� 2004),� contribuant� ainsi� à� la� sécurité� dans� les� produits� laitiers�

fermentés.�

���

�	���	�������������������� a� été� isolé� à� l’origine� dans� le� fromage� grec�'�������et� récemment�

dans�des�fromages�Italiens�(Gatto��	���.,�2002�;�Lombardi��	���.,�2004).��

� �

Des� souches� de� (��	�������� sp.� ont� été� utilisées� comme� levains� depuis� longtemps� dans� les�

produits�laitiers�fermentés.�Seuls�(�.����	���subsp.����	���et�(�.����	���subsp.����������sont�d'une�

importance�technologique�indéniable�(Salama��	���.,�1991).�Des�souches�de�(��	��������ont�été�

fréquemment� isolées� d'une� multitude� de� fromages� fabriqués� avec� des� levains� ajoutés� ou� non�

(Mannu� �	� ��.,� 2000a� ;� Delgado� et� Mayo,� 2004).� (��	�������� ���	��� subsp.� ��������� a� été�

rarement�isolé�(Urbach��	���.,�1997).��

�
7.C.8.8.7� �(������	���������	�6����D�����������D�

Les� bactéries� lactiques� "non� levains"� constituent� la� communauté� microbienne� globale� de� la�

plupart� des� fromages� affinés.� Les� principaux� genres� sont� des� (��	���������,� (�������	���,�

*�����������et�"�	���������.��

Les�lactobacilles�"non�levains"�sont�présents�dans�19/35�fromages�européens�artisanaux�comme�

le�'������,�la�#�	�,�le����������"�	����,�le�$������et�le���?������(Cogan��	���.,�1997).��

Les� pédiocoques� font� partie� de� la� flore� "non� levains"� des� fromages� siciliens� artisanaux�

(Randazzo��	���.,�2002),�du�fromage����	��(Bouton��	���.,�1998)�et�autres�…��

Plusieurs� leuconostocs� produisent� du� diacétyle� et� de� l'acétoïne� à� partir� du� citrate.� Ils� ont� été�

isolés� de� fromages� artisanaux� à� base� de� lait� cru� (Hayaloglu� �	� ��.!� 2002)� et� dans� plusieurs�

fromages�produits�à�partir�de�lait�ovin�ou�caprin�(Pérez��	���.,�2002).��

Les� entérocoques� sont� très� répandus� dans� les� produits� laitiers� et� sont� considérés� comme�

sécurisants,�avec�un�caractère�probiotique�(Franz��	���.,�1999).�

� �

Les�lactobacilles�et�les�entérocoques�seront�présentés�ci�dessous�en�détails.���

�

7.C.8.8.7.9� (���(��	����������

Les� lactobacilles� sont� des� acteurs� importants� de� la� flaveur� des� fromages� pendant� l'affinage�

(Beresford��	���.!�2001).�Leur�rôle�est�limité�à�des�propriétés�comme�la�protéolyse�et�la�lipolyse�

(Chamba� et� Irlinger,� 2004)� et� plus� récemment� à� un� potentiel� probiotique� (Bernardeau� �	� ��.,�

2008).��
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�

Plusieurs�espèces�de�lactobacilles�mésophiles�ont�été�isolées�des�fromages�pendant�l'affinage�;�les�

plus� fréquentes� sont� (�.� �����,� (�.� ���������,� (�.� ����	����,� (�.� ���������� et� (�.� �����	���

(Beresford��	���.,�2001).�De�nombreuses�études�ont�montré�la�biodiversité�du�genre�(��	����������

dans� les� fromages� (Ugarte��	���.,� 2006� ;�Terzic�Vidojevic��	���.,� 2007).�A� titre�d'exemple,�(�.�

����	����,�(�.������� subsp.�������et�(�.��������ont�été� isolés�du�fromage�
�����,�un�fromage�

espagnol�à�base�de�lait�de�chèvre�(Herreros��	���.!�2003),�(�.�����	����,�(�.���������	����,�(�.�

����������subsp.�	�������,�(�.�����,�(�.������	���et�(�.����	�����du�fromage�0�	���,�un�fromage�

traditionnel�grec�à�partir�du�lait�de�chèvre�cru�(Psoni��	���.!�2003).�

��

Ils�peuvent�être�ajoutés�comme�levains�d’intérêt� technologique,�et�pour� la�production�d'acide�à�

partir� du� lactose.� Ils� sont� sélectionnés� et� commercialisés,� notamment� (�.� ������������ subsp.�

����������,�(�.�������������subsp.����	���et�(�.������	�����(Bernardeau��	���.,�2008).��

�

7.C.8.8.7.7� (���"�	�����6�����

Les�entérocoques�sont�présents�dans�la�plupart�des�fromages�produits�au�Sud�de�l'Europe�à�partir�

du� lait� cru� ou� de� lait� pasteurisé� et� sont� essentiels� au� développement� des� arômes,� grâce� à� leur�

activité�protéolytique�et�à�leur�production�de�diacétyle�(Sarantinopoulos��	���.,�2002).�La�liste�des��

fromages�qui�en�contiennent�ne�peut�être�exhaustive,�elle�inclut�le����	��en�France�(Bouton��	�

��.!�1998)�et�le�������		���������,�un�fromage�italien�artisanal�(Suzzi��	���.!�2000).� �

"�	���������� ��������� et� ".� �������� sont� les� espèces� les� plus� fréquemment� isolées� dans� les�

produits�laitiers�(Franz��	���.,�1999)�et�plus�récemment�".��������(Suzzi��	���.!�2000),�qui�a�été�

probablement� mal� identifié� dans� le� passé.� Le� nombre� d’entérocoques� dans� les� caillés�

méditerranéens�varient�entre�104�et�106�ufc.g�1,�et�dans�les�fromages�totalement�affinés�entre�105�

et�107�ufc.g�1,�ceci�toujours�en�fonction�de�la�variété�des�fromages�(Bouton��	���.,�1998).��

� �

Ces�micro�organismes�peuvent�se�développer�dans�un�environnement�salé,�à�des�valeurs�basses�

de� pH� (Litopoulo�Tzanetaki� �	� ��.!� 1993).� Ils� pourraient� contaminer� le� lait,� soit� directement� à�

partir�des� fèces�des� animaux,� soit� indirectement�à�partir�d'une�source�d'eau�contaminée�ou�des�

équipements�de�traite�mal�nettoyés�(Giraffa��	���.!�2003).�

� �

Certaines� souches� peuvent� être� utilisées� comme� ferments� mais� d’autres,� en� particulier� ".�

��������!� peuvent� susciter� des� inquiétudes,� étant� considérées� comme� pathogènes� opportunistes�
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par�la�présence�de�gènes�de�virulence�et�par�la�résistance�de�certaines�souches�aux�antibiotiques�

(Holzapfel,�2003).��

�

Quelques� entérocoques� d'origine� laitière� sont� capables� de� produire� des� bactériocines� efficaces�

contre� certaines�bactéries�pathogènes,� comme�(��	�����������	������,��	�������������������,�

-��������������,�et�quelques�espèces�des�genres�����	�������et�0��������(Giraffa��	���.!�2003).��

�

Le�rôle�des�entérocoques�dans�les�fromages�pourra�soulever�la�question�de�la�sécurité�alimentaire�

en�raison�de�leur�utilisation�dans�les�aliments�comme�probiotiques�(Franz��	���.!�2003).��

2.5.3.4� Complexité�et�biodiversité�de�la�flore�microbienne�

La� complexité� de� la� flore�microbienne� est� liée� à� son� importance� quantitative� et� à� sa� diversité�

qualitative�et�surtout�à�son�évolution�permanente.�Cette�évolution�peut�être� la�conséquence�des�

variations�des�conditions�du�milieu.�L'environnement�très�sélectif�conditionne�le�développement�

et�la�survie�des�micro�organismes�pendant�la�fabrication�et�l'affinage�des�fromages.�La�quantité�

d'eau� et� de� sel,� le� pH,� la� présence� d’acides� organiques� et� de� nitrates,� le� potentiel� redox� et� la�

température�de�l'affinage�sont�d'une�très�grande�importance�(Beresford��	���.,�2001).�

�

7.C.8.A.9� �#��������������	��������	������������������	����	�������

La�simple�comparaison�de�la�flore�microbienne�des�fromages�au�lait�cru�et�des�fromages�au�lait�

pasteurisé,� fait� apparaître� une� diversité� caractéristique� des� premiers� grâce� à� leur� "microflore�

naturelle� très� riche",� ceci� aussi� bien� au�niveau�du�genre�que�de� l’espèce� (Callon��	���.!� 2001� ;�

Garcia��	���.,�2002�;�Fortina��	���.,�2003).��

� �

Les�souches�de�lactobacilles�qui�dominent�la�flore�"non�levains"�du�fromage��������,�sont�plus�

nombreuses�dans� le��������� à�base�de� lait� cru�que�dans�celui� fabriqué� avec�du� lait�pasteurisé�

(Mc� Sweeeny� �	� ��.!� 1993).� La� pasteurisation� et� la� microfiltration� du� lait� diminuent� cette�

diversité.�� �

Les�fromages�italiens�au�lait�de�brebis�cru�ont�des�populations�plus�riches�en�flore�"non�levains",�

surtout�en�lactobacilles�mésophiles.�Les�bactéries�lactiques�présentes�dans�le�*�������������,�un�

fromage� Italien�artisanal�à�pâte�mi�dure,� fabriqué�à�partir�de� lait� cru,� sans�addition�de� levains,�

sont� différentes� de� ceux� fabriqués� à� partir� du� lait� pasteurisé� ensemencé� avec� des� levains�

thermophiles�(De�Angelis��	���.,�2001).�
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L'utilisation� de� lait� cru,� dans� les� fabrications� artisanales,� conduit� à� la� préservation� de� la�

microflore�sauvage,�et�par�la�suite�au�maintien�de�la�diversité�microbienne�des�bactéries�lactiques�

indigènes�des�fromages�(Mannu��	���.,�2002).��

De� nouvelles� techniques� moléculaires,� comme� la� DGGE� (Denaturing� Gradient� Gel�

Electrophoresis)�et�la�TTGE�(Temporal�Temperature�Gradient�Gel�Electrophoresis),�fondées�sur�

l'analyse� des� acides� nucléiques,� sans� culture� préalable,� sont� utilisées� depuis� peu� pour� la�

caractérisation� des� communautés� microbiennes� dans� les� fromages.� Coppola� �	� ��.� (2001)� ont�

observé� que� le� profil�microbien� de� la������������ artisanale� au� lait� cru,� comparé� à� celui� de� la�

����������� industrielle,�est�caractérisé�par�plusieurs�bandes�différentes,�reflétant�ainsi�une�plus�

grande�diversité.��

Le� profil�microbien� du���������	� comporte� huit� bandes� d'ADN� pour� le� fromage� au� lait� cru�

contre�cinq�pour�le���������	�au�lait�pasteurisé�(Ogier��	���.,�2002).�L'émergence�de�la�biologie�

moléculaire,�sans�culture�préalable�et�la�mise�en�œuvre�de�différentes�techniques�ont�montré�qu'il�

est�possible�de�différencier�et�de�prouver�la�typicité�des�fromages�traditionnels,�en�obtenant�une�

image�globale�et�dynamique�des�populations�bactériennes.�El�Baradei��	���.�(2007)�ont�observé�

46�espèces�différentes�dans� le������	�,�un� fromage�Egyptien� traditionnel.�Licitra��	���.� (2007)�

ont�étudié�l'écosystème�bactérien�du�fromage�Sicilien�+��������au�lait�cru.�

� �

7.C.8.A.7� ��������	���������������	����������������������

La�diversité�microbienne�génère�de�la�diversité�et�de�la�richesse�sensorielle.�Les�fromages�à�base�

de� lait� cru� s'affinent� plus� rapidement� que� ceux� à� base� de� lait� pasteurisé.� En� conséquence,� les�

fromages� au� lait� cru� développent� une� odeur/flaveur� plus� intense� au� même� âge� d'affinage� par�

comparaison� avec� des� fromages� au� lait� pasteurisé� ou� soumis� à� une�microfiltration.�Ceci� a� été�

observé�dans�différents�types�de�fromages,�comme�le����������(Gomez�Ruiz��	���.!�2002),�dans�

d’autres�fromages�à�pâte�dure�ou�mi�dure�(Buchin��	���.!�1998�;�Skie�et�Ardo,�2000)�et�dans�des�

fromages� de� chèvre� (Morgan� �	� ��.!� 2001).� Dans� tous� les� cas,� ce� phénomène� est� corrélé�

directement�à�l'activité�de�la�microflore�indigène�du�lait.��

Des�travaux�de�plus�en�plus�nombreux�montrent�que�les�fromages�au�lait�cru�ont�en�général�des�

saveurs�plus�marquées�et�plus�typiques,�par�la�formation�de�composés�volatils.�Cependant,�il�est�

difficile� d'établir� précisément� le� rôle� de� cette� microflore.� Ce� rôle� pourrait� être� direct,� en�

transformant� les� constituants� du� lait� en� composés� volatils,� ou� indirect,� en� modifiant� la�

composition� du� fromage,� avec� la� production� des� précurseurs� de� ces� composés� volatils� ou� la�

production� de� molécules� qui� influencent� les� réactions� chimiques� ou� l'activité� des� micro�

organismes.�En�particulier,� les�activités�des�populations� indigènes�interfèrent�avec�les�bactéries�
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"levains".� Il� est� difficile� d'établir� une� identification� au� niveau� genre� et� au� niveau� espèce� de� la�

population�bactérienne.�Il�est�cependant�clair�que�la�plupart�des�voies�métaboliques�conduisant�à�

la� formation� des� composés� volatils� sont� dépendantes� des�micro�organismes� présents� (Yvon� et�

Rijnen,�2001).��

Il� convient� de� signaler� également� qu'un� lait� cru� "propre"� suscite� le� risque� d'éliminer� les�

différences� sensorielles� entre� les� fromages� au� lait� cru� et� ceux� à� base� de� lait� pasteurisé.� En�

comparant� la� diversité� sensorielle� entre� le��������� pasteurisé� et� celui� à� base� de� lait� cru,� des�

résultats�presque�similaires�sont�obtenus�en�ce�qui�concerne�les�lactobacilles�mésophiles�(Dasen�

�	���.!�2003).�En�conclusion,�améliorer� les�conditions�hygiéniques�dans� les� fermes�aboutit�à�un�

lait�cru�"propre"�avec�des�populations�bactériennes�basses.�Il�existe�un�lien�entre�les�pratiques�de�

manipulation� et� de� production� du� lait� et� sa� qualité� bactériologique� (Michel� �	� ��.!� 2001).� Les�

communautés�microbiennes�jouent�un�rôle�dans�la�sécurité�microbiologique�des�fromages�au�lait�

cru.� Ce� rôle� potentiel� est� observé� dans� plusieurs� études� sur� les� laits� ou� les� fromages� où� la�

diversité� microbienne� serait� un� atout� pour� faire� barrière� aux� pathogènes� comme� (��	�����

������	�������et�(.���������dans�certains�fromages�(Eppert��	���.,�1997�;�Maoz��	���.!�2003).�

Sans� être� totalement� démontré,� plusieurs� études� sembleraient� indiquer� que� les� laits� crus�

pourraient�avoir�un�effet�bénéfique�sur�la�santé�en�améliorant�les�défenses�immunitaires�(Moreau�

et�Vuitton,�2002).��

�

Les�développements� futurs� seront�de� sauvegarder� et�de�maintenir� la�biodiversité�des� fromages�

artisanaux.��

�
�
�
�
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3.�Matériels�et�méthodes��

3.1� �Le����������

Cette�partie�expérimentale�a�pour�objectif�principal�la�valorisation�durable�des�laits�de�chèvre�de�

la� région�du�Nord�Liban�par� leur� transformation�en�fromage����������et�par� l'établissement�de�

ses� caractéristiques� physico�chimiques� et� microbiologiques,� en� vue� de� la� création� d'une�

appellation�d'origine,�pour�tenter�de�sauvegarder�ces�fromages�en�voie�de�disparition.��

3.1.1�Technologie�artisanale�

3.1.1.1� Préparation�de�la�peau�de�chèvre�"������":�enceinte�d'affinage�

La�préparation�du��������comprend�une�série�d'opérations�délicates�effectuées�le�plus�souvent�par�

l'éleveur�lui�même.�Les�différentes�étapes�de�préparation�de�la�peau�sont�illustrées�dans�l'annexe�

1.�Cette�technique�s’apparente�à�la�fabrication�ancestrale�des�outres�en�peau�de�chèvre.�

La�chèvre�destinée�à�l'abattage�est�choisie�en�fonction�de�son�âge�et�de�son�état�de�santé�vis�à�vis�

du� troupeau.� Après� l’abattage,� la� carcasse� est� fixée� par� l'une� de� ses� pattes,� puis� la� peau� est�

délicatement�prélevée�en�évitant�toute�déchirure.�Ce�������,�conservé�dans�un�milieu�frais,�subit�

un�nettoyage�et�un�salage� interne�(2,0�2,5�kg�de�NaCl)�pendant�10� jours.�Le�sel�est�éliminé�en�

grattant� l'intérieur�de� la�peau�au�moyen�d’un�couteau�en�prenant� soin�de�ne�pas� la�percer.�Les�

pattes�sont�nouées�et�laissent�une�ouverture�au�niveau�du�cou�uniquement.�Pour�s'assurer�de�son�

étanchéité,�le��������est�gonflé.�Une�tonte�de�la�peau�est�effectuée,�surtout�au�niveau�du�cou�et�se�

poursuit�par�un�salage�interne�de�deux�jours.�La�peau�de�chèvre�ainsi�préparée�devient�alors�une�

excellente�enceinte�d'affinage�du���������.�

3.1.1.2� Fabrication�des�fromages�

Il�existe�différentes�méthodes�de�fabrication�du����������qui�varient�d'une�région�à�l’autre�(Hosri�

et�El�Khoury,�2004).�Cependant�certaines�opérations�sont�communes�à�tous�les�producteurs.�Le�

diagramme�de�fabrication�ci�dessous�a�servi�pour�la�fabrication�de�nos�échantillons�de����������

(Figure�11).�

�

�

�
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�
�

�

↓�
Filtration�et�repos�(t��=�24�48�h)�

↓�
Addition�de�présure�(Force�1�:�150�000)�en�poudre�(1�2�g.�50�kg�1�lait)�

↓�
Coagulation�du�lait�(θ�=�30�35�ºC,�t=�60�90�min)�

↓�
Tranchage�du�coagulum�en�cubes�de�12�x�9�x�4�cm�de�dimensions�moyennes�

↓�
Egouttage�et�moulage�manuel� →� Récupération�du�lactosérum�
� ����↓��������� � � � � � � � � ↓���
� Chauffage�du�lactosérum�(θ�=�90�ºC,�t�=�30�min)�

������������� ↓��
�Addition�de�lait�cru�(~�1�L)��
������������ ↓��

�
������������������������������������������������������ � �

� � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � ����� � � ↓��

Salage�conventionnel�des�fromages�de�lactosérum�
↓�

�
�
�

↓�
Fermeture�de�la�peau�de�chèvre�à�l'aide�d'une�ficelle�

↓�
Affinage�pendant�1�à�3�mois�dans�une�cave�naturelle�à�10�12�ºC�
�������� � � � �

Figure�11.�Diagramme�de�fabrication�du����������
�
��
Le����������est�fabriqué�à�partir�de�lait�cru�de�chèvre�issu�de�deux�traites.�Le�lait�de�la�veille�est�

mélangé�au�lait�de�la�traite�matinale.�Ce�mélange�est�d'abord�filtré�afin�d'éliminer�les�impuretés�

grossières�éventuellement�présentes.�Quelle�que�soit�la�saison,�le�lait�est�abandonné�à�lui�même�à�

la� température� ambiante� pendant� 24�48� h� afin� de� permettre� la� croissance� de� la� flore� lactique�

naturelle.� Le� processus� de� récupération� de� la� matière� sèche� du� lait� se� déroule� alors� en� deux�

étapes.� En� premier� lieu� la� coagulation� du� lait� aboutit� à� un� caillé� égoutté.� La� deuxième� étape�

consiste�à�récupérer�les�protéines�du�lactosérum�par�thermocoagulation.�Les�deux�produits�sont�

ensuite�incorporés�dans�la�peau�de�chèvre.�

Le�lait�est�chauffé�et�maintenu�à�35�ºC,�puis�emprésuré.�L'emprésurage�traditionnel�est�effectué�

au�moyen�d’un�extrait� de� caillette�de� chevreau.�Nous� avons�utilisé� ici� la�Marzyme�150�� ,� une�

présure�d'origine�fongique�tirée�de��������������(Danisco,�France).�Cette�enzyme�(force�1:�150�

Lait�de�chèvre�cru�

Boules�de�fromage����������

Fromage�de�lactosérum�ou�	������

Alterner�le����������et�l'	������dans�la�peau�de�chèvre�
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000)�est�utilisée�à�raison�de�1,5�g�pour�50�kg�de�lait�pour�une�coagulation�obtenue�en�60�90�min.�

Le�lait�n'est�pas�ensemencé�avec�des�ferments�complémentaires�et�on�n’y�ajoute�pas�de�chlorure�

de�calcium.�

Après� coagulation� du� lait,� le� caillé� est� tranché� en� cubes� plus� ou�moins� grands� de� dimensions�

variables�(12�x�9�x�4�cm�en�moyenne),�afin�d’augmenter�la�surface�d’exsudation�du�lactosérum.�

Le�coagulum,�moulé�à�la�louche,�s'égoutte�dans�des�faisselles.�Les�boules�de�fromage�obtenues�

ont� un� poids� moyen� variant� entre� 400� et� 500� g.� Les� différentes� étapes� de� la� fabrication� du�

���������sont�illustrées�dans�l'annexe�2.��

D'autre�part,� le� lactosérum�additionné�de� lait�cru�(30v/1v),�est�chauffé�à�90�ºC�pendant�30�min�

dans�le�but�d'en�extraire�les�albumines�floculées�ou�
������(Annexe�3).��

Pour�le�salage,�la�méthode�la�plus�couramment�utilisée�en�fabrication�artisanale�du����������est�

le� salage� "à� sec".� Cette� étape� consiste� à� saler� les� fromages� de� lactosérum� ou� 
������ en� les�

saupoudrant� en� surface� de� sel� fin� et� sec� avec� une� louche.� Les� fromages� frais� de� ��������,��

obtenus� par� coagulation� mixte,� ne� sont� pas� salés.� C'est� par� diffusion� du� sel� du� fromage� de�

lactosérum�vers�les�fromages�frais�pendant�l'affinage�qui�conférera�le�goût�salé�au�fromage�final�

de���������.��

3.1.1.3� Conditions�d'affinage�

Les� boules� de���������� sont� introduites� dans� la� peau� de� chèvre,� par� le� cou,� en� alternant� une�

couche�de�fromage����������avec�une�couche�d'
�����.�Le��������est�fermé�aussi�hermétiquement�

que� possible� à� l'aide� d'une� ficelle� sur� toutes� ses� ouvertures� (Annexe� 4).� La� peau� de� chèvre�

remplie�doit�prendre�l’aspect�d’une�outre�gonflée.�Salé�de�l'extérieur,�ce��������est�placé�dans�une�

grotte�naturelle�humide�pendant�une�durée�d'affinage�de�1�à�3�mois.�Tout�au�long�de�cette�période�

de�maturation,�durant�laquelle�un�salage�périodique�est�effectué,�le�positionnement�de�“l’outre”�

est�changé�périodiquement.�

La� grotte� destinée� à� la� maturation� du� ��������� présente� l’avantage� d’être� naturellement�

conditionnée� grâce� à� l’épaisseur� des� parois� et� à� l’absence� d’ouvertures.� Les� conditions�

d’ambiance�que�doit�remplir�cette�grotte�concernent�notamment�la�température�qui�doit�se�situer�

entre�10�12�°C�et� l’hygrométrie,� avec�une�humidité� relative�de� l’ordre�de�85�à�95�%�(HI9065,�

Thermo�Hygrometer,�Hanna�Instruments).�

�

�

�
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3.1.2�Echantillonnage�

3.1.2.1� Conditions�et�fréquences�de�prélèvement�

Pour� les�besoins�de�notre�étude�et�dans� les�conditions�de�prise�des�échantillons,� le� lien�fixé�au�

niveau� cou� du� ������� est� défait� et� une� sélection� arbitraire� de� l'échantillon� de� fromage� est�

effectuée.�A�chaque�prélèvement,�le��������est�resserré�et�refermé�hermétiquement�au�moyen�du�

même�lien,�de�manière�à�éviter�toute�entrée�d'air.��

L’échantillonnage�a�été�réalisé�sur�trois�lots�de�productions�distinctes�de�����������(A,�B�et�C),�

réalisées�à�20�jours�d'intervalle.�Trois�prélèvements�par�production�ont�été�effectués�au�cours�de�

l'affinage�après�20,�40�et�60�jours.�

3.1.2.2� Conditions�de�stockage�et�de�transport�

Depuis� le� site� de� production� à� Btellaiye,� dans� la� région� montagneuse� nord�libanaise,� vers� le�

laboratoire�d'analyses�à�l'Université�Saint�Esprit�de�Kaslik�à�Jounieh�(Liban),�les�échantillons�de�

fromage� ont� été� transportés� en� sacs� isothermes,� maintenus� approximativement� à� +� 4� °C� au�

moyen� de� plaques� réfrigérantes� congelées.� Les� échantillons� sont� ensuite� congelés� à� –� 20� °C�

pendant� 2�3� mois� au� cours� de� la� période� d'analyses� effectuées� au� Liban.� De� nouveau,� les�

échantillons� sont�maintenus� approximativement� à� +� 4� °C� afin� de�maintenir� des� conditions� de�

stockage�appropriées,�en�vue�de�leur�transport�vers�les�laboratoires�d'analyses�à�Nancy,�France.�

3.2� �Caractérisation�physico%chimique�

3.2.1��Laits�destinés�à�la�fabrication�fromagère�

Des�échantillons�de�lait�destinés�à�la�fabrication�des�trois�lots�de�production�du����������ont�été�

collectés�et� les�paramètres�physico�chimiques� classiques� (matière�grasse,�densité,� conductivité,�

extrait�sec�dégraissé,�protéines,�lactose,�pH,�minéraux)�ont�été�déterminés�à�l'aide�du�Lactoscan�

S®�(Bulgarie).�Les�mesures�ont�été�faites�en�triple.�

�

�

�

�

�
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3.2.2�Matière�grasse�du�lait� ��

3.2.2.1� Extraction�par�la�méthode�de�Röse%Gottlieb�

La�méthode�utilisée�est� celle�de�Röse�Gottlieb.�A�cet�effet,�1�mL�d'ammoniaque�concentré� est�

ajouté�à�10�mL�de�lait�dans�une�ampoule�à�décanter�graduée,�spécialement�dédiée,�le�butyromètre�

de�Pien.�Après�agitation�pendant�une�minute,�on�ajoute�10�mL�d'alcool�éthylique�à�95º.�Après�

agitation� supplémentaire� d'une� minute� par� balancement� lent� en� amenant� le� lait� dans� la� panse�

centrale,�on�complète�par�l’ajout�de�25�mL�d'éther�diéthylique.�Sous�agitation,�tout�en�ayant�soin�

de�dégazer�car�la�pression�augmente�fortement,�25�mL�d'éther�de�pétrole�sont�ajoutés.�L'appareil�

est�abandonné�sur�un�support�en�position�verticale�pendant�2�h�environ.�La�séparation�des�phases�

aqueuses�et�éthérées�se�produit�alors�et�la�phase�éthérée�est�récupérée.�L'extraction�est�répétée�et�

les�phases�éthérées�sont� rassemblées�dans�un�ballon� taré.�Les�solvants�sont�éliminés�à�50� ºC�à�

l'évaporateur�rotatif�sous�vide.�Le�résidu�pesé�correspond�à�la�matière�grasse�de�10�mL�de�lait.��

3.2.2.2� Détermination�de�la�composition�en�acides�gras�par�chromatographie�en�

phase�gazeuse�

Les� esters�méthyliques� d'acides� gras� ont� été� préparés� par� le� réactif� au� trifluorure� de� bore� à� la�

concentration�de�8�%�dans�le�méthanol�(BF3/MetOH).��

Une�masse�de�100�mg�d'échantillon�est�pesée�dans�un�tube�à�essai�à�vis�de�10�mL.�Un�volume�de�

1,5�mL�d'hexane�et�1,5�mL�de�BF3/MetOH�sont�ajoutés.�Le�tube�est�fermé�hermétiquement�sous�

azote,� agité� énergétiquement� pendant� 1� min,� puis� chauffé� à� 100� ºC� pendant� 1� h.� Après�

refroidissement�à� température�ambiante,�on�ajoute�1�mL�d'hexane�et�2�mL�d'eau�distillée,�puis�

une�agitation�sous�azote�est�effectuée.�Deux�phases�se�séparent�après�repos.�La�phase�supérieure�

est�récupérée�dans�un�autre�tube�mis�sous�azote.�La�phase�inférieure�est�extraite�deux�fois�avec�1�

mL�d'hexane.�L'ensemble�des�phases�contenant�les�esters�méthyliques�est�lavé�avec�2�mL�d'eau�

distillée,� puis� séché� sur� sulfate� de� sodium� anhydre.� Le� solvant� est� évaporé� sous� azote.� De�

l'hexane� est� ajouté� pour� adapter� la� concentration� des� esters� méthyliques� à� l'analyse� par�

chromatographie�en�phase�gazeuse.��

L'analyse� des� esters� méthyliques� est� réalisée� dans� un� chromatographe� Péri�2000� (Périchrom,�

Saulx�lès�Chartreux,� France)� équipé� d'un� détecteur� à� ionisation� de� flamme.� Les� esters� sont�

séparés�sur�une�colonne�capillaire�(Varian,�FAME™�#�CP�7419,�longueur�:�50�m,�diamètre�:�0,25�

mm,�épaisseur�du�film�:�0,25�ym).�Les� températures�du�détecteur�et�de� l'injecteur�sont� fixées�à�

260�ºC.�Le�programme�utilisé�pour�l'analyse�est�:�1�min�à�120�ºC,�puis�la�colonne�est�portée�à�220�
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ºC�(3�ºC.min�1)�et�maintenue�durant�20�min�à�cette�température.�Le�refroidissement�s'effectue�à�

raison�de�39,9�ºC.min�1.�L'identification�des�pics�est�réalisée�à�l'aide�de�standards�d'acides�gras�de�

la�matière�grasse� laitière�anhydre� (MGLA)� fournis�par�Sigma�Aldrich� (Saint�Quentin,�France).�

Le� logiciel� Winlab� 3� (Périchrom,� Saulx�lès�Chartreux,� France)� permet� l'intégration� des�

chromatogrammes.�

3.2.3�Fromages����������

3.2.3.1� Mesure�du�pH�

Des�prélèvements�de����������(environ�10�g)�sont�malaxés�pour�obtenir�une�pâte�homogène.�Les�

mesures� du� pH� sont� réalisées� avec� un� pH�mètre� 210� Microprocessor� (Hanna� Instruments,�

France).��

3.2.3.2� Dosage�du�taux�d'humidité�

Entre�3�et�5�g�de�fromage,�exactement�pesés,�sont�broyés�dans�un�cristallisoir�contenant�du�sable�

de� Fontainebleau� (préalablement� desséché� à� l'étuve� et� refroidi� dans� un� dessiccateur,� puis� taré�

avec� le� sable� sans� perte)� jusqu'à� l’obtention� d’un� mélange� homogène.� Les� échantillons� sont�

portés� dans� une� étuve� à� 103� ºC� pendant� 5� h.� L'humidité� totale� est� définie� selon� la� formule�

suivante:��

�

,��/��:������	��B�����������:�����	������������E�����������:�����	�����������/��9FF� � �

� � � ����������:�����	������������

3.2.3.3� Dosage�du�taux�de�matière�grasse�par�la�méthode�de�Van�Gulick�

La�méthode�de�Van�Gulick�est�une�extension�de�la�méthode�acido�butyromtérique�appliquée�au�

lait.�Environ� 3� g� de� fromage� sont� exactement� pesés� dans� un� godet� adapté� au� butyromètre.� Le�

godet�est�recouvert�à�ras�avec�de�l'acide�sulfurique�pour�l’analyse�du�fromage�(d�=�1,530),�obtenu�

en�mélangeant�v/v�H2SO4� d�=�1,830/eau.�Les�butyromètres� sont�placés� en�bain�d'eau� à�75� ºC,�

sous�agitation�pour�aider�à�la�dissolution�du�fromage.�Quand�l'attaque�est�terminée,�on�ajoute�1�

mL�d'alcool�iso�amylique�(3�méthyl,�1�butanol)�et�l’on�complète�avec�H2SO4� jusqu'aux�4/5ème�

de�la�tige.�Après�agitation,�une�centrifugation�de�5�min�est�appliquée.�La�lecture�est�faite�après�

passage� de� quelques� minutes� au� bain� d'eau� à� 65� ºC.� Les� butyromètres� sont� étalonnés� en�

pourcentage� pour� un� poids� exact� de� 3� g.� Si� le� poids� est� différent� de� 3� g,� il� est� nécessaire� de�

procéder�à�une�interpolation.��
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,�������/��	�������	� ����������4G3�B����	���������	� ����������4G3�/�8�

� � � � � ����������:�����	������

3.2.3.4� Dosage�du�taux�des�matières�azotées��

La�détermination�de�la�matière�azotée�est�effectuée�selon�la�méthode�de�Kjeldahl�(AOAC,�1997).�

Cette� méthode� de� référence� est� fondée� sur� la� transformation� de� l'azote� organique� en� azote�

minéral�sous�forme�ammoniacale�(NH4)2SO4�par�l'action�oxydative�de�l'acide�sulfurique�bouillant�

sur� la� matière� organique� en� présence� d'un� catalyseur� de� minéralisation� (Na2SO4� 17g/100g;�

CuSO4�5H2O�1,5g/100g).��

Les�échantillons�sont� introduits�dans�des�matras� (tubes�de�minéralisation),�puis�minéralisés�sur�

une�rampe�(Kjeldatherm,�Gerhardt,�Les�Essarts�le�Roi,�France)�à�420�°C�pendant�3�h.�Le�sulfate�

d’ammonium�(NH4)2SO4�est�le�produit�essentiel�de�la�minéralisation,�obtenu�par�l’ajout�d’acide�

sulfurique� (H2SO4).� Une� base� forte� (NaOH)� est� ajoutée� en� volume� égal� au� volume� d’H2SO4�

introduit�à�l’aide�d’un�système�de�type�microanalyse�(Vapodest�50,�Gerhardt,�Les�Essarts�le�Roi,�

France)�selon�la�réaction�suivante�:�

�

�

� �

Au�cours�de�la�distillation,�l'hydroxyde�d'ammonium�formé�(NH4OH)�est�entraîné�par�la�vapeur�

d'eau� et� récupéré� dans� un� vase� de� titrage� contenant� une� solution� d'acide� borique� en� excès.� Le�

borate� d'ammonium� formé� � ((NH4)3BO3)� � fait� augmenter� le� pH�de� la� solution.�La� solution� est�

ensuite� titrée� par� de� l'acide� sulfurique� titré.� Le�volume�d’acide� sulfurique� ajouté� correspond� à�

l’ammonium�contenu�dans� l’échantillon�du�départ.�Le�dosage� est� réalisé�de� façon�automatique�

avec�un� appareil� de� type�Vapodest�50�Gerhardt.�Pour� chaque�échantillon,� l'analyse� est� répétée�

trois�fois.�

Les� résultats� sont� exprimés� en� g� pour� 100� g� de� fromage� selon� les� formules� suivantes� et� les�

résultats�finaux�sont�exprimés�en��pourcentage�d’azote�total�(%�NT).��

�

�

),�B�4-9�E�-F3�/�F!9A�/�9F��;��
)��B�4-9�E�-F3�/�F!9A�/�CF��;��
)*�B�4-9�E�-F3�/�F!9A�/�9F�;��
� � ����*�� � � � � � � H�/�*� � � � � � *�

,��/�����	������4�I9FF����������3�B�J!8H�/�),�

�

�

�

(NH4)2SO4�+�2�NaOH��������������������Na2SO4�+�2�H2O�+�2�NH3�
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Avec� V1:�volume�d'�H2SO4�nécessaire�au�titrage�de�l'échantillon�en�mL�;�

� � V0:�volume�d'�H2SO4�nécessaire�au�titrage�du�blanc�en�mL�;�

� � P�:�masse�de�l'échantillon�du�fromage�en�g�;�

� � 6,38�:�facteur�protéique�(Adler�Nissen,�1986).�

3.2.3.5� Dosage�du�taux�de�chlorures�

La� teneur� en� chlorure� de� sodium� est� déterminée� par� une�méthode� potentiométrique� au�moyen�

d’un�chloruromètre�(Subra�S100,�Grosseron,�St�Herblain,�France).�A�environ�exactement�10�g�de�

fromage,�exactement�pesés,�sont�ajoutés�90�mL�d'eau�distillée.�L'ensemble�est�homogénéisé�dans�

un� mortier.� L'appareil� est� mis� en� marche� 20� minutes� avant� la� mesure.� Le� commutateur� est�

positionné�sur�100�yL.�Un�volume�de�15�mL�de�solution�"pour�chloruromètre",��selon�la�formule�

du�fabricant,�sont�introduits�dans�un�bécher.�Après�avoir�mis�le�bécher�en�place,�le�bouton�"C"�

(conditionnement)�est�actionné,�afin�d'éliminer� les� traces�de�NaCl�dans� la�solution.�Une�valeur�

fixe�est�affichée.�Un�volume�d'un�mL�de�solution�à�1�g.�L�1de�NaCl�est�ajouté�et�le�bouton�"T"�

(titration)�est�actionné.�Dans�le�récipient�contenant�encore�la�solution�d'étalonnage,�1�mL�de�la�

suspension�aqueuse�de�fromage�est�introduit,�suivi�d'une�titration.�Les�résultats�sont�exprimés�en�

g�NaCl�.�kg�1�de�fromage.��

3.3� Fractions�lipidiques�du����������

3.3.1�Lyophilisation�des�fromages�

Les�échantillons�de�fromages�ont�été�congelés�dans�des�ballons�12�h�avant�d'être�lyophilisés�dans�

l'appareil� Christ®,� alpha� 1�2� LD� pendant� 48� h� à� une� pression� <� 0,1� mbar,� � à� –� 60� ºC.� Les�

lyophilisats�obtenus�ont�été�conservés�dans�des�dessiccateurs�jusqu'�à�leur�utilisation.��

3.3.2�Extraction�des�lipides�

Les� lipides� totaux� ont� été� extraits� selon� les� méthodes� Soxhlet� (AOAC,� 1997)� et� Folch� �	� ��.�

(1957),�comme�décrites�ci�dessous.�L'huile�extraite�selon�la�méthode�de�Soxhlet�a�servi�pour�les�

analyses� de� chromatographie� en� phase� gazeuse,� alors� que� l'huile� extraite� selon� la�méthode� de�

Folch��	���.�a�servi�pour�la�séparation�des�classes�de�lipides�par�Iatroscan®.�

�

����
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3.3.2.1� La�méthode�de�Soxhlet�

L'huile�est�extraite�d'échantillons�de�100�g�de�fromages�à�l'éther�de�pétrole�selon�la�méthode�de�

Soxhlet� pendant� 6� h.� La� teneur� en� huile� est� déterminée� par� gravimétrie� après� évaporation� du�

solvant�à�50�ºC.��

3.3.2.2� La�méthode�de�Folch��������(1957)��

L'extraction� de� l'huile� a� également� été� réalisée� selon� la�méthode� de� Folch��	� ��.� (1957).�Cette�

dernière�méthode� se� fonde� sur� l’utilisation� de� solvants� organiques� pour� extraire� la� totalité� des�

lipides�polaires�et�apolaires.�A�un�échantillon�de�50�g�de�fromage,�200�mL�de�chloroforme�et�100�

mL�de�méthanol�sont�ajoutés�puis�homogénéisés�vigoureusement�à�l'aide�d'un�mixeur�pendant�2�

min.� Le� mélange� est� filtré� sur� Büchner� muni� d'un� papier� filtre� Whatman� no1.� Le� résidu� est�

redispersé�dans�un�mélange�chloroforme�méthanol� (2/1,�v/v,�300�mL),�homogénéisé�pendant�3�

min�et�filtré�à�nouveau.�Les�solides� restants�sont�lavés�avec�un�mélange�chloroforme�méthanol�

(2:1,�v/v,�60�mL).�Tous�les�filtrats�sont�rassemblés�dans�une�ampoule�à�décanter.�Les�filtrats�sont�

ajoutés�à�0,2�volume�d’une�solution�de�NaCl�à�0,7�%.�On�observe�une�séparation�en�deux�phases�

:�une�phase�surnageante�contenant�les�composés�non�lipidiques�et�une�phase�organique�contenant�

la�quasi�totalité�des�lipides.�La�phase�organique�est�récupérée�dans�un�ballon�taré,�puis�le�solvant�

est�éliminé�à�50�ºC�à�l'évaporateur�rotatif�sous�vide.�La�teneur�en�matière�grasse�est�déterminée�

par�gravimétrie.�

3.3.3�Analyse�des�lipides�

3.3.3.1� Indice�d'acide��

L'indice� d'acide� correspond� au� nombre� de�milligrammes� de�KOH�nécessaires� pour� neutraliser�

l'acidité� libre� d'un� gramme� de� matière� grasse� (AOAC,� 1997).� Il� donne� une� évaluation� de� la�

quantité�en�acides�gras�libres.�Environ�exactement�500�mg�de�matière�grasse�sont�dissous�dans�

un� mélange� éthanol/éther� diéthylique� (1/1,� v/v)� préalablement� neutralisé� par� l'hydroxyde� de�

potassium�0,1�N�en�présence�de�phénophtaléine.�On�ajoute�4�à�5�gouttes�de�phénophtaléine�au�

mélange,�puis�on�titre�sous�agitation�magnétique�avec�une�solution�d'hydroxyde�de�potassium�0,1�

N�jusqu'à�coloration�rose.�L'indice�d'acide�se�détermine�comme�suit�:�

�

%
�4���'5�.��

9
������	� ���������3�B�-�/�)�/�CJ!9�I���������������	� ����������

�
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�

Où��V�est�le�volume�de�KOH�nécessaire�à�la�neutralisation�des�acides�gras�libres�;�

N�est�la�normalité�de�la�solution�de�KOH�;�

56,1�est�la�masse�molaire�de�KOH.�

�

Dans� l’industrie� des� huiles� et� corps� gras,� l'acidité� est� couramment� exprimée� en� pourcentage�

d'acide�oléique�(masse�molaire:�282).�Cette�expression�toutefois�est�superflue�en�chimie�du�lait�

où�l’on�peut�se�contenter�de�la�simple�correspondance�entre�la�quantité�de�KOH�et�la�masse�de�

matière�grasse.�

3.3.3.2� Chromatographie�sur�couche�mince�couplée�à�un�détecteur�à�ionisation�

de�flamme�(Iatroscan
®
)�

8.8.8.7.9� *������������:���������

L'analyse�des�classes�de�lipides�des�échantillons�de�fromage�a�été�réalisée�par�chromatographie�

sur� couche�mince� (CCM)�couplée� à�un�détecteur� à� ionisation�de� flamme� Iatroscan®� (Iatroscan�

Laboratory�Inc,�Tokyo,�Japan).�Les�composés�organiques�sont�séparés�sur�CCM�et�détectés�par�

un�système�à�ionisation�de�flamme�hydrogène/air�(FID�Ammeter).�La�couche�d'absorbant�(silice)�

est�déposée�sur�des�baguettes�de�quartz�désignées�sous�le�terme�de�"chromarods"�(chromarods®�

SIII)�avant�d'être�analysés�par�le�logiciel�de�traitement�de�données�(ChromstarTM).��

�
8.8.8.7.7� "	�����������������������
�%%%��������������������	�������

Les�molécules�standard�utilisées�pour�identifier�les�composés�des�échantillons�lipidiques�ont�été�

fournies�par�Sigma�Aldrich�(Saint�Quentin,�France)�:�

�� Lipides� neutres:� 2�monopalmitoyl� glycérol� (99� g/100� g),� 1,3�distéaroyl,� 2�oléoyl�

glycérol�(99�g/100�g),�C8�:0�(99�g/100�g),�cholestérol�(99�g/100�g).��

�� Phospholipides:� phosphatidylcholine� (PC),� phosphatidyléthanolamine� (PE),�

phosphatidyl�L�sérine� (PS),� phosphatidylinositol� (PI),� lyso�phosphatidylcholine� (Lyso�� PC),�

sphingomyéline�(S).��

Les� lipides� standard� sont� dissous� à� raison� de� 5� mg.mL�1� de� chloroforme� et� la� migration� est�

réalisée� selon� la� description� au� paragraphe�8.8.8.7.8.� Les� lipides� neutres� sont� séparés� dans� un�

éluant�apolaire� (hexane/diéthyléther/acide�formique,�80/20/0,2,�v/v/v).�Les� lipides�polaires�sont�

développés� dans� le� mélange� de� solvants� chloroforme/méthanol/eau/ammoniaque� 25� %�

(47/20/2,5/�0,28,�v/v/v/v).��

�
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8.8.8.7.8� ������	����������������������������

Avant�toute�opération,�les�chromarods�doivent�être�nettoyés�au�niveau�de�l'analyseur�en�utilisant�

la� fonction� "blank� scan"� qui� permet� éliminer� les� impuretés� par� brûlage� total.� Les� échantillons�

destinés� à� l'analyse� sont� dissous� à� raison� de� 5� mg.mL�1� de� chloroforme� et� déposés� sur� les�

"chromarods"�ou�"rods"�à�raison�de�1�à�5�yL�à�l'aide�d'une�micropipette�de�1�yL�(HirschmannTM�

Laborgeräte,�Germany).��

Une� première� migration� est� réalisée� dans� un� mélange� hexane/diéthylether/acide� formique�

(80/20/0,2,�v/v/v)�pendant�30�à�45�min�afin�de�séparer�les�deux�principales�classes�de�lipides,�les�

lipides� neutres� (mono�,� di�� et� triacylglycérols,� acides� gras� libres)� qui� migrent,� alors� que� les�

lipides�polaires�restent�fixés�à�l’emplacement�du�dépôt.�Les�chromarods�sont�ensuite�séchés�dans�

une�étuve�(Rod�Dryer�TK�B,�Tokyo,�Japan)�à�100�ºC�pendant�1�min.�Un�brûlage�total�("normal�

scan")� de� quelques� chromarods� permet� de� détecter� et� de� positionner� les� lipides� neutres� et� les�

lipides�polaires.�Connaissant�ce�positionnement,�le�brûlage�partiel�("PPS�scan")�effectué�sur�les�

rods�restants�permet�d’éliminer�les�lipides�neutres.�Dans�ce�cas,�une�deuxième�séparation�dans�un�

éluant� constitué� de� chloroforme/méthanol/eau/solution� d'ammoniaque� 25� %,� (47/20/2,5/0,28,�

v/v/v/v),� sépare� individuellement� les� lipides� polaires,� constitués� essentiellement� de�

phospholipides.�Les�chromatographies�sont�réalisées�à�20�ºC.�L'analyse�est�conduite�sous�un�flux�

d'air� (200� mL.min�1)� et� d'hydrogène� (160� mL.min�1)� ;� la� vitesse� de� brûlage� est� de� 30� s� par�

chromarod.��

3.3.3.3� Détermination�de�la�composition�en�acides�gras�par�chromatographie�en�

phase�gazeuse�

La� composition� des� acides� gras� par� chromatographie� en� phase� gazeuse� a� été� réalisée� selon� la�

description�au�paragraphe�8.7.9.8.8.�L'acide�nonanoïque�C9:0�a�été�utilisé�comme�étalon�interne.���

3.4� Analyse�des�composés�volatils�par�SPME�

Les�composés�volatils�résultant�de�l'affinage�des� fromages�ont�été�extraits�par�micro�extraction�

sur�phase�solide�(SPME)�et�analysés�par�chromatographie�en�phase�gazeuse�à�espace�de�tête.�La�

SPME�est�une�technique�rapide�développée�par�Arthur�et�Pawliszyn�(1990)�qui�permet�d’extraire�

et� de� concentrer� les� composés� volatils,� présents� dans� un� échantillon,� en� utilisant� une� fibre� en�

silice,� enduite� sur� l'extérieur�avec� la�phase� stationnaire� appropriée.�La�SPME�n’impose�pas�de�

traitement� préalable� de� l’échantillon.� Elle� se� déroule� en� deux� étapes� :� la� première� permet�
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l'adsorption� des� analytes� dans� la� fibre� et� la� seconde� leur� désorption� dans� un� instrument�

analytique�(Pico��	���.,�2000).��

3.4.1�Extraction�par�SPME�

Les�échantillons�(3�g)�ont�été�prélevés�dans�la�partie� interne�du�fromage,�afin�de�minimiser� les�

composés�volatils�qui�pourraient�éventuellement�migrer�depuis�l'environnement�vers�le�fromage.�

Ils� sont�mis� en� équilibre� pendant� 24� h� à� 4� oC� avant� l’analyse� dans� un� flacon� en� verre� � “pour�

espace� de� tête”� d’une� capacité� 12� mL,� fermé� par� une� capsule� en� aluminium� avec� septum� en�

silicone���PTFE�(Supelco,�Bellefonte,�PA,�USA).��

La�première�étape�de�l’extraction�consiste�en�un�équilibre�de�partage�entre�la�phase�solide�de�la�

fibre� et� l’échantillon.� Cette� phase� solide� est� constituée� d’un� film� de� divinylbenzène/�

carboxen/polydiméthylsiloxane�(longueur�2�cm,�épaisseur�50/30�ym)�enrobant� la�fibre�en�verre�

de�silice�(Supelco,�Bellefonte,�PA,�Etats�Unis).�L’ensemble�est�protégé�dans�une�aiguille�creuse�

amovible.�L'aiguille�amovible�a�pour�rôle�de�percer�le�septum�du�flacon�contenant�l'échantillon�à�

analyser.�La� fibre� est� alors�déployée�hors�de� l'aiguille� et�maintenue� au�dessus�de� l’échantillon�

(espace�de�tête).�Les�flacons�sont�chauffés�à�60�oC�pendant�1�h�afin�de�permettre�aux�composés�

volatils�de�se�fixer�et�de�se�concentrer�sur�la�phase�solide�de�la�fibre.���

3.4.2�Analyse�par�chromatographie�en�phase�gazeuse�%�espace�de�tête�

La� seconde� étape� de� l’analyse� consiste� en� la� désorption� thermique� des� composés� volatils�

adsorbés�et�leur�analyse�par�chromatographie�en�phase�gazeuse�à�espace�de�tête.�

L’analyse� est� effectuée� grâce� à� un� chromatographe� à� espace� de� tête� Perkin�Elmer� 8500� Gas�

équipé�d'une�colonne�capillaire�SupelcowaxTM�(Supelco,�Bellefonte,�PA,�USA)�(longueur�:�60�m,�

diamètre�interne�:�0,32�mm,�épaisseur�du�film�:�1�ym)�et�d'un�détecteur�à�ionisation�de�flamme.�

La�désorption�thermique,�d’une�durée�de�2�min,�est�réalisée�en�introduisant�la�fibre�de�silice�dans�

l’injecteur� du� chromatographe� chauffé� à� 250� oC.� La� température� initiale� de� la� colonne� est�

maintenue�1�min�à�45�°C,�suivie�d'une�augmentation�de�température�de�45�à�240�°C�à�raison�de�5�

°C.min�1,�maintenue�12�min�à�240�°C,�selon�Mallia��	���.�(2005).�

Les�composés�élués�sont�identifiés�par�comparaison�avec�des�standard�(2�butanone,�2�propanol,�

3�méthyl�butanal,�2,3�butanedione,�2�pentanone,�2�butanol,�1�propanol,�2�pentanol,�1�butanol,�3�

méthyl�butanol,�2�heptanone,�2�octanone,�2�heptanol,�octanal,�1�hexanol,�2�nonanone,�1�octanol,�

2�undecanone,�1�phényl�éthanol)�fournis�par�Sigma�Aldrich�(France).��

�

�
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3.5� Caractérisation�microbiologique�

Les�numérations�bactériennes�classiques�et�les�identifications�par�PCR�ont�été�effectuées�sur�les�

trois�lots�A,�B�et�C.�Il�convient�de�signaler�que�l'identification�et�la�caractérisation�des�isolats�de�

bactéries�lactiques�était�effectuée,�tout�au�début�de�notre�travail�de�recherche,�sur�un�lot�unique�

de���������,� fabriqué� chez� le�même�producteur� des� trois� lots�A,�B� et�C� ;� l'identification� et� la�

caractérisation�des�isolats�de�bactéries�lactiques�issus�de�ces�derniers�lots�n'a�pas�été�réalisée.����

�

3.5.1�Numérations�bactériennes�classiques�

Le� Tableau� 10� décrit� les� différents� milieux� de� culture� utilisés� correspondant� aux� groupes�

bactériens�recherchés.��

�

Tableau�10.�Milieux�de�culture�utilisés�et�conditions�d'incubation�

Groupe�bactérien� Milieu�de�culture
*
� Conditions�d'incubation�

� � Température�(ºC)� Temps�(h)�

Flore�aérobie�mésophile� PCA� 30� 72�
�
Microcoques�

�

MSA����

�
37�

�
48�

�
Coques�thermophiles�

�
M�17�agar�

�
42�

�
48�

�
Lactobacilles�mésophiles�

�
MRS�agar�

�
30�

�
96�

�
Lactobacilles�thermophiles�

�
MRS�agar�

�
42�

�
48�

*Les�milieux�de�culture�ont�été�commercialisés�par�Himedia,�Mumbia,�India�
�

3.5.2�Recherche,� isolement� et� caractérisation� des� bactéries� lactiques� issues� du�

���������

Afin� d'améliorer� la� recherche� des� bactéries� lactiques,� une� étape� d'enrichissement� permettant�

d’accroître�les�populations�bactériennes�a�été�mise�en�place.�Deux�milieux,�MRS�avec�cloche�de�

Durham�et�Elliker,�ont�été�ensemencés.��

A� cet� effet,� une�masse� de� 10� g� du� fromage���������� est�mise� en� suspension� dans� 90�mL� de�

tampon� citrate� afin� de� réaliser� une� suspension� mère� (dilution� +1)� de� fromage.� Une� série� de�

dilutions�décimales�en�TS�est�effectuée�jusqu’à�la�dilution�10�9.�Un�millilitre�de�chaque�dilution�

décimale� de� l'échantillon� est� ensuite� introduit� dans� deux� bouillons� d'Elliker� et� dans� deux�

bouillons� MRS� contenant� chacun� une� cloche� de� Durham.� La� première� série� de� cultures� en�
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bouillons�d'Elliker�et�de�MRS�est�incubée�à�30�ºC�et�la�seconde�série�à�45�ºC,�pendant�24�à�48�h.�

Après�l'observation�d'un�culot�ou�l'obtention�d'un�trouble,�une�coloration�de�Gram�est�effectuée.���

Les� cultures� sélectionnées� lors� de� l'enrichissement� sont� utilisées� pour� effectuer� des� isolements�

sur� différents� milieux.� Ces� milieux� sont�les� suivants�:� Rogosa,� MRS,� Mayeux� et� à� l'acide�

nalidixique.�Ces�milieux� d'isolement� sont� incubés� à� 30� ºC� (conditions�mésophiles)� et� à� 37� ºC�

(conditions�thermophiles)�pendant�48�h.�Les�colonies�issues�du�bouillon�MRS�sont�repiquées�sur�

gélose�inclinée�MRS�et�celles�provenant�du�bouillon�d'Elliker�sur�gélose�inclinée�d'Elliker.�Pour�

chaque�colonie�isolée�une�coloration�de�Gram�et�le�test�de�catalase�ont�été�effectués.�Après�24�h�

d'incubation�à�30�ºC,�les�souches�bactériennes�sont�purifiées�par�un�deuxième�isolement.�

Les�isolats�bactériens�sont�caractérisés�par�observation�microscopique�de�leur�morphologie,�par�

coloration�de�Gram�et�par�recherche�d'une�activité�catalasique.�L'aptitude�à�produire�du�CO2�est�

testée�en�bouillon�MRS�contenant�une�cloche�de�Durham�et�leur�faculté�à�croître�à�10�ºC�pendant�

7�j�et�à�45�ºC�pendant�2�j�est�analysée�en�bouillon�d'Elliker�ou�en�bouillon�de�MRS,�en�fonction�

de�leur�bouillon�initial�d'isolement.�L'halotolérance�est�testée�en�bouillon�Elliker�à�6,5�%�(p/v)�en�

NaCl.�La�capacité�à�hydrolyser�l'arginine�(1%�p/v)�et�à�métaboliser�l'esculine�est�aussi�observée.�

Le� profil� glucidique� a� été� déterminé� à� l'aide� des� galeries� API� 50� CHL� (BioMérieux,� Marcy�

l'Etoile,�France).��

3.5.3�Culture�des�souches�bactériennes�de�référence�

Le� Tableau� 11� présente� les� milieux� de� culture,� la� température� et� la� durée� d’incubation�

spécifiques�pour� chaque�espèce�de�bactéries� lactiques.�Ces� cultures�bactériennes� sont�utilisées�

pour�inoculer�les�caillés�témoins�préparés�selon�la�description�faite�au�paragraphe�8.C.C.8.9.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Tableau�11.�Souches�de�référence�utilisées�au�cours�de�cette�étude���

Espèces�bactériennes� Codes�souches� Milieu�de�culture�� Conditions�d'incubation�

______________________________�

� Température�(°C)�����Temps�(h)�

�.��	������������ DSM�20617T� M17�Agar� 37� 24�
�

".����������

�
DSM�20477T�

�
M17�Agar�

�
37�

�
24�

�

".���������

�
CIP�55125T�

�
M17�Agar�

�
37�

�
24�

�

(�.����	���subsp.����	���
�

(�.����	���subsp.����������

�

(�.������	���

�

(�.�����	�����

�
CIP�7056T�

�
MG1363a�

�
DSM�20019T�

�
DSM�20174T�

�
M17�Agar�

�
M17�Agar�

�
M17�Agar�

�
M17�Agar�

�
30�
�

30�
�

37�
�

37�

�
24�48�

�
24�48�

�
24�
�

24�
CIP,� Collection� de� l'Institut� Pasteur,� Paris,� France;� DSM,� Deutsche� Sammlung� von� Mikro�
Organismen�und�Zellkulturen,�Braunschweig,�Germany,�aGasson�(1983)�
�

3.5.4�Extraction�d'ADN�génomique�

3.5.4.1� A�partir�d'un�bouillon�de�culture�

L'ADN�chromosomique�est�extrait�à�partir�de�1�mL�de�culture�bactérienne.�Après�centrifugation�

(4� ºC,�5�min,�10�000g),� le� culot�bactérien� est� remis� en� suspension�dans�3�volumes�de� tampon�

TRIS�EDTA�(50�mM�TRIS�HCl,�10�mM�EDTA;�pH�8)�contenant�de�la�Rnase�A�(100�|g.mL�1)�

et�du�lysozyme�(10�mg.mL�1).�Cette�suspension�est�incubée�à�33�°C�pendant�2�h�sous�agitation.�

L'ADN� génomique� est� ensuite� purifié� par� extraction� au� phénol/chloroforme/isoamyl� alcool�

(Amresco),�précipité�par�un� large�excès�d’isopropanol,�puis� lavé�avec�de� l’éthanol�70�%�avant�

d’être�solubilisé�dans�30�|L�d’eau�ultra�pure�stérile�(MilliQ)�(Dubernet��	���.,�2002).�

3.5.4.2� A�partir�de�la�masse�fromagère�

L'extraction�d’ADN�chromosomique�à�partir�de�la�matrice�des�fromages���������,�a�été�effectuée�

selon� le�protocole�proposé�par�Ogier��	���.� (2002).�Une�masse�de�4� g�de� fromage�est�mise� en�

suspension�dans�40�mL�de�tampon�citrate�et�homogénéisée�au�stomacher�(Interscience,�St�Nom�

la�Bretèche,� France).� A� chaque� échantillon,� 1,6� |L� de� pronase� (Protease� de� �	���	�������

������s,�"�.8.A.7A.89,�Sigma)�à�20�mg.mL�1�H2O�et�80�|L�de�ß�mercaptoéthanol�sont�ajoutés,�

puis�incubés�à�37�ºC�pendant�3�h.�La�suspension�bactérienne�est�centrifugée�à�10�000g�pendant�

10�min�à�4�ºC.�Le�culot�est�redispersé�dans�10�mL�d'H2O�stérile,�puis�dans�10�mL�de�tampon�T1�
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(1M�sorbitol,� 0,1M�EDTA;�pH�8).�Les�débris� cellulaires� sont� éliminés�par� centrifugation� et� le�

culot�est�dispersé�dans�500�|L�de� tampon�T1,�puis� refroidi�pendant�10�min�dans� la�glace.�Les�

cellules� bactériennes� sont� lysées� par� ajout� de� billes� en� verre� (diamètre� 150� à� 200�|m;�Sigma,�

Saint�Quentin�Fallavier,�France)�en�présence�de�tampon�T1�(6�cycles�:�vortex�30�s,�1�min�dans�la�

glace).�Le�surnageant�(~�400�|L)�est�récupéré�puis�incubé�pendant�10�min�dans�la�glace.�L'ADN�

génomique�est�purifié�selon�le�protocole�décrit�au�paragraphe�8.C.A.9.�

3.5.5�Amplification�d'ADN�génomique�

Les�oligonucléotides�définis�pour�chaque�espèce�bactérienne�et�utilisés�pour� les�amplifications�

par�Polymerase�Chain�Reaction� (PCR),�ainsi�que� leurs�caractéristiques,�ont�été�décrits�dans� la�

littérature�et�obtenus�chez�Eurogentec�(Herstal,�Belgique)�(Tableau�12).�

�

Tableau� 12.� Caractéristiques� des� couples� d'amorces� spécifiques� des� espèces� bactériennes�

étudiées�

�
Espèce��

bactérienne�

oligonucléotides�

�

Séquence�(5'�→�3')��

�

Gène�

cible�

Produit����Références�

(pb)�

�

�.�	������������ St1�
St2�

TTATTTGAAAGGGGCAATTGCT�
GTGAACTTTCCACTCTCACAC�

gène��
lac�Z��

260� Furet��	���.��
(2004)�

�

�

".���������

�

�
EM1A�
EM1B�

��
TTGAGGCAGACCAGATTGACG�
TATGACAGCGACTCCGATTCC�

�
non�
identifié�

�
658�

�
Cheng��	���.��
(1997)�

�

�

".��������

�
DuHiF�
DuR�

�
TTATGTCCCWGTWTTGAAAAATCAA�
TGAATCATATTGGTATGCAGTCCG�

�
gène�
ddl*�

�
186�
�

�
Kniff��	���.��
(2001)�

�

�

(�.����	���

�
�
Eubactéries�
�
�

�

�
His1�
His2�
�
HDA1GC�
�
�
HDA2�

��
CTTCGTTATGATTTTACA�
CAATATCAACAATTCCAT�
�
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGG�
GCGGGGGCACGGGGGGACTCCTAC�
GGGAGGCAGCAGT�
GTATTACCGCGGCTGCTGGCA�

�
opéron�
histidine��
�
région�
V3�de�
l'ADN�
16S�

�
933�
�
�
700�
�
�
�
�

�
Corroler��	���.�

(1999)�
�
Ogier��	���.��
(2002)�
�
�
�

�

*gène�de�D�alanine�:�D�alanine�ligase�
�

3.5.5.1� PCR%TTGE�

La�région�V3�de�l'ADN,�codant�l'ARN�ribosomique�16S�(ADNr�16S),�est�amplifiée�par�PCR�en�

utilisant�les�amorces�universelles�HDA1�GC�et�HDA2�(Tableau�12).�Le�milieu�réactionnel�(50�

|L)� est� constitué� de� Taq� polymerase�Mix� (10�mM�Tris�HCl� [pH� 9,0],� 50�mM�KCl,� 1,5�mM�

MgCl2),� 200�|M�dNTPs,� 60� pmol� de� chaque� amorce,� 2,5�U�Taq� polymerase� et� 1� |L� d'ADN�

bactérien.� L'amplification� est� réalisée� à� l’aide� d’un� thermocycleur� (BIO�RAD� Laboratories,�

Hercules,�CA,�USA).�La�réaction�d'amplification�consiste�en�une�incubation�à�94�ºC�pendant�4�
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min�suivie�de�30�cycles�de�trois�étapes�:�30�s�de�dénaturation�à�94�ºC,�30�s�d'hybridation�à�58�ºC�

et�1�min�d'extension�à�68�ºC,�suivie�d'une�extension�finale�de�7�min�à�68�ºC.��

L'électrophorèse�est�réalisée�en�gel�d'agarose�à�1,5�%�(p/v).�Le�Smart�ladder�SF�(Eurogenetc)�est�

utilisé�comme�marqueur�de�taille�(de�100�à�1000�pb).�

Les� analyses� en� Temporal� Temperature�Gel� Electrophoresis� (TTGE)� ont� été� réalisées� avec� le�

système�universel�de�détection�de�mutation�(BIO�RAD�Laboratories,�Hercules,�CA,�USA)�selon�

Ogier��	���.� (2002).�Les�gels� contiennent�8�%� (p/v)�d'acrylamide,� de� l’urée�7�M�et�du� tampon�

TAE� (1X).� La�migration� est� réalisée� sous� une� tension� de� 41�V�pendant� 16� h� (Electrophoresis�

Power�Supply,�Avantec,�Belgique)�avec�un�gradient�de�température�de�63�ºC�à�70�ºC,�à�raison�de�

0,4�°C.�h�1.�

Après�électrophorèse,�l’ADN�est�coloré�par�immersion�du�gel�dans�une�solution�de�SYBR�Safe�

(Invitrogen)�pendant�30�min.�Le�gel�est�ensuite�immergé�dans�de�l'eau�distillée�pendant�1h.�Les�

bandes�sont�ensuite�visualisées�et�photographiées�par�transillumination�ultraviolette.��

3.5.5.2� PCR�classique�

Le� milieu� réactionnel� et� les� conditions� d'amplification,� correspondant� à� chaque� espèce�

bactérienne,�sont�décrits�dans�le�Tableau�13.�

Les�produits�d'amplification�sont�ensuite�soumis�à�une�électrophorèse�en�gel�d'agarose�(Agarose�

Type� D�5� DNA� grade,� Euromedex,� France)� à� 1,5� %� (p/v)� selon� les� techniques� standard.� La�

migration� est� réalisée� sous�une� tension�de�100�V�pendant�3�h� (Electrophoresis�Power�Supply,�

Avantec,�Belgique)� ;� les� bandes� sont� ensuite� visualisées� sous� transillumination� ultraviolette� et�

photographiées�pour�archivage.�Le�Smart�Ladder�SF�(Eurogentec,�Seraing,�B)�est�utilisé�comme�

marqueur�de�taille�(de�100�à�1000�pb).�

�

�

�

�
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�
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Tableau�13.�Conditions�d'amplification�pour�chaque�espèce�bactérienne�recherchée�

�
�
Conditions�opératoires��

Flores�bactériennes�recherchées�

!������"����������#��������"�����#�������������������������subsp.������������

� �����������������������
�

Paramètres�d'amplification�
PCR�Tampon�(1,5�mM�MgCl2�(|L))�
Amorce�sens�(|M)�
Amorce�anti�sens�(|M)�
dNTPs�(|M)�
MgCl2�(25mM)�
,�6�DNA������������(U)�
ADN�génomique�(|L)�
�
Cycles�d'amplification�
Nombre�de�cycles�
Température�d'hybridation�(ºC)�
Durée�d'hybridation�(s)�

�
�
5�
3�
3�

200�
2�

0,25�
2�
�
�

30�
55�
30�

�
�
5�
1�
1�

200�
5�
0,5�
2�
�
�

30�
60�
45�

�
�
5�

1,25�
1,25�
300�
6�
0,5�
2�
�
�

30�
57�
60�

�
�
5�
0,5�
0,5�
200�
��
1,5�
2�
�
�

30�
45�
120�
�

�

3.5.5.3� PCR�quantitative�en�temps�réel�

8.C.C.8.9� *������	���������������	�������

Un� volume� de� 500�mL� de� lait� cru� de� vache� réfrigéré� et� conditionné� à� la� ferme,� (étable� à�

patente�sanitaire�N0�54026,�ferme�laitière�d'Harlauville�à�Thienville�Reignier),�sont�pasteurisés�

à� 60� ºC� pendant� 30� min.� L'emprésurage� est� réalisé� avec� 0,25� mL� d'extrait� de� présure�

(NATUREMTM,�Batch�N0�2543547,�CHR�Hansen,�Aprajon,�Cedex,�France).�La�coagulation�a�

lieu� après� 60� à� 90� min� d’incubation� à� 37� ºC.� Le� découpage� du� lait� caillé� est� suivi� de�

l'égouttage�en�conditions�stériles.��

Une�masse�de�10�g�de�fromage�est�homogénéisée�avec�90�mL�de�tampon�citrate� (0,5�M�;� �pH�

7,0)�à�l’aide�d’un�stomacher�(Interscience,�Saint�Nom�La�Bretèche,�France)�pendant�3�min.�

Un�millilitre�d'une�culture�de��.�	������������(DSM�20617T)�est�ajouté�à�cette�suspension.�Cette�

dernière� est� soumise� à� des� dilutions� décimales.� Les� caillés� témoins� sont� ensemencés� avec� les�

autres�espèces�bactériennes�4".�������� (CIP�55125T),�".� �������� (DSMZ�20477T)�et�(�.� ���	���

subsp.� ���	��� (CIP� 7056))� de� la�même�manière.� Les� dilutions� décimales� ont� été� utilisées� pour�

ensemencer� un� milieu� M17� gélosé� coulé� en� boîtes� de� Petri� pour� effectuer� des� numérations�

bactériennes.��

Ces� numérations� permettront� d’établir� une� courbe� étalon� mettant� en� rapport� la� quantité�

d’ADN�mesuré�par�PCR�quantitative�et�le�nombre�d’ufc.mL�1.��

�
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8.C.C.8.7� ������	������:���������	����

Les� analyses�de�PCR�quantitative�ont� été� effectuées�dans�un� thermocycleur� (LightCycler,�LC�

PCR�system,�Roche).�Le�milieu�réactionnel�de�la�PCR�(20�|L)�contient�1X�LightCycler�FastStart�

DNA� Master� Plus� Syber� Green� I� (Roche),� une� concentration� appropriée� d'amorces� (30� |M�

St1/St2;�200�|M�EM1A/EM1B)�et�2�|L�de�solution�d’ADN�génomique.�Les�cycles�de�réaction�

de�polymérisation�en�chaîne�utilisés�sont�décrits�dans�le�Tableau�13.��

3.6� Analyse�de�la�peau�de�chèvre�

Comme�déjà�mentionné�dans�la�section�8.9.7.�et�dans�les�conditions�de�prise�des�échantillons�de�

��������,� le� lien� fixé� au� niveau� cou� du�������� est� défait,� puis� est� resserré� afin� de� refermer�

hermétiquement�l'outre�de�manière�à�éviter�toute�entrée�d'air.��

Pour� les� besoins� de� notre� étude,� l’échantillonnage� des� morceaux� de� peau� de� chèvre� (������

������)�a�été�réalisé�au�cours�des�trois�productions�distinctes�de����������(A,�B�et�C),�réalisées�à�

un�intervalle�de�20�jours.�A�chaque�fois�que�le��������est�resserré�et�refermé,�un�morceau�de�peau�

est�prélevé�à�20,�40�et�60�jours�d'affinage,�suivi�d'un�salage�direct�à�la�louche�(~�1�1,5�kg)�en�vue�

de�sa�conservation.�

Ces� morceaux� de� peau� sont� sujets� aux� analyses� microbiologiques� (numérations� bactériennes�

classiques),� physico�chimiques� (taux� d'humidité� et� taux� d'azote� total)� et� à� une� évaluation�

qualitative�(chute�de�poils�et�odeur�de�putréfaction).���

3.6.1�Numérations�bactériennes�classiques�

Des�échantillons�de�peau�de�5�g�sont�additionnés�de�50�mL�d'eau�stérile,�sous�agitation�à�1000g�

pendant�30�min.�Un�millilitre�de�cet�extrait�est�additionné�à�9�mL�d'eau�stérile.�Un�aliquot�de�0,1�

mL�de�cette�solution�est�utilisé�pour�ensemencer�de�la�gélose�nutritive�incubée�à�37�ºC�pendant�

48�h�(Cruickshank,�1965).�Le�dénombrement�bactérien�est�effectué�sur�trois�morceaux�de�peau.�

Les�résultats�sont�exprimés�en�pourcentage�pour�deux�essais�indépendants.�Les�colonies�formées�

sont�comptées�et�les�résultats�sont�exprimés�en�ufc.g�1�de�peau.��

3.6.2�Dosage�du�taux�d'humidité�

Des�morceaux� de� peau� aux� dimensions� définies� ont� été� découpés� et� soigneusement� rasés,� de�

façon�à�éviter�les�variations�du�taux�d'humidité.�Ils�sont�ensuite�pesés�et�séchés�dans�une�étuve�à�

50�60�ºC�pendant�5�6�h�(Bureau�Indien�des�Standards�(BIS),�1971).�Les�résultats�sont�exprimés�
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en� pourcentage� pour� deux� essais� indépendants.� L'humidité� totale� est� définie� selon� la� formule�

décrite�au�paragraphe�8.7.8.7.��

3.6.3�Dosage�de�l'azote�total�

Des�morceaux�de�peau�de�5�g�rasés�ont�été�traités�par�9�fois�leur�volume�en�eau�distillée,�puis�mis�

dans�une�bouteille�sous�agitation�continue�à�23�27g�pendant�3�h,�en�vue�d'extraire�les�composés�

représentant�l'azote�soluble�(albumines,�globulines)�(BIS,�1971).�Le�mélange�a�été�ensuite�filtré�

sur� papier,� puis� introduit� dans� des�matras� en� vue� d'une�minéralisation� à� 420� °C� pendant� 3� h,�

suivie� d'une� distillation� selon� la� procédure� décrite� au� paragraphe� 8.7.7.A.� Les� résultats� sont�

exprimés�en�pourcentage�pour�deux�essais.�

3.6.4�Détermination�de�la�stabilité�hydrothermique�de�la�peau��

La�stabilité�thermique�est�estimée�par�la�température�de�rétrécissement�du�morceau�de�peau,�en�

cours� d'analyse.� Normalement,� la� stabilité� est�mesurée� grâce� à� un� appareil� destiné� à� cette� fin�

(������������	��).�Etant�donné� la�non�disponibilité�de� cet� appareil,� un�dispositif� a� été�mis� en�

place.� A� cet� effet,� des� morceaux� de� peau� de� dimensions� définies� ont� été� trempés� dans� une�

solution� de� glycérol/eau� (70:30,� v/v)� et� placés� dans� un� bain� d’eau.� Ce� dispositif� a� subi� des�

montées�progressives�en�température�à�partir�de�35�ºC�à�raison�de�3�5�ºC.min�1.�La�température�à�

laquelle� la� peau� commence� à� se� rétrécir� a� été� notée� comme� température� de� rétrécissement�

spécifique.� En� raison� de� l'imprécision� de� ce� montage� expérimental,� la� détermination� de� la�

stabilité�hydrothermique�de�tous�les�échantillons�de�peau�n'a�pas�été�effectuée�;�la�température�de�

rétrécissement�du�morceau�de�peau�du�������� �A�à�20�jours�d'affinage�a�été�enregistrée,�et�ceci�

dans�le�but�de�percevoir�toute�déstabilisation�structurale�de�la�matrice�de�la�peau�due�à�l'attaque�

microbienne.��

3.6.5�Etude�de�transfert�dans�un�système�aliment�simulé/peau�

Les�morceaux�de�peau�de�chèvre,�utilisés�pour�les�montages�expérimentaux�afin�de��simuler�les�

transferts�moléculaires�au�contact�de�la�peau,�n'ont�pas�été�prélevés�des��������servant�à�l'affinage�

du���������.�Ils�sont�issus�d'un��������préparé�comme�indiqué�au�paragraphe�8.9.9.9.�

�

�

�

�

�
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��

3.6.5.1� Description�du�module�expérimental�et�mise�en�place�

Le����������s'affinant�dans�la�peau�de�chèvre,�nous�avons�tenté�de�mettre�en�évidence,�grâce�à�un�

montage�spécifique,�les�transferts�de�substances�aromatiques�susceptibles�de�se�produire�à�travers�

cette�paroi�naturelle�en�utilisant�des�molécules�aromatiques�modèles.�

A�cet�effet,�deux�compartiments�A�et�B�en�verre�Pyrex®,�d’une�capacité�250�mL�chacun,�servant�

initialement� comme� unités� de� filtration� (Millipore),� ont� été� fermés� par� des� bouchons� en�

caoutchouc.�Ces�derniers�sont�couverts�par�du�papier�aluminium�afin�de�rendre�le�système�le�plus�

étanche�possible.�Les�deux�compartiments�A�et�B�sont� séparés�par�une�peau�de�chèvre�et� sont�

fixés�au�moyen�d’une�pince�métallique�(Figure�12).�Le�montage�expérimental�est�maintenu�à�la�

température�ambiante�de�20�°C.�La�peau�de�chèvre�est�rincée�avec�de�l'eau�distillée�avant�toute�

manipulation.�

�

� �
�

Figure�12.�Montage�expérimental�pour�la�simulation�des�transferts�moléculaires�au�contact�

de�la�peau�de�chèvre�(deux�compartiments�A�et�B�séparés�par�une�peau�de�chèvre)�
�
�

A�

B�

A�

B�

Peau�de�
chèvre�
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�

3.6.5.2� Tests� de� perméablité� et� d'absorption� d’acétonitrile� dans� un� système�

solution�aqueuse/peau�

8.J.C.7.9� �*������	��������������	����

Une� solution� de� 99� mL� H2O� distillée� +� 1� mL� d’acétonitrile� (Sigma�Aldrich,� France)� est�

fortement� agitée,� puis� placée� dans� le� compartiment�A.� Le� choix� de� la�molécule� d'acétonitrile�

portait�surtout�sur�ses�propriétés�physico�chimiques,�notamment�son�point�d'ébullition�(81,6�°C)�

et�sa�masse�molaire�(41,05�g.�mol�1).�Le�système�est�monté�comme�indiqué�dans�la�Figure�12�ci�

dessus,�pendant�une�durée�de�7� jours.�Un�module� identique�a�été�monté�pour�une�durée�de�25�

jours.�

���

8.J.C.7.7� �,��	���������������	��

Une�fraction�aliquot�de�gaz�de�250�|L�contenu�dans�le�compartiment�B,�a�été�prélevée�au�moyen�

d'une�seringue�à�gaz�(SGE,�Australie).�L'injection�est�effectuée�dans�un�chromatographe�à�espace�

de� tête� Perkin�Elmer� 8500� Gas� équipé� d'une� colonne� capillaire� SupelcowaxTM� (Supelco,�

Bellefonte,�PA,�USA)�(longueur�:�60�m,�diamètre�interne�:�0,32�mm,�épaisseur�du�film�:�1�ym)�et�

d'un�détecteur�à�ionisation�de�flamme.�Les�températures�de�l'injecteur�et�du�détecteur�sont�fixées�

à�250�°C.�La�température�initiale��de�la�colonne�de�45�°C�est�maintenue�pendant�1�min,�puis�elle�

augmente�de�45�à�240�°C�à�raison�de�5�°C.�min�1�et�elle�est�maintenue�12�min�à�240�°C.�L'analyse�

est�répétée�trois�fois.�

��

8.J.C.7.8� �,��	���:������	����

Une� fois� les� tests� de� perméabilité� effectués,� le� montage� expérimental� est� défait.� La� peau� de�

chèvre�est�alors�placée�dans�un�flacon�en�verre�"espace�de�tête"�de�capacité�12�mL,�fermé�par�une�

capsule�magnétique�avec�septum�en�silicone�PTFE�(Supelco,�Bellefonte,�PA,�USA).�Après�une�

incubation�de�45�min� à� 120� °C,� l'analyse� chromatographique� est� effectuée�dans� les� conditions�

décrites�au�paragraphe�8.J.C.7.7.�L'analyse�est�répétée�trois�fois.�

�

�

�

�
�
�
�
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�

3.6.5.3� Tests� de� perméabilité� et� d'absorption� des�molécules� aromatiques� dans�

un�système�solution�simulée�de���������/peau�

�
8.J.C.8.9� �*������	�����	�����/������������������ ����

Nous�avons�tenté�d’évaluer� le� transfert�de�molécules�aromatiques�modèles�à� travers� la�peau�de�

chèvre�en�utilisant�une�solution�simulée�de�fromage���������.�Les�composés�volatils�suivants�:�2�

butanone,�2,3�butanedione�et�2�butanol��ont�été�fournis�par�Sigma�Aldrich�(France).�Le�choix�de�

ces� molécules� portait� surtout� sur� leurs� propriétés� physico�chimiques,� notamment� leur� point�

d'ébullition�et�leur�masse�molaire.��

La� solution� simulée� de���������,� d’un� volume� total� de� 25�mL� à� 5�%� de� teneur� en�NaCl,� est�

composée�de�:�24,�25�mL�H2O�distillée�+�0,25�mL�2�butanone�+�0,25�mL�2,3�butanedione�+�0,25�

mL�2�butanol.�Cette�solution�aqueuse�est�bien�agitée�avant�d'être�introduite�dans�le�compartiment�

A�du�montage�expérimental�illustré�précédemment�dans�la�Figure�12.�� � � �

8.J.C.8.7� �"	�������������������������� ����

Des�mélanges�constitués�des� trois�molécules�modèles� (v/v/v)�de�volume� final�de�75,�125,�250,�

500�et�750�|L,�ont�été�introduits�séparément�dans�des�flacons�en�verre�de�type�"espace�de�tête"�

d’une� capacité� 12�mL.� Ces� derniers� sont� fermés� par� une� capsule�magnétique� avec� septum� en�

silicone�PTFE� (Supelco,� Bellefonte,� PA,� USA),� maintenus� pendant� 45� min� à� 120� °C� avant�

analyse�dans�les�conditions�décrites�au�paragraphe�8.J.C.7.7.�Des�temps�de�rétention�de�15,84�,�

18,� 30� et� de� 19,53� ont� été� enregistrés� respectivement� pour� 2�butanone,� 2,3�butanedione� et� 2�

butanol.�

�

Le� but� est� d'observer� une� bonne� corrélation� entre� les� différentes� concentrations� de� chaque�

molécule�modèle�et�leur�réponse�de�détection.�Les�courbes�d'étalonnage�des�molécules�modèles,�

ainsi�que�les�paramètres�de�régression�linéaire,�notamment�l'équation�de�la�droite�et�le�coefficient�

de�corrélation�(R2)�correspondant,�sont�illustrées�dans�la�Figure�13.���

�



��	��������	���	������

� 97�

�

Figure�13.�Courbes�d'étalonnage�de�2%butanol,�2,3%butanedione�et�2%butanol�
�
�
8.J.C.8.8����	����������	 ������7F!�AF��	�JF�?�����

Trois�modules�séparés�ont�été�montés�pour�une�durée�de�20,�40�et�60�jours�(à�la�même�fréquence�

de� prélèvement� de� nos� échantillons� de���������).� L'épaisseur� du� morceau� de� peau� destiné� à�

séparer�les�deux�compartiments�A�et�B,�est�mesurée�avec�un�micromètre�(Messmer,�Londres).�La�

moyenne�de�dix�mesures�est�prise�en�compte�pour�noter�l'épaisseur�moyenne�de�l'échantillon.�

Les� tests� de� perméabilité� et� d'absorption� ont� été� effectués� comme� décrit� précédemment� aux�

paragraphes�8.J.C.7.7.�et�8.J.C.7.8.��

Trois� mesures� ont� été� effectuées� pour� toutes� les� analyses� de� perméabilité� et� d'absorption.� La�

moyenne�de�ces�trois�mesures�n'est�pas�prise�en�compte�;�le�compartiment�B�de�notre�montage�est�

percé�par�l'aiguille�pour�la�première�injection�correspondante�au�test�de�perméabilité.�Le�module�

expérimental�n'est�plus�considéré�comme�étanche.�De�ce�fait,�les�valeurs�de�la�première�mesure�

ont� été� enregistrées� pour� les� tests� de� perméabilité� et� d'absorption.�Deux�modules� sont�montés�

séparément�pour�une�durée�de�60�jours�afin�de�vérifier�la�répétabilité�des�résultats.��

3.7� Traitement�statistique�des�données��

Les�données�expérimentales�sont�statistiquement�testées�par�l'analyse�de�variance�(ANOVA)�en�

utilisant�le�test�de�LSD�((���	��6����������������),�afin�de�déterminer�la�présence�de�différences�

significatives� entre� les� paramètres� de� composition� physico�chimique� et� microbiologique� à�

différentes� périodes� d'affinage� (20,� 40,� 60� jours)� entre� les� différents� lots� de� � production� de�
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���������A,�B�et�C.�Le�logiciel�GenStat®�4,2�(5ème�Edition,�2000,�Lawes�Agricultural�Trust)�a�été�

utilisé.�Le�seuil�de�signification�de�0,05�est�retenu.��
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4.�Résultats�et�discussion�
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4.�Résultats�et�discussion�

4.1� Caractérisation�physico%chimique�du�fromage����������

Cette� étude� a� été� conduite� dans� le� but� de� caractériser� la� protéolyse� et� la� lipolyse,� ainsi� que� la�

fraction�volatile�du�fromage����������au�cours�de�la�période�d'affinage.�La�composition�des�laits�

destinés�à�la�production�du����������a�été�déterminée.�Les�paramètres�de�composition�fromagère�

comme�le�pH,�les�taux�d'humidité,�de�matière�grasse�et�de�NaCl�ont�été�effectués.�La�protéolyse�a�

été� suivie� d’après� l'évolution� des� fractions� azotées,� l'azote� non� caséinique� et� l'azote� non�

protéique.�La�lipolyse�a�été�suivie�à�travers�l'évolution�de�l'indice�d'acide�de�la�matière�grasse�au�

cours�de�l'affinage.��

4.1.1�Laits�destinés�à�la�fabrication�du����������

La�composition�des� laits�de�chèvre� revêt�une� importance� considérable�puisque� l'essentiel�de� la�

production�laitière�est�destiné�à�la�fabrication�des�fromages���������.��

4.1.1.1� Composition�

Les�laits�utilisés�dans�la�fabrication�des�fromages����������sont�issus�des�troupeaux�de�chèvres�

appartenant�à�la�population�locale�ou�"0�����",�la�plus�adaptée�aux�conditions�environnementales�

existantes�(Abi�Saab��	���.,�1997)�et�dont�la�composition�est�présentée�dans�le�Tableau�14.�

�
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Tableau�14.�Composition�moyenne�des�laits�de�chèvre�destinés�à�la�production�de�trois�lots�

de����������(A,�B�et�C)
x
,�n=3�

� �

� �
Composition� ___________________________________________________________�
� � A� �����B�� C� � �

Matière�grasse�(%)� � � 4,11±0,03a� � 4,70±0,00a� � � 5,05±0,33b�
�
Extrait�sec�dégraissé�(%)� � 8,70±0,03� � 8,66±0,01� � � 8,48±0,68� �
�
Protéines�(%)� � � � 3,67±0,01a� � 3,81±0,00b� � � 3,80±0,35b�

�
Lactose�(%)� � � � � 4,31±0,01� � 4,15±0,00� � � 4,06±0,27�
�
Minéraux�(%)� � � � 0,72±0,01� � 0,70±0,00� � � 0,69±0,05�
�
xA,�B�et�C�à�intervalles�de�20�jours,�
n�:�nombre�de�répétitions,��
a,�bles�valeurs�moyennes�dans�le�même�rang�avec�des�exposants�différents�sont�significativement�
différents�(��K�F!FC)�

�

En�comparant�la�composition�des�laits�de�chèvre�à�celle�des�laits�de�vache�et�de�brebis,�il�apparaît�

une�différence�de�composition.�D’après�la�littérature�(Park��	���.,�2007),�la�teneur�en�lipides�et�en�

protéines�des� laits�de�chèvre�est� légèrement�supérieure�à�celle�des� laits�de�vache,�mais�elle�est�

inférieure�à�celle�des�laits�de�brebis.�Cependant,�les�résultats�obtenus�ici�sont�un�peu�plus�élevés�

que�ceux�rapportés�dans�la�littérature�par�Haenlein�et�Caccese�(1984)�et�moins�élevés�que�ceux�

rapportés�par�Fresno��	���.�(1996).�Par�ailleurs,�les�travaux�sur�la�race�0������sont�très�limités�;�

Hosri�(2003),�en�travaillant�sur�l'effet�de�l'incorporation�d'enveloppes�de�sésame�et�de�brisures�de�

lentilles�dans�la�ration�sur�la�production�et�la�composition�du�lait�de�chèvre�au�Liban,�a�rapporté�

des�valeurs�de�la�matière�grasse�et�des�protéines�concordantes�avec�nos�résultats,�et�ceci�dans�la�

période�allant�de�mai�à�juillet.�

�

La�variation�de�la�composition�peut�être�liée�à�de�nombreux�paramètres�tels�que�la�saison,�la�race,�

l'alimentation,� le� stade� de� lactation,� la� localisation� géographique,� les� conditions�

environnementales�et� l'état�sanitaire�du� troupeau�(Park,�2006).�Pizillo,��	���.� (2005)�ont�montré�

l'effet� des� races� de� chèvre� sur� les� caractéristiques� sensorielles,� chimiques� et� nutritionnelles� du�

fromage� +���		�.� Soryal� �	� ��.� (2004)� ont� montré� que� la� composition� du� fromage� �����	��

(matière�grasse,�protéines�et�solides�totaux)�n'est�pas�affectée�par�les�systèmes�d'alimentation�des�

chèvres�laitières�ayant�bénéficié�de�rations�alimentaires�à�différents�niveaux�de�concentrés.��

����
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Par�ailleurs,�la�teneur�en�matière�grasse�des�laits�de�chèvre�destinés�à�la�production�du�lot�C�de�

��������� est�plus�élevée� (5,05�%)�que�celle�du� lot�A� (4,11�%)�et�B� (4,70�%).�Cette�différence�

pourra�être�expliquée�par�l'avancement�du�stade�de�lactation�en�C.�La�teneurs�en�matière�grasse�

des�laits�de�chèvre�et�de�brebis�augmente�avec�le�stade�de�lactation�alors�que�la�teneur�en�lactose�

diminue�(Haenlein�et�Wendorff,�2006).�Il�est�donc�nécessaire�de�prendre�en�compte�la�variabilité�

individuelle�(stade�de�lactation�notamment)�pour�maîtriser�la�composition�des�laits�collectés.��

4.1.1.2� Paramètres�physiques�

Les�paramètres�physiques�des�laits�de�chèvre�destinés�à�la�production�des�trois�lots�de�production�

du����������sont�présentés�dans�le�Tableau�15�ci�dessous.�Comme�on�peut�le�voir,�il�n'y�a�pas�de�

différence�significative�(�L�F!FC)�entre�la�densité�(30,8�31,2�%)�et�le�pH�(6,7�6,9)�au�niveau�des�

productions.�En�comparant�ces�valeurs�à�celles�des� laits�de�vache�et�de�brebis�de� la� littérature�

(respectivement�Jenness��	���.!�1974�;�Haenlein�et�Wendorff,�2006),�il�apparaît�que�la�densité�des�

laits�de�chèvre�est�similaire�à�celle�des�laits�de�vache,�mais�elle�est�inférieure�à�celle�des�laits�de�

brebis.��

�

Tableau�15.�Quelques�paramètres�physiques�des�laits�de�chèvre�destinés�à�la�production�de�

trois�lots�de����������(A,�B�et�C)
x
,�n=3�

�

Paramètre�physique���� ���������� ��� � � � � ��������������������������������� �
� _____________________________________________________� �
� ���A� �����B��������������������������������C�

�
Densité��(%)� � � � � 31,06±0,11� � � 30,81±0,04� � � 31,25±2,39�
�
Conductivité�(ms.cm�1)� � 5,21±0,00c� � � 3,68±0,04a� � � 4,07±0,04b�

�
Point�de�congélation�(°C)� � 0,51±0,00c� � � 0,49±0,00a� � � 0,50±0,00b�

�
pH� � � � � � � 6,69±0,10� � � 6,69±0,00� � � 6,89±0,08�
�
xA,�B�et�C�à�intervalles�de�20�jours,�
n�:�nombre�de�répétitions,��
a,�bles�valeurs�moyennes�dans�le�même�rang�avec�des�exposants�différents�sont�significativement�
différents�(��K�F!FC)�
�

Quant�au�pH�(6,7�6,9),�il�est�relativement�peu�différent�de�celui�des�laits�de�vache�(6,65�6,71)�et�

de� brebis� (6,51�6,85).� De� plus,� les� mesures� de� conductivité� et� du� point� de� congélation� sont�

significativement� différentes� (�� K� F!FC)� entre� les� trois� lots� de� production� du� ��������� et�

concordants�avec�ceux�de�la�littérature�(Juarez�et�Ramos,�1986).�

Production�
�
�



+����	�	���	������������

�103�

4.1.1.3� Analyse�des�acides�gras��

Les� résultats�de� la�composition�en�acides�gras�des� laits�de�chèvre�destinés�à� la�production�des�

différents� lots� de���������� présentés� dans� le�Tableau� 16�montrent� une� teneur� élevée� en� cinq�

acides� gras� (C10:0,� C14:0,� C16:0,� C18:0� et� C18:1)� et� dont� les� valeurs� pour� les� trois� lots� de�

production� sont� respectivement� A� (86,32�%),� B� (85,40�%)� et� C� (87,45�%).�Les� triglycérides�

constituent�la�majeure�partie�des�lipides�du�lait�(~�98�%),�regroupant�un�grand�nombre�d'acides�

gras�estérifiés.�Le�groupe�des�cinq�acides�gras�mentionnés�ci�dessus�constituent�au�moins�75�%�

du�total�des�acides�gras�des�laits�de�chèvre�et�de�brebis�(Park��	���.,�2007).�

�

Les�teneurs�moyennes�en�acides�gras�à�chaînes�courtes�et�moyennes�sont�significativement�plus�

élevées�dans�les�laits�de�chèvre�des�trois�lots�de�production�par�rapport�au�lait�de�vache.�Ainsi,�

l’acide� caproïque� (C6:0)� intervient� respectivement� pour� 2,35� %,� 2,26� %,� et� 1,66� %,� l’acide�

caprylique�(C8:0)�pour�2,76�%,�2,70�%�et�2,61�%,�l’acide�caprique�(C10:0)�pour�9,71�%,�9,82�%�

et�9,93�%�et�l’acide�laurique�(C12:0)�pour�3,80�%,�3,82�%�et�3,93�%�(Goudjil��	���.,�2004).�Ces�

acides�gras,�notamment� les�C6:0,�C8:0�et�C10:0�sont� responsables�de� la� flaveur�caractéristique�

des�fromages�de�chèvre.�

�

Le� niveau� d’alimentation� demeure� l'un� des� facteurs� d'élevage� qui� affecte� la� production� et� la�

composition�du�lait.�Ceci�pourrait�expliquer�les�différences�significatives�(��K�F!FC)�entre�le�lot�C�

et� les� deux� lots�A� et�B.� Les� laits� destinés� à� la� production� des� deux� lots�A� et�B� sont� issus� de�

troupeaux�de�chèvres�alimentées�à�l'herbe,�avec�des�suppléments�en�concentrés,�alors�que�le�lot�C�

est�uniquement�alimenté�à�l'herbe.�Plusieurs�travaux�apparaissant�dans�la�littérature�(LeDoux��	�

��.,�2002�;�Sanz�Sampelayo��	���.,�2002)�ont�évoqué�les�changements�de�composition�des�acides�

gras� des� laits� de� chèvres� selon� différents� types� de� régimes� alimentaires.� Nos� résultats� sont�

concordants�avec� les� travaux�de�Soryal��	���.� (2004),�qui�ont�montré�que� le� fromage�Egyptien�

�����	��contient�une� teneur�basse�en�acides�gras�à�courtes�chaînes�quand�des�chèvres� laitières�

ont�été�alimentées�à�l'herbe�sans�supplémention�de�concentrés�par�rapport�à�celles�recevant�des�

rations�alimentaires�de�concentrés.��
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Tableau�16.�Composition�en�acides�gras�(%)�des�lipides�totaux�des�laits�de�chèvre�destinés�à�

la� production� de� trois� lots� de���������� (A,� B� et� C)
x
� extraits� selon� la�méthode� de�Röse� %�

Gottlieb,�n=3�

�

Acides�gras�������������
(%acides�gras�identifiés)� ______________________________________________________����������������������
� A� � ����B� � � � �����C�

� � � � �
C6:0� � � � � 2,35±0,04cd� � � 2,26±0,04bd� � � 1,66±0,00a� � � � �
� � � � �
C8:0� � � � � 2,76±0,04cd� � � 2,70±0,00bd� � � 2,61±0,00a� � � � �
� � � �
C10:0� � � � � 9,71±0,05a� � � 9,82±0,05ab� � � 9,93±0,04b� � �
� �
C12:0� � � � � 3,80±0,05� � � 3,82±0,08� � � 3,93±0,04� � �
� � � � �
C14:0� � � � � 10,59±0,06a��� � 10,34±0,24a� � � 11,13±0,09b� � �
� � �
C16:0� � � � � 29,16±0,14ac�� � 28,66±0,47a� � � 29,78±0,05bc�� �
� � � �
C18:0� � � � � 15,96±0,03� � � 15,66±0,47� � � 16,25±0,00� � �
� �
C18:1� � � � � 20,90±0,04bd�� � 20,92±0,05cd�� � 20,36±0,09a� � �
� � �
C18:2� � � � � 1,31±0,01a� � � 1,33±0,04a� � � 1,55±0,03b� � �
� � �
C18:3� � � � � 1,59±0,03� � � 1,56±0,04� � � 1,64±0,03
_____________________________________________________________________________________________�
xLaits�de�chèvre�destinés�à�la�production�de�trois�lots�de����������(A,�B�et�C)�à�intervalles�de�20�
jours,�
n�=�nombre�de�répétitions,�
a,�bles�valeurs�moyennes�dans�le�même�rang�avec�des�exposants�différents�sont�significativement�
différents�(��K�F!FC)�
�

4.1.2�Fromages����������au�cours�de�l'affinage�

Les�valeurs�moyennes�des�paramètres�physico�chimiques�classiques�(pH,�taux�d'humidité,�teneur�

en�matière� grasse,� taux� de�NaCl� et� teneur� en� protéines)� sont� présentées� dans� le�Tableau� 17.�

L'application� du� test� de�(��� nous� a� permis� de� noter� des� différences� significatives� (��K� F!FC)�

entre�ces�paramètres�et�la�période�d'affinage�d'une�part�et�le�lot�de�production�d'autre�part.�

�

�

�

�
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Tableau� 17.� Valeurs� moyennes� ±� déviation� standard� des� paramètres� physico%chimiques�

pour�trois�lots�de�production�de����������(A,�B�et�C)
x
�jusqu'à�60�jours�d'affinage,�n=3�

_______________________________________________________________________________________________________________________�

Paramètre�� � � � 20�jours� � � � 40�jours� � � � 60�jours� �
� � __________________________________��_________________________________��_____________________________________�

� � � � � A� ����� B� �������C� ����������A� ��� �B� ������ C� �����������A� �����������B� ��������������C��
____________________________________�___________________________________________________________________________________�
�
pH�� � � � 5,10±0,05c� �4,90±0,09ab� 5,27±0,02d� ���4,87±0,01a� ������4,87±0,06a�����4,92±0,05ab���������4,99±0,02b��5,02±0,05bc� 5,06±0,06c�

�

Humidité�(%)� ������58,06±0,16i�����53,01±0,11d�56,77±0,05h����55,81±0,05g�����50,28±0,11b��55,1±0,13f������54,15±0,14e��49,71±0,23a��52,63±0,14c
� . ��

MG/MS�(%)� ����40,76±0,04a����42,91±0,11b��43,83±0,58c�����42,50±0,37b� 42,64±0,30b�44,62±0,36d��43,46±0,41c�42,24±0,42b��43,47±0,04c�

�

NaCl�� � �����50,87±1,44d���32,27±1,33b��43,30±1,56c�����58,23±2,52e� 25,67±4,25a39,93±0,99c�����95,63±0,63f��30,13±0,98ab52,50±6,90de�

(g�NaCl.�kg�1fr)��
Protéines�� � ������38,51±1,10e���28,61±1,19a��35,48±0,55cd����36,01±0,16cd� 32,10±0,99b��34,44±0,31c���36,72±0,72����31,21±0,44�40,91±1,25f�

(%�MS)� �
xA,�B�et�C�à�intervalles�de�20�jours,�
n�:�nombre�de�répétitions,�
a,�bles�valeurs�moyennes�dans�le�même�rang�avec�des�exposants�différents�sont�significativement�
différent�(��K�F!FC),�
MG�:�matière�grasse�;�MS�:�matière�sèche�;�fr�:�fromage�
�

4.1.2.1� Evolution�des�paramètres�physico%chimiques�classiques�

�

A.9.7.9.9� ���

L'observation�des�valeurs�expérimentales�montre�une�diminution�du�pH�qui�atteint�des�valeurs�

comprises�entre�4,87�et�4,92�à�40�j�d'affinage.�Après�40�jours�et�suite�à�cette�acidification,�le�pH�

augmente� à� la� fin� de� la� période� d'affinage� avec� des� valeurs� maximales� aux� alentours� de� 5.�

Normalement,�les�valeurs�basses�de�pH�sont�liées�à�la�forte�production�d'acide�lactique�à�partir�du�

lactose� résiduel� au� cours� de� la� fermentation.� Toutefois,� la� disparition� progressive� de� l'acide�

lactique�pourrait�expliquer�l'augmentation�du�pH�entre�40�et�60�j�d'affinage.�Cette�diminution�est�

évidemment� liée� à� la� dégradation� de� l'acide,�mais� aussi� à� la� production� de� composés� alcalins�

générés�lors�de�la�dégradation�des�protéines�qui�intervient�au�cours�de�l'affinage�du���������.��

�

Par� ailleurs,� pour� les� fromages� ayant� une� valeur� initiale� basse� du� pH,� l'augmentation� de� ce�

paramètre�pendant�l'affinage�est�inférieure�à�celle�des�fromages�montrant�des�valeurs�de�pH�plus�

élevées�(Lucey��	���.!�1993).�Nos�résultats�sont�concordants�avec�les�travaux�de�Fanni�(1977)�sur�

le���������	,�dont�le�pH�varie�de�la�même�manière�pendant�l'affinage�du�fromage.��

�

L'évolution�du�pH�pendant�l'affinage�du����������est�identique�pour�les�trois�lots�de�production,�

avec�des�différences�significatives�(��K�F!FC)�à�20�j�d'affinage,�où�la�production�C�a�la�valeur�de�

pH�la�plus�élevée�(5,27),�sans�différences�significatives�(�L�F!FC)�à�40�et�60�j�d'affinage.��
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A�60�j�d'affinage,�une�légère�augmentation�du�pH�a�été�notée�avec�des�valeurs�finales�avoisinants�

5.�Ceci�a�été�observé�pour�d'autres�fromages�de�chèvre�comme�le�*�������(Gomez��	���.,�1991),�

le�������� (Medina��	���.,� 1992),� le�������	��������	���� (Carretero��	���.,� 1992),� le�-����	�?��

(Carballo� �	� ��.,� 1994),� l'
������ (Fresno� �	� ��.,� 1996)� et� le�0�	���� (Psoni� �	� ��.,� 2003).� Nos�

valeurs�sont�plus�élevées�que�celles� rapportées�pour� le� fromage�$����	���� fabriqué�à�partir�du�

lait�de�vache�cru�(Arenas��	���.,�2004),�le����������à�base�du�lait�de�brebis�et/ou�de�chèvre�cru�

(Cabezas� �	� ��.!� 2007),� le� ,������ (Mallatou� �	� ��.,� 2003)� et� le�0����
(������� (Franco� �	� ��.!�

2003)�à�partir�du�lait�de�chèvre.��

��

Il�s'avère�important�de�noter�que�le�pH�est�lié�à�la�qualité�du�fromage�;�un�pH�de�5,0�correspond�à�

un� fromage� de� bonne� qualité,� alors� qu'un� pH� supérieur� à� 5,2� correspond� à� un� fromage� qui� se�

détériore�plus�rapidement�qu'un�autre�à�un�pH�plus�bas�(Alais,�1984).�

�

A.9.7.9.7� ,��/��:������	��

Le� taux� d'humidité� diminue� légèrement� (�� K� F!FC)� au� cours� de� l'affinage� du���������.� Des�

valeurs�de�54,15�%,�49,71�%�et�52,63�%�sont�enregistrées�respectivement�pour�les�trois�lots�A,�B�

et�C,�à�60�j�d'affinage.�Ces�résultats�sont�très�proches�de�ceux�rapportés�dans�la�littérature�pour�

d'autres�fromages�de�chèvre�ou�pour�des�fromages�à�base�de�lait�de�chèvre�et�de�brebis�comme�la�

#�	��(Georgala��	���.,�2005),�le�$����	/��(Saldo��	���.,�2003),�le���?������(Calvo��	��l.,�2007),�le�

0����
(�������(Franco��	���.,�2003)�et�pour�d'autres�fromages�de�chèvre�espagnols�au�lait�cru�au�

début�de�leur�affinage�(Fresno��	���.,�1996�;�Buffa��	���.!�2004).�Il�est�remarquable�que�la�perte�

d'eau�soit�la�plus�prononcée�pendant�les�40�premiers�jours�d'affinage�du���������,�tout�en�restant�

relativement� limitée.�La�cause�principale�est�due�à� l'humidité�relative�élevée�(85�95�%)�dans�la�

grotte�d'affinage�du���������.�De�plus,� l'outre�de�chèvre�servant�d’enceinte�d'affinage�peut�être�

considérée� comme� une� enceinte� d'affinage� type,� qui� évite� l'évaporation� rapide� de� l'eau� à� la�

surface�du���������.�����

Comme�il�est�attendu,�l'évolution�du�taux�d'humidité�est�dépendante�simultanément�de�la�période�

d'affinage�et�du�lot�de�production.�

�

A.9.7.9.8� ,��/������	� ����������

Le�taux�de�matière�grasse�par�rapport�à�la�matière�sèche�dans�les�fromages����������représente�

approximativement�43,46�%,�42,24�%�et�43,47�%�respectivement�pour�les�trois�lots�A,�B�et�C,�à�

60�j�d'affinage.�Ces�valeurs�sont�inférieures�à�celles�observées�pour�d’autres�fromages�de�chèvre�

(Franco��	���.,�2001).�Il�n'existe�pas�de�différence�significative�(�L�F!FC)�pendant�l'affinage�du�lot�
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B.�Une� légère�augmentation�(p�<�0,05)�est�notée�pour� les�deux� lots�A�et�C.�Cependant,� il� faut�

signaler� que� la� composition� de� la� matière� grasse� évolue,� ceci� en� raison� de� la� lipolyse� qui�

intervient�au�cours�de�l'affinage�(��������	����A.7.7).���

�

A.9.7.9.A� ,��/����)����

Comme�le�montre�le�Tableau�17,�le�taux�de�NaCl�varie�considérablement�d'un�lot�de�production�

à�un�autre�(��K�F!FC),�avec�des�valeurs�minimales�enregistrées�pour�le�lot�B�(25,67�g�NaCl.�Kg�1�

fromage)�à�40�j�d'affinage.�Ces�variations�nettes�sont�probablement�dues�à�la�méthode�de�salage�

pratiquée.�Comme�les�fromages�de�lactosérum�sont�individuellement�salés�par�saupoudrage�des�

cristaux�de�sel�à�sec,�il�est�fort�possible�qu'ils�ne�reçoivent�pas�la�même�quantité�de�sel.�De�plus,�

le�degré�de�pénétration�de�sel�dans�les�fromages����������n'est�pas�uniforme�et�la�diffusion�du�sel�

des�fromages�de�lactosérum�vers�le����������n'est�pas�contrôlée.�Il�est�important�de�noter�que�le�

taux�de�NaCl�dans�les�différents�lots�de�production�du����������est�non�homogène�à�cause�de�la�

méthode�de�salage�à�la�louche�qui�est�pratiquée.�La�non�uniformité�de�la�forme�et�de�la�taille�des�

fromages� artisanaux,� ainsi� que� la� méthode� de� salage� pratiquée,� expliquent� les� différences�

observées�entre�les�teneurs�en�sel�dans�les�fabrications�artisanales�(Park,�2001).���

�

Il�faut�rappeler�que�le�salage�des�fromages�est�une�étape�clé�de�la�production,�dont�les�effets�sont�

multiples:� contribuer� directement� à� la� flaveur� des� fromages,� contrôler� la� prolifération� des�

bactéries� "levains"� et� "non� levains",� régulariser� l'activité� des� enzymes� et� faciliter� la� synérèse�

(Morris��	���.,�1985).��

�

A.9.7.9.C� ,��/�������	������

Les� taux� de� protéines� (azote� total� x� 6,38),� exprimés� en� fonction� du� taux� de� la�matière� sèche�

n'évolue�pas�considérablement�au�cours�de�l'affinage�du���������.�Les�teneurs�en�protéines�des�

deux� lots�A� et�C� sont� significativement� plus� élevées� que� celles� du� lot� B� à� tous� les� stades� de�

l'affinage� (��K� F!FC).� A� la� fin� de� la� période� d'affinage,� les� taux� de� protéines� sont� légèrement�

supérieures�à�celles�de�la�littérature�pour�le�fromage�0����
(�������(Franco��	���.!�2003)�et�sont�

similaires�à�celles�d'un�fromage�de�chèvre�artisanal�à�pâte�mi�dure�(Calvo��	���.,�2007).��

�

��

�
�
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4.1.2.2� Evolution�des�fractions�azotées��

L'application�du�test�(���aux�résultats�des�fractions�azotées�du����������au�cours�de�l'affinage�

montre� des� différences� significatives� (�� K� F!FC)� (Tableau� 18).� La� période� d'affinage� est� le�

facteur�principal�affectant�les�indices�de�protéolyse�(ANC,�ANP)�du���������.�La�fraction�ANC�

est�utilisée�avec�la� fraction�ANP�pour�déterminer� la�nature�de�la�protéolyse.�L'ANC�donne�des�

informations� sur� l'activité� des� protéinases� et� caractérise� l'affinage� ��� �������� (dégradation� des�

caséines�vers�des�fragments�solubles�dans�l'eau),�alors�que�l'ANP�est�lié�à�l'activité�des�peptidases�

et�caractérise�l'affinage�dans�sa������������(dégradation�de�l'ANC�vers�des�fragments�plus�petits)�

(Puhan�et�Steffen,�1967).�

�

Tableau�18.�Valeurs�moyennes�±�déviation�standard�des�fractions�azotées�pour�trois�lots�de�

production�de����������(A,�B�et�C)
x
�jusqu'a�60�jours�d'affinage,�n=3�

�
Fractions�� � 20�jours� � � ����������������40�jours� � ���� �������� �������������60�jours� �

azotées� __________________________________� __________________________________��________________________________�

� � ���������� A� ���������B� ����������C� � ������A� �� �B� ���� C� � A� ��� B� ���� �C� �
____________________________________________________________________________________________________________________
� � �

NT�(%�MS)� 6,54±0,16d���5,05±0,21a���6,04±0,12bc����������6,55±0,02d���5,79±0,20b���6,17±0,05c� �����������6,69±0,14d����5,98±0,08bc��7,67±0,18e�

�

ANC�(%�NT)��8,95±0,24a��13,16±0,50b���8,80±0,50a� 16,70±0,82cd���15,90±0,43c��17,12±0,35de��������17,79±0,18e���21,96±0,20g��20,14±0,52f

� �

ANP�(%�NT)���7,70±0,45a�11,30±0,24b���8,01±0,44a� 13,89±0,08d����13,10±0,41c����12,59±0,38c� 14,03±0,17d18,24±0,17f���16,49±0,51e�

____________________________________________________________________________________________________________________�
xA,�B�et�C�à�intervalles�de�20�jours,�
n�:�nombre�de�répétitions,� �
a,�bValeurs�moyennes�dans�le�même�rang�avec�des�exposants�différents�sont�significativement�
différents�(��K�F!FC),�
NT�:�azote�total�;�MS�:�matière�sèche�;�ANC�:�azote�non�caséinique�;�ANP�:�azote�non�protéique�

�

Les�valeurs�de�l'azote�total�des�trois�lots�de�production�du����������varient�de�5,05�%�à�7,67�%�

(Tableau� 18).� Les� valeurs� de� l'ANC� et� de� l'ANP� augmentent� significativement� et� de� façon�

similaire� (�� K� F!FC).� Nos� valeurs� enregistrées� pour� les� différents� indices� de� protéolyse� sont�

supérieures� à� celles� rapportées� dans� la� littérature� pour� d'autres� fromages� de� chèvre,� comme�

l'
������(Fresno��	���.!�1997),�le�-����	�?��(Carballo��	���.,�1994)�et�le�0����
(�������(Franco�

�	���.,�2003).�

Les�fractions�azotées�des�deux�lots�A�et�C�ne�sont�pas�significativement�différentes�(�L�F!FC)�au�

niveau� de� leur� évolution� à� 20� j� d'affinage.� Les� valeurs�moyennes� de� l'ANC� de� ces� deux� lots�

doublent�de�20�à�40�j�d'affinage�(respectivement�8,95�%,�16,70�%�;�8,80�%,�17,12�%)�avec�peu�de�

variation�entre�40�et�60�j�d'affinage.�Une�évolution�quasi�similaire�est�observée�pour�les�valeurs�

de�l'ANP�des�deux�lots�A�et�C.���
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A�20�j�d'affinage,�les�valeurs�de�l'ANC�et�de�l'ANP�du�lot�B�sont�respectivement�de�13,16�%�et�

11,30�%,�supérieures�à�celles�des�deux�lots�A�et�C.�En�comparant�le�fromage����������avec�des�

quantités� réduites�de� sel�et� le���������� avec�des�quantités�de� sel� traditionnelles� (Pavia��	���.,�

1999),�ce�dernier�présentait�des�valeurs�plus�élevées�d'ANC.�On�sait�que�le� taux�de�NaCl�et� la�

méthode� de� salage� pratiquée� affectent� la� protéolyse� ;� des� taux� élevés� de�NaCl� sont� liés� à� une�

protéolyse�retardée�(Park,�2001).�Il�est�clair�que�la�protéolyse�a�été�retardée�pour�les�deux�lots�A�

et�C�pendant�les�20�premiers�jours�d'affinage.�

�

A�40�j�d'affinage,�la�protéolyse�est�plus�prononcée�pour�les�trois�lots�de�production�du����������

A,� B� et� C.� Ceci� semble� être� dû� à� l'équilibre� entre� les� taux� d'humidité� et� de� NaCl.� Le� taux�

d'humidité� est� aussi� considéré� un� facteur� affectant� le� degré� de� protéolyse� ;� des� taux� élevés� de�

NaCl�et�des�taux�bas�d'humidité�pourraient�justifier�l'activité�protéolytique�basse�observée�dans�

des� fromages� artisanaux� (Calvo��	� ��.,� 2007).�Ces� deux� conditions� observées� avec� le� lot�B� en�

comparaison�avec�les�deux�lots�A�et�C�peut�expliquer�la�protéolyse�plus�avancée�en�B.�����

4.1.3�Fractions�lipidiques�du����������au�cours�de�l'affinage�

4.1.3.1� Classes�de�lipides�totaux�

La� composition� en� classes� des� lipides� totaux� (lipides� neutres� et� lipides� polaires)� de� la�matière�

grasse� du� ��������� extraite� selon� la� méthode� de� Folch� �	� ��.� (1957)� a� été� analysée� par�

chromatographie�sur�couche�mince�couplée�à�un�détecteur�à�ionisation�de�flamme�(Iatroscan®).�

�

�
Figure� 14.� Classes� de� lipides� totaux� de� la� matière� grasse� du� ��������� extraits� par� la�

méthode�de�Folch��������(1957)�et�déterminées�par�Iatroscan
®
,������������	������������������,�

LN�:�lipides�neutres,�LP�:�lipides�polaires�

LN�98,23�%�

LP�1,77�%�
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Les�résultats�montrent�que�la�teneur�moyenne�en�lipides�neutres�est�majoritaire�dans�les�trois�lots�

de�production�A,�B�et�C�qui�en�contiennent�respectivement�97,41�%,�97,61�%�et�97,95�%,�contre�

seulement� 2,59� %,� 2,39� %� et� 2,05� %� pour� les� lipides� polaires.� Il� est� évident� que� les� lipides�

neutres�constituent�la�majeure�partie�de�la�matière�grasse�du����������(Figure�14)�;�environ�98�%�

des�lipides�du�lait�sont�en�effet�des�lipides�neutres�(Haenlein�et�Wendorff,�2006).�

�

Par�ailleurs,�au�sein�de�chaque�lot�de�production�du����������A,�B�et�C,�les�valeurs�moyennes�des�

lipides� neutres� augmentent� légèrement� mais� progressivement� en� fonction� de� la� période�

d'affinage,�soit� respectivement�96,67�%,�97,34�%�et�98,23�%�;�96,66�%,�97,55�%�et�98,62�%�;�

97,89�%,�96,85�%�et�99,12�%,�contre�une�diminution�des�proportions�des� lipides�polaires,� soit�

3,33�%,�2,66�%�et�1,77�%�;�3,34�%,�2,45�%�et�1,38�%�;�2,11�%,�3,15�%�et�0,88�%�(Figure�15).�

�
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Figure�15.�Proportions�de�lipides�neutres�et�polaires�(%)�de�la�matière�grasse�du����������

extraite�par�Folch������.�(1957),�pour�trois�lots�de�production�(A,�B�et�C),�après�20,�40�et�60�j�

d'affinage;�LN�:�lipides�neutres,�LP�:�lipides�polaires��

�

�

Cette� diminution� de� la� proportion� des� lipides� polaires� peut� s’expliquer� par� l'augmentation�

relative�du�taux�de�lipides�neutres�(triacylglycérols�et�acides�gras�libres)�avec�le�temps�d'affinage�

(��������	����C.7.7)�et�surtout�celle�des�acides�gras�libres,�indicateurs�de�la�lipolyse�de�la�matière�

grasse�au�cours�de�l'affinage�de�la�plupart�des�fromages�(Perotti��	���.!�2005�;�Yadav��	���.!�2007).�

Production�A� Production�B� Production�C�

3,33� 2,66� 1,77� 3,34� 2,45� 1,38� 2,11� 3,15� 0,88�

96,67�97,34�98,23� 96,66� 97,55� 98,62� 97,89� 96,85�99,12�
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De�plus,�les�lipides�polaires�notamment�les�phospholipides�se�rencontrent�dans�toutes�les�cellules�

vivantes�car�ils�sont�des�constituants�indispensables�des�membranes�biologiques.�L'autolyse�des�

bactéries� lactiques� se� traduisant� par� la� libération� des� enzymes� intracellulaires� (en� particulier�

depeptidases)� au� cours� de� l'affinage� des� fromages,� est� susceptible� de� conduire� à� une�

intensification�du�développement�de�l'arôme�du�fromage�(Kawabata��	���.,�1997).�

4.1.3.2� Indice�d'acide�et�composition�en�acides�gras�

Traditionnellement,� la� discussion� sur� la� lipolyse� des� fromages� est� basée� sur� la� mesure� des�

concentrations� des� acides� gras� libres� (qui� sont� une� indication� du� degré� de� la� lipolyse)� à� une�

période�déterminée�de�l'affinage.�Dans�le�cas�de�notre�étude,�les�acides�gras�libres�n'ont�pas�été�

séparés�des� triacylglycérols,� et� les� esters�d'acides�gras�méthylés�obtenus� par� la�méthode�de� tri�

fluorure�de�bore� �avec�du�méthanol� sont�donc�une� indication�du�mélange� formé�par� les�acides�

gras�libres�et�les�acylglycérols.�

�

Les�valeurs�de�l'indice�d'acide�de�la�matière�grasse�augmentent�progressivement�jusqu'à�60�jours�

d'affinage�(Tableau�19).�Des�différences�significatives�(��K�F!FC)�sont�observées�au�niveau�de�la�

période�d'affinage�et�non�entre�les�trois�lots�de�production�A,�B�et�C�(�L�F!FC).�A�60�jours,�les�

valeurs� moyennes� finales� de� l'indice� d'acide� varient� entre� 5,61� et� 5,98� mg� KOH.g�1� matière�

grasse.�Des�résultats�similaires�ont�été�observés�pour�le�fromage�,�����Turc�fabriqué�à�partir�de�

lait�cru�de�chèvre�(Yilmaz��	���.!�2005).�

Les� résultats� montrent� que� le� ��������� subit� une� légère� lipolyse� au� cours� de� l'affinage.� La�

dégradation� des� lipides� dans� les� fromages� pendant� l'affinage� est� catalysée� par� la� LPL�

(lipoprotéine�lipase�indigène�du�lait)�et�par�les�lipases�microbiennes.�La�LPL�est�active�à�des�pH�

entre� 8,0� et� 9,0� et� à� des� températures� entre� 35� et� 40� °C� et� elle� est� inhibée� par� du� NaCl�

(Vlaemynck,�1992).�Les�valeurs�de�ces�paramètres�dans�le�fromage����������sont�donc�loin�des�

conditions�optimales�de�la�LPL.�

La�combinaison�d'un�pH�bas�et�d'un�taux�élevé�de�sel,�des�conditions�observées�dans�le����������

au� cours� de� l'affinage,� sont� des� facteurs� inhibiteurs� de� la� lipolyse� liée� au� développement�

microbien�(Downey,�1980).�

Les� acides� gras� sont� des� éléments� essentiels� au� développement� des� arômes� des� fromages.� Les�

différences�dans�les�proportions�en�acides�gras�sont�responsables�du�développement�des�arômes�

dans�les�différentes�variétés�de�fromages�(Califano�et�Bevillacqua,�2000).�

�

�
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La� composition� en� acides� gras� exprimés� en� pourcentage� des� lipides� totaux� du� ��������� est�

présentée�dans�le�Tableau�19.�

�

Tableau�19.�Composition�en�acides�gras�(%)�des�lipides�totaux�du���������
x
�extraits�selon�

la�méthode�Soxhlet�(AOAC,�1990)�jusqu'à�60�jours�d'affinage,�n=3�

�
��� � � � 20�jours� � � � ��������40�jours� � � � �����������60�jours� � � �
� � __________________________________�������________________________________������___________________________�

� � � � � A� � B� � C� �� A� � B� � C� � � A� � B� � C
� �
____________________________________________________________________________________________________________________�

�
Indice�d'acidey� 3,17±0,26a�����3,45±0,13a������3,36±0,00a�����4,86±0,26b������4,30±0,13b������5,61±0,22c������5,61±0,45c�����5,70±0,13c������5,98±0,52c�

�
C6:0� � � 3,35±0,24b�����3,66±0,34b������0,99±0,16a�����3,54±0,55b�����4,91±0,84c�������1,01±0,29a������4,01±0,39b������4,10±0,06bc�����1,06±0,18a� � �

�
C8:0�� � 3,90±0,19b������4,23±0,39bc������2,18±0,02a�����4,20±0,51bc���5,43±0,71d�������2,14±0,21a�����4,76±0,29cd����4,66±0,05c������2,06±0,14a� � �

�
C10:0� �����������12,18±0,69b���12,89±0,77bc����8,51±0,39a�13,40±1,25bcd���15,81±1,57e����8,50±0,53a����14,89±0,61de���14,06±0,27cd���8,15±0,17a�

�
C12:0� � 4,47±0,21bc����4,37±0,19b������3,33±0,15a���4,94±0,25cd���5,01±0,48d�������3,62±0,24a���������5,05±0,09d������4,59±0,1bcd� 3,54±0,07a�

�
C14:0� � 10,22±0,29ab�10,84±0,27abc�10,09±0,30ab�10,79±0,18abc��11,85±1,41c����10,83±0,54abc�11,11±0,20bc��10,87±0,09abc��9,75±0,09a

� �
C16:0� � 25,72±0,15���26,16±0,71����29,35±0,60����25,93±0,89� 27,60±3,79�����28,94±0,34����26,09±0,49������25,40±0,27���27,91±0,29�

�
C18:0� � 15,18±0,68b��13,41±0,53a��18,26±0,45c��13,95±0,54ab�����13,68±1,87ab���18,28±0,98c����12,72±0,31a���12,73±0,15a��17,48±0,39c�

�
C18:1� � 20,99±0,67bcd�20,81±0,56bcd�22,67±1,82bcd�19,47±1,15bc�12,97±7,76a�24,46±1,03cd���17,82±0,61ab����19,08±0,27bc��25,47±0,58d�

�
C18:2� � 2,04±0,14abc��1,79±0,08abc����2,42±0,31bc����1,96±0,08abc����1,41±0,30a�����1,52±0,65a����1,90±0,14abc�����1,76±0,02ab��2,48±0,52c�

�

C18:3� � 1,05±0,04b� ���0,91±0,04ab������2,17±0,05c����0,95±0,04b� ��0,89±0,11ab���0,70±0,28a����0,90±0,00ab����0,83±0,02ab�2,09±0,05c�

_____________________________________________________________________________________________�
xTrois�lots�de�production�de����������(A,�B�et�C)�à�intervalles�de�20�jours,�
n�=�nombre�de�répétitions,�
yIndice�d'acide�exprimé�en�mg�KOH.�g�1�matière�grasse,�
a,�bles�valeurs�moyennes�dans�le�même�rang�avec�des�exposants�différents�sont�significativement�
différents�(��K�F!FC)�

�
�

La� teneur� en� acides� gras� à� courtes� chaînes� a� un� impact� significatif� sur� le� développement� des�

arômes� caractéristiques� du���������.� Le� pourcentage� de� ce� groupe� d'acides� gras� (C6:0�C8:0)�

augmente� légèrement� au� cours� de� l'affinage� pour� les� deux� lots� A� et� B,� mais� demeure�

approximativement� constant� pour� le� lot� C� (Figure� 16).� Les� acides� gras� à� courtes� chaînes�

représentent�approximativement�8,77�%,�8,68�%�et�3,12�%�du�total�des�acides�gras,�ceci�pour�les�

trois�lots�A,�B�et�C�à�60�jours�d'affinage.��

�

�
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Figure�16.�Pourcentages�des�acides�gras�à�chaînes�courtes�(C6:0%C8:0),�moyennes�(C10:0%

C14:0)� et� longues� (C16:0%C18:3)� pour� trois� lots� de� production� de���������� (A,� B� et� C),�

après�20,�40�et�60�jours�d'affinage;�j�:�jours�

�

La�proportion�des�acides�gras�à�chaînes�moyennes�(C10:0�C14:0)�augmente�entre�20�et�60�jours�

d'affinage�et�représente�approximativement�31,04�%�et�30,13�%�du�total�des�acides�gras�pour�les�

lots�A�et�B,�contre�seulement�21,44�%�pour� le� lot�C,�qui�demeure�cependant�à�un�pourcentage�

relativement�élevé.�

Les� acides� gras� à� longues� chaînes� (C16:0�C18:3)� constituent� le� groupe� dominant.� Les�

pourcentages�de�ce�groupe�d'acides�gras�pour�les�lots�A�et�B�représentent�respectivement�62,22�

%�et�60,01�%�du�total�contre�des�valeurs�atteignant�75�%�pour�le�lot�C�à��60�jours�d'affinage.��

Les� pourcentages� des� acides� C6:0,� C8:0,� C10:0� et� C12:0� pour� les� lots� A� et� B� sont�

significativement�plus�élevées�(��K�F!FC)�que�pour�le�lot�C�au�cours�de�l'affinage.�Cette�tendance�

reflète�une�activité�lipolytique�faible�pour�le�lot�C.�Des�teneurs�plus�faibles�du�groupe�des�acides�

gras�à�courtes�chaînes�ont�été�observées�pour�le� fromage������	��au�cours�de�l'avancement�du�

stade�de� lactation�(Soryal��	���.,�2004).�L’un�des�aspects� les�plus� intéressants�du� lait�des�petits�

ruminants�est� la�nature�de�leur�matière�grasse.�Les�laits�de�chèvre�et�de�brebis�ont�une�matière�

grasse� riche� en� triacylglycérols� à� chaînes� moyennes� (6� à� 10� atomes� de� carbone).� Les� acides�

caproïque,� caprylique� et� caprique� sont� considérés� comme� caractéristiques� des� laits� des� petits�

Production�A� Production�B� Production�C�
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ruminants.�L'acide� caprique� (C10:0)� est� l'acide� gras�principal�de� ce� groupe.�Nos� résultats� sont�

concordants�avec�ceux�rapportés�pour�le�fromage�0����
(�������(Franco��	���.,�2003).�

��

Les�valeurs�moyennes�de�l'acide�myristique�(C14:0)�pour�les�lots�A,�B�et�C�sont�respectivement�

de�11,11�%,�10,87�%�et�9,75�%�du�total�des�acides�gras�identifiés�à�60�jours�d'affinage.��

�

�Les�pourcentages�des�acides�gras�à�longues�chaînes�pour�les�trois�lots�sont�supérieurs�à�ceux�des�

acides�gras�à�chaînes�moyennes.�L'acide�palmitique�(C16:0)�est�l'acide�gras�majeur�(~�25�27�%�

du�total)�et�n'a�pas�changé�significativement�(�L�F!FC)�au�niveau�de�la�production�et�de�l'affinage.�

Les�proportions�des�acides�stéarique�(C18:0)�et�oléique�(C18:1)�pour�les�lots�A�et�B�à�60�jours�

d'affinage�sont�respectivement�de�12,72�%,�17,82�%�et�12,73�%,�19,08�%,�contre�17,48�%,�25,47�

%�pour�le�lot�C.�Les�acides�palmitique�et�oléique�sont�les�acides�gras�dominants�dans�toutes�les�

variétés�de�fromages�(Najera��	���.!�1993).�A�part�leur�importance�quantitative,�ces�acides�gras�ne�

contribuent�pas�à�la�flaveur�des�fromages,�comme�c'est�le�cas�des�acides�gras�à�chaînes�courtes,�

mais�ils�affectent�notamment�le�corps�et�la�texture�du�fromage.��

�

Ce�groupe�d'acides�gras� (C16:0,�C18:0,�C18:1)�est� le�plus�abondant�au� cours�de� l'affinage�des�

fromages,�comme�dans� le�,������ fabriqué�à�partir�d'un�mélange�de� lait�de�chèvre�et�de�brebis�

(Mallatou��	���.!�2003)�et�de�la�#�	�� traditionnelle�à�partir�d'un�mélange�de�lait�de�chèvre�et�de�

brebis� (Georgala� �	� ��.!� 2005).� Les� acides� gras� suivants� (C10:0,� C14:0,�C16:0,� C18:0,� C18:1)�

représentent�plus�de�75�%�du�total�des�acides�gras�des�laits�de�chèvre�et�de�brebis�(Park��	���.,�

2007).��

�

A� noter� que� le� degré� de� lipolyse� varie� considérablement� entre� les� différentes� variétés� de�

fromages.� Ainsi,� les� fromages� de� chèvre� (De� la� Fuente� �	� ��.,� 1993)� et� les� fromages� Danois�

(Walstra� �	� ��.!� 1993)� ont� des� activités� lipolytiques� faibles.� Cependant,� la� lipolyse� dans� les�

fromages�bleus�et�des�fromages�Italiens�à�pâte�dure�(Gripon,�1993)�est�intense�et�essentielle�au�

développement�des�arômes.�La�lipolyse�peut�aussi�affecter�négativement�la�flaveur�des�fromages�

(goût� rance)�par� la�production�d'une�quantité� importante�d'acides�gras� libérés�par� l'action�de� la�

LPL�(Grappin�et�Beuvier,�1997).���

�

Au�cours�de� l'affinage�du���������,� la� lipolyse�pourrait� être�due� à� la� libération�de� la�LPL�qui�

demeure� toujours� active� dans� le� lait� cru.� Les� lipases� d'origine� microbienne� dérivent�

essentiellement�des�bactéries�présentes�dans�le�fromage�et�qui�possèdent�une�activité�lipolytique.�
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L'effet� inhibiteur�des� sels� (comme� le�NaCl)� sur� la� lipolyse�du� fromage���������� a�été�étudié�

(Pavia� �	� ��.!� 2000).� Cette� observation� est� à� rappeler� à� propos� de� l'affinage� des� trois� lots� de�

production�A,�B�et�C�du���������,�où�l’on�a�vu�que�les�taux�de�NaCl�diffèrent�fortement.�

���

Les� conditions� particulières� de� production� du� ��������� (présure� artisanale� à� forte� activité�

lipolytique� non� utilisée)� et� celles� de� l'affinage� (10�12� °C)� ne� favorisent� pas� une� activité�

lipolytique�intense.�Cependant,�le�degré�de�lipolyse�du�lot�C�est�nettement�plus�léger�comparé�à�

celui� des� lots�A� et�B.�Ces� différences� pourraient� � s’expliquer� par� le� fait� que� les� acides� gras� à�

courte� chaîne� du� lot� C,� après� avoir� été� libérés� des� triacylglycérols,� subissent� d’autres�

transformations�comme�la�volatilisation�et�l'estérification,�alors�que�les�acides�gras�à�moyennes�

et�longues�chaînes�sont�beaucoup�moins�réactifs.�De�plus,�le�stade�de�lactation�et�le�niveau�initial�

de�lipolyse�dans�les�laits�de�chèvre�destinés�à�la�fabrication�du����������ne�sont�pas�négligeables.��

�

Le�profil�des�esters�d'acides�gras�méthylés�obtenus�par�la�méthode�de�tri�fluorure�de�bore�pour�le�

��������� issu� du� lot� de� production�A� à� 40� jours� d'affinage� est� illustré� dans� la�Figure� 17� ci�

dessous.���

�

�

�

�

�
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�

�

Figure� 17.� Chromatogramme� type� du� profil� des� acides� gras� (%)� des� lipides� totaux� du�

��������� extraits� selon� la� méthode� Soxhlet� (AOAC,� 1990),� ����������� 	� ��  �� ������

������������

(������������	���������	�M�493��JMF!�473��HMF!�483��NMF��	�������	����!�4A3��9FMF!�4C3��97MF!�4J3��9AMF!�4O3�

�9JMF!�4H3��9HMF!�4N3��9HM9!�49F3��9HM7!�4993��9HM8�

�

4.1.4�Composés�volatils�du����������au�cours�de�l'affinage��

4.1.4.1� Caractéristiques�des�molécules�volatiles�standard�

Les� caractéristiques� des�molécules� volatiles� standard� (point� d'ébullition� et� temps� de� rétention)�

sont�illustrées�en�annexe�5.�Le�chromatogramme�des�molécules�volatiles�standard�est�montré�en�

Figure�18�ci�dessous.�
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Figure�18.�Chromatogramme�du�mélange�des�différents�standard�des�composés�volatils�(à�raison�de�5�JL�de�chaque)�fournis�par�

Sigma
®
�
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4.1.4.2� Evolution�des�composés�volatils�

La�méthode�SPME�a�été�utilisée�pour�extraire�les�composés�volatils�du����������au�moyen�d'une�

fibre� constituée� d’un� film� de� divinylbenzène/carboxen/polydiméthylsiloxane�

(DVB/CAR/PDMS)�à�20,�40�et�60�jours�d'affinage.��

En�comparant�les�deux�méthodes�d'extraction�des�composés�volatils,�celle�de�SPME�et�celle�de�

*��������,����pour�trois�fromages�Européens�avec�des�dénominations�d'origine�:�le�$��� ��,�le�

���������et�le�+�������,�il�s'est�avéré�que�la�méthode�SPME�est�plus�efficace�pour�l'extraction�

des�composés�volatils�avec�des�points�d'ébullition�moyens�et�élevés,�alors�que�la�méthode�*����

����,����est�plus�efficace�pour�l'extraction�des�composés�très�volatils�(point�d'ébullition�faible)�

(Mallia��	���.,�2005).�Les�taux�de�matière�grasse�et�de�protéines,�le�pH�et�le�taux�d'humidité�d'une�

matrice� complexe� comme� le� fromage� ont� des� effets� significatifs� sur� le� degré� d'adsorption� de�

composés�volatils�(Conrad�Frank�et�al.,�2004).��

��

La� phase� solide� de� la� fibre� constituée� d’un� film� de� DVB/CAR/PDMS,� est� la� meilleure� pour�

adsorber� les� composés� volatils� et� semi�volatils� en� comparaison� avec� les� films� de�

carboxen/polydiméthylsiloxane� (CAR/PDMS)� et� polydiméthylsiloxane/divinylbenzène��

(PDMS/DVB),�plus�efficaces�pour�l'adsorption�des�composés�volatils�de�faible�poids�moléculaire�

(Pillonnel��	���.!�2002).�Les�fromages����������"�	�����(Tavaria��	���.,�2004)�et�,���������à�base�

de� lait�de�brebis� (Pinho��	���.!�2003)�ont�montré�des�profils�aromatiques�plus�complets�avec� la�

fibre�(DVB/CAR/PDMS).��

�

Le�chromatogramme�type�du����������issu�du�lot�A�à�60�jours�d'affinage�est�montré�en�Figure�

19.��

�

�

�
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�
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Figure�19.�Chromatogramme�type�des�composés�volatils�du�fromage���������,������������	�����������������������
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L'étude� de� la� fraction� volatile� du� ��������� montre� la� présence� de� 16� composés� volatils� :� 2�

aldéhydes,� 8� alcools� et� 6� cétones� (Tableau� 20).� Il� est� remarquable� que� les� alcools� et� les�

aldéhydes,�avec�leurs�pourcentages�élevés,�soient�les�participants�essentiels�au�profil�aromatique�

du���������.�Ces�deux�groupes�de�volatils�reflètent�des�notes�florales,�de� fruité,�du�sucré�et�de�

l'alcool�(Marilley�et�Casey,�2004).�La�plupart�des�composés�de�la�fraction�volatile�ont�tendance�à�

augmenter�au�cours�de�l'affinage.�Cependant,�le�1�butanol�et�le�3�méthyl�butanol�ont�tendance�à�

diminuer.�La�diminution�du�3�méthyl�butanol�est�en�concordance�les�travaux�de�Larrayoz��	���.�

(2001)�et�de�Castillo��	���.�(2007).��

�

A.9.A.7.9� �(�������������

Les�aldéhydes�sont�les�produits�de�l'auto�oxydation�des�acides�gras�insaturés�;�l'auto��oxydation�

débute� avec� la� formation� des� hydro� peroxydes� qui� se� dégradent� par� la� suite� en� composés�

hydrocarbonés� et� carbonylés,� comme� ils� pourraient� aussi� dériver� des� acides� aminés� pendant�

l'affinage.� Les� aldéhydes� sont� présents� abondamment� dans� la� fraction� volatile� des� fromages�

#��	���� -����� �:
��	�� (Berard� �	� ��.!� 2007)� et� ��?������ (Castillo� �	� ��.!� 2007).� � Ils� sont�

considérés� comme� composés� aromatiques� clés� dans� quelques� variétés� de� fromages� (Bosset� et�

Gauch,� 1993).� Les� aldéhydes� ne� s'accumulent� pas� dans� les� fromages� car� ils� sont� rapidement�

convertis�en�alcools�ou�en�acide�correspondant.��

�

L'octanal� et� le�3�méthyl� butanal� sont� les�deux�aldéhydes� identifiés�dans� la� fraction�volatile�du�

��������.�Le�3�méthyl�butanal�avec� les�pourcentages� les�plus�élevés�pour� le� lot�C�au�cours�de�

l'affinage� (45,14�%,� 52,68�%,� 50,20�%),� justifie� ainsi� son� rôle� essentiel� dans� la� formation� des�

arômes�caractéristiques�du���������.�Le�3�méthyl�butanal�résulte�du�catabolisme�de�la�leucine,�et�

pourrait�être�oxydé�soit�en�l'acide�correspondant,�soit�réduit�en�l'alcool�correspondant�(3�méthyl�

butanol).� Il� est� responsable� de� l'odeur� de� malt,� d'huile� et� de� beurre� alors� que� l'octanal� est�

responsable�de�l'odeur�de�vert�et�d'herbe�(Panseri��	���.,�2008).�Il�contribue�considérablement�à�

l'arôme�des�fromages�grâce�à�ses�propriétés�de�synergie�avec�les�alcools�(Seuvre��	���.!�2000).��

�

A.9.A.7.7� �(�����������

Les�alcools�sont�capables�de�former�des�esters�avec�les�acides�gras�libres.�Les�alcools�primaires�

peuvent�être�formés�par� le�métabolisme�du�lactose�ou�par�réduction�des�aldéhydes.�Les�alcools�

secondaires�sont�obtenus�par� réduction�enzymatique�des�cétones�correspondantes� (Molimard�et�

Spinnler,�1996).�La�teneur�élevée�en�alcools�est�due�à�un�environnement�où�le�potentiel�redox�est�

bas�et�à�la�présence�de�réductases�de�la�flore�microbienne�(Mallia��	���.!�2005).�
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Parmi� les� alcools� identifiés� dans� la� fraction� volatile� du���������,� le� 1�phenyl� éthanol,� le� 1�

octanol,� le� 3�méthyl� butanol� et� le� 1�propanol� sont� les� plus� abondants� dans� les� trois� lots� de�

production�A,�B�et�C.� Il� est� clair�que�1es�valeurs�moyennes�du�1�phényl�éthanol� sont� les�plus�

élevées.�Aucune� différence� significative� n'est� signalée� au� niveau� des� lots� de� production,� ni� au�

niveau� du� stade� d'affinage� pour� le� 1�octanol� et� le� 3�méthyl� butanol� (�L� F!FC).� Cependant� ce�

dernier� alcool� primaire� diminue� légèrement� au� cours� de� l'affinage� (��K� F!FC).� La� présence� de�

l'éthanol� à� des� pourcentages� élevés� est� probablement� due� à� la� microflore� naturelle� présente�

initialement� dans� le� lait,� notamment� des� levures,� des� (�������	���� et� des� lactobacilles�

hétérofermentaires,�susceptibles�de�produire�de�grandes�quantités�d'éthanol�par�fermentation�du�

lactose�(Axelsson,�1993)�;�c'est� le�cas�du�fromage���������� (Kaminarides��	���.!�2007).�Les�1�

phényl�éthanol,�1�octanol,�3�méthyl�butanol,�avec�le�1�buatnol�et�le�1�propanol,�sont�détectés�à�

des�pourcentages�élevés�dans�la�fraction�volatile�d'autres�formages�au�lait�cru�(Carbonell��	���.!�

2002� ;� Berard� �	� ��.,� 2007).� La� fraction� volatile� des� fromages� au� lait� cru� contient� des�

pourcentages�élevés�en�alcools�;�la�pasteurisation�a�un�impact�négatif�sur�la�production�d'alcools�

au�cours�de�l'affinage.��

�

La� présence� de� 3�méthyl� butanol� est� une� conséquence� du� métabolisme� des� acides� aminés,�

notamment�la�transamination�et�la�décarboxylation�de�la�leucine�(Leveau�et�Bouix,�1993).�Il�a�été�

rapporté� que� la� diversité� initiale� de� la� flore� influence� l'abondance� de� quelques� composés�

aromatiques� comme� le� 3�méthyl� butanol,� surtout� avec� des� taux� élevés� de� (��	�������� ���	���

(Centeno��	���.!�2002).�De�plus,�comme�la�plupart�des�alcools�résultent�de�l'activité�de�certains�

lactobacilles� (Butzke� �	� ��.!� 1992),� la� présence� de� 3�méthyl� butanol� peut� être� corrélée� à� la�

présence� de� lactobacilles� (Randazzo� �	� ��.!� 2008).� Le� 3�méthyl� butanol� est� présent� dans� le�

fromage�traditionnel�Portuguais����������"�	�����fabriqué�à�partir�du�lait�de�brebis�cru�et�âgé�de�

6�semaines�(Partidario��	���.!�1998).�En�tant�que�descripteurs�de�l'odeur,�le�1�phenyl�éthanol�est�

responsable�de�l'odeur�de�rose�et�de�fleur�(Conrand�Frank��	���.!�2004),� le�3�méthyl�butanol�de�

l'odeur�d'herbe�et�d'huile�(Panseri��	���.!�2008),�et�le�1�propanol�de�l'odeur�de�l'alcool�et�du�sucré�

(Pinho��	���.!�2003).�

�
A.9.A.7.8� �(�����	�����

La�concentration�en�cétones�dans�les�fromages�dépend�de�la�quantité�et�de�la�composition�de�la�

matière�grasse�dans�le�lait�destiné�à�la�fabrication�fromagère�(Banks��	���.!�1992).�Leur�présence�

est� principalement� due� à� l'activité� lipolytique� de� la� microflore� du� fromage.� La� formation� des�

cétones�est�le�résultat�de�l'oxydation�enzymatique�des�acides�gras�libres�et�des�ß�cétoacides�;�leur�
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réduction� en� alcools� secondaires� par� les� réductases� bactériennes� est� considérée� comme� un�

mécanisme� de� défense� des�micro�organismes� contre� la� toxicité� (Molimard� et� Spinnler,� 1996� ;�

McSweeney�et�Sousa,�2000).�Elles�sont�responsables�de�la�note�aromatique�des�fromages�à�pâte�

molle�et�des�fromages�affinés�avec�des�moisissures,�mais�on�les�trouve�aussi�dans�la�plupart�des�

fromages�affinés�à�pâte�mi�dure�et�dure� (Gomez�Ruiz��	���.,�2002).�Elles�sont�plus�abondantes�

dans�les�fromages�traditionnels�fabriqués�à�échelle�artisanale.��

�

La�2�heptanone,�la�2�nonanone�et�la�2�undecanone�sont�les�cétones�les�plus�abondantes�dans�la�

fraction� volatile� du���������.� Les� valeurs�moyennes� de� ce� groupe� de� composés� a� tendance� à�

augmenter�au�cours�de�l'affinage�(��K�F!FC).�La�2�heptanone�a�été�identifiée�en�proportion�élevée�

dans�la�fraction�volatile�des�fromages�*����������(Bellesia��	���.,�2003)�et�#��	����-������:
��	��

(Berard��	���.,�2007).�Les�fromages�*�����������)�������(Ziino��	���.,�2005)�et�0�		��(Panseri��	�

��.,�2008)�contiennent�des�pourcentages�élevés�en�2�nonanone�et�2�heptanone.�

�

Le�diacétyle� (2,3�butanedione)�est�aussi�présent�dans� le���������.� Il�est�métabolisé�par�activité�

bactérienne�en�2�butanone�et�2�butanol�(Urbach,�1993)�qui�sont�présents�dans�la�fraction�volatile�

du���������,� justifiant� ainsi� la� présence� des� bactéries� "non� levains"� (Mallatou� �	� ��.,� 2005� ;�

Berard��	���.,�2007).�La�2�heptanone,� la�2�nonanone�et� le�diacétyle�sont�considérés�comme�les�

arômes�typiques�du�beurre.�La�2�undecanone�est�responsable�de�l'odeur�de�citron,�de�rose�et�d'iris�

;�la�2�pentanone�de�l'odeur�de�fleur�et�de�l'éther�et�la�2�butanone�de�l'odeur�de�l'acétone�(Panseri�

�	���.!�2008).�
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Tableau�20.�Composés�volatils�identifiés�(%)�dans�le�fromage���������
x
�jusqu'à�60�jours�d'affinage,�n=3�

�
Composé�� � � 20�jours� � � � � � � � ���40�jours�� � � � ��� � � ���60�jours�� ��� � � � �
�volatil�� � � _______________________________________� ___________________________________��������______________________________�
� � � � � A� � � B� � C� � ��� � � � A� � B� � C� ������� � � � A� � B� � C� �
_____________________________________________________________________________________________________________________________________�
�

���������

3�méthyl�butanal� 34,75±3,60bc� 2,28±1,47a� 45,14±2,06de� 29,49±7,85b� 28,11±2,24b� 52,68±2,97e� �6,92±1,74a� 41,81±3,72cd� 50,20±3,64e�

Octanal� � � nd� � � 0,81±0,18ab� 0,70±0,13ab� 0,96±0,11ab� 1,39±0,57b� nd� ����� � ��1,50±0,80b� nd� ������ �� 1,02±0,53b�� �
�

������� � � � � � �

2�propanol� � <0,1� � � 14,76±6,31c� nd� � � 0,02±0,00a� nd� � � nd� ������ � ��5,66±1,47b� nd� � � nd�
2�butanol� � � 0,12±0,00a� 1,54±0,62bd� nd� � � nd� � � 0,17±0,05a� nd� ������ � ��2,18±0,00c� nd� � � nd�
1�propanol� � 1,37±0,56�� 2,03±0,64�� 1,64±0,16�� 1,41±0,33�� 1,87±0,28�� 1,54±0,46����� �1,57±0,46�� 1,36±0,18�� 1,60±0,09�
2�pentanol�� � 2,15±2,46�� 0,54±0,23�� <0,1� � � 0,23±0,08�� 0,22±0,02�� 0,06±0,01������ �0,29±0,10�� 0,10±0,00�� nd�
1�butanol� � � 0,77±0,70�� 0,58±0,18�� 0,18±0,02�� 0,43±0,12�� 0,17±0,01�� 0,24±0,02������ �0,18±0,03�� 0,14±0,01�� 0,18±0,02�
3�méthyl�butanol� 6,04±5,46�� 5,50±2,32�� 2,24±0,20�� 4,95±0,33�� 3,00±0,32�� 2,19±0,13������� 2,67±0,38�� 1,49±0,25�� 1,84±0,03��
1�octanol� � � 5,37±0,40�� 10,12±14,43� 12,03±3,16� 21,17±11,23� 7,95±2,06�� 5,26±1,21������ �5,94±0,49�� 13,48±1,52� 7,68±4,26�
1�phényl�éthanol� 15,66±10,07a� 16,13±6,2a� 17,23±0,98a� 16,38±2,83a� 28,66±2,00cd� 13,33±1,89a��� 27,91±1,38bd� 17,23±1,46a�����14,56±1,20a��
� � � � �
��	������ � � � �

2�butanone� � 0,67±0,15�� <0,1� � � 0,16±0,11�� 0,29±0,37�� 0,17±0,05�� 0,31±0,05������� 0,23±0,20���� 0,23±0,06�� 0,28±0,04�
2,3�butanedione�� <0,1� � � 0,20±0,08cf� nd� � � 0,21±0,07df� 0,15±0,05bef� nd� ������� � ��0,12±0,01aef� nd� � � nd�� �
2�pentanone� � <0,1� � � 0,56±0,14b� nd� � � 0,24±0,09a� nd� � � nd� ����� � �0,30±0,10a� <0,1� � � nd�
2�heptanone� � 3,45±2,65�� 1,25±0,37�� 3,12±0,20�� 0,81±0,11�� 3,68±0,75�� 3,57±0,52������� �2,61±0,73�� 2,35±0,16�� 3,80±0,45�
2�nonanone� � 1,09±0,56ab� 1,05±0,42ab� 2,15±0,12cd� 0,74±0,13a� 1,86±0,43bc� 2,76±0,20d������� 4,94±0,53e� 2,42±0,49cd��������2,52±0,30cd�

2�undecanone� � 1,80±0,33a� 1,20±0,41a� 3,41±1,61b� 1,15±0,29a� 1,22±0,25a� 5,66±0,41c���������7,97±0,61d� 5,70±1,48c� 4,24±0,08b

� �
________________________________________________________________________________________________________________________________�
xTrois�lots�de�production�de����������(A,�B�et�C)�à�intervalles�de�20�jours,�
n�=�nombre�de�répétitions,�nd�=�non�déterminé,�
a,�bles�valeurs�moyennes�dans�le�même�rang�avec�des�exposants�différents�sont�significativement�différents�(��K�F!FC)�
�
�
�
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4.1.5�Conclusion��

�
Les�conclusions�partielles�que�l’on�peut�tirer�de�cette�étude�sont�rassemblées�ci�dessous�:�

�

�� (�������������	����������������� ����2��<	����
�����4��������������	������� ����2�

JF�?���	����AO!H8�G3�P��

�� (�� ��������� ��	� �����	������ ���� ���� ���	������� �������!� 	�����	�� ���� ����

������	�	�������������	��������������������:
)���	�����:
)*��������������:���������P��

�� (���������������	���������	����������������������P���

�� (���������������2�����	���	�����������Q����������	����	�������2����������������	����

��		����	����������������	�����������	����6����������	������@�������������������������

����:���������P�

�� *�������6�����	� ����	��������	���!����/����������!����	����������	���/���	�������	��	��

����	������P����8���	������	����!����9
��������	�������	����9
��	��������	��������������

�����6������������	�R	��������������������:��S��������	����	�6��������������.���

�

�

Cette�étude�est�une�première�approche�de�la�caractérisation�du����������au�cours�de�l'affinage.�Si�

ce� fromage� doit� être� qualifié� d'une� dénomination� d'origine,� les� laits� de� chèvre� destinés� à� sa�

fabrication� doivent� être� standardisés,� puis� la� fabrication� et� l'affinage� doivent� être� soumis� à� de�

nombreux� contrôles.� Par� ailleurs,� la� production� du���������� pourrait� être� planifiée� selon� les�

saisons.�Enfin,�les�travaux�de�recherche�doivent�être�poursuivis�et�étendus.��

�
� �

4.2� Caractérisation�microbiologique�du�fromage����������

4.2.1�Introduction�

La� caractérisation� microbiologique� du� fromage� ��������� a� pour� objectif� de� préserver� son�

patrimoine�microbien,� que� ce� soit� pour� la� constitution� d'une� collection� de� souches� ou� pour� le�

maintien�de�la�diversité�écologique�propre�au�terroir�du���������.�

��

�



+����	�	���	������������

�125�

La�signature�microbienne�d'un�fromage�ne�provient�pas�d'espèces�spécifiques�mais�d'un�ensemble�

de� souches� appartenant� à� plusieurs� espèces� et� présentes� à� des� niveaux� différents.� Dans� ce�

contexte,�l'étude�du����������a�débuté�dans�un�premier�temps�par�l'évolution�de�la�proportion�des�

flores�bactériennes��au�cours�de�l'affinage.�

�De�plus,�dans�un�second�temps,�nous�avons�choisi�d'identifier� les�bactéries� lactiques�présentes�

dans� le���������.� Deux� approches� furent� appliquées� ;� la� première� approche� consiste� en� une�

culture�des�micro�organismes�sur�des�milieux�sélectifs,�suivie�d'une�identification�au�niveau�du�

genre�et/ou�de�l'espèce.�La�deuxième�approche,�complémentaire�de�la�première,�est�l'analyse�des�

fragments� d'ADN� extraits� des� souches� bactériennes� contenues� dans� le� fromage� au� moyen� de�

techniques�de�la�biologie�moléculaire,�sans�culture�préalable.�A�cet�effet,�une�image�globale�et�

dynamique�des�communautés�bactériennes�du�fromage����������a�été� réalisée�par� la� technique�

TTGE.�De�plus,� les�suivis�de��.� 	�����������,�".� �������,�".��������et�(�.� ���	��� subsp.� ���	�s�

furent�réalisés�par�la�PCR�classique�et�la�quantification�de��.�	������������et�d'�".����������par�la�

PCR�en�temps�réel.�

4.2.2�Evolution�des�numérations�bactériennes�classiques�au�cours�de�l'affinage�du�

���������

Les�numérations�des�différents�groupes�microbiens�du����������au�cours�de�60�j�d'affinage�sont�

présentées�dans�le�Tableau�21.��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Tableau� 21.� Numérations� bactériennes� (Log� ufc.g
%1
)� des� différents� groupes� � microbiens�

pour�trois�lots�de�production�de����������(A,�B�et�C)
x
�au�cours�de�l'affinage�(DS�=�0,1)�

�
�

Durée�d'affinage�

(j/�
�

�

MRS�

(30�ºC�pour�96�h)�

(Lactobacilles�

mésophiles)�

�

�

MRS�

(42�ºC�pour�48�h)�

(Lactobacilles�

thermophiles)�

�

M17�

(42�ºC�pour�48�h)�

(BL�thermophiles�

forme�coque)�

�

PCA�

(30�ºC�pour�72�h)�

(Flore�aérobie�

mésophile)�

�

�

�

MSA�

(37�ºC�pour�48�h)�

(Microcoques)�
�

�
�
�
�
�

�

Lot�de�production�A�
� � � � � �

20� 10,2e� 7,2c� 8,3e� 9,4c� 6,3� �

40� 10,3e� 7,0c� 7,8d� 9,0c� <1� �

60� 10,4e� 7,1c� 8,4f� 9,1c� <1� �

� � � � � � �

Lot�de�production�B� � � � � � �

20� 7,3c� 6,3b� 7,3b� 8,0b� 6,4� �

40� 7,3c� 5,7a� 6,9a� 7,1b� <1� �

60� 7,2ab� 5,5a� 6,6a� 6,9a� <1� �

� � � � � � �

Lot�de�production�C� � � � � � �

20� 7,4d� 5,5a� 7,4cd� 9,4c� 6,1� �

40� 7,2bc� 6,1b� 6,6a� 8,6bc� <1� �

60�
�

7,1a� 6,0b� 7,3bc� 9,1c� <1� �

xA,�B�et�C�à�intervalles�de�20�j,�
a,�bles�valeurs�moyennes�dans�la�même�colonne�avec�des�exposants�différents�sont�
significativement�différents�(��K�F!FC),�
DS�:�déviation�standard�;�BL�:�bactéries�lactiques��
�
�����������������������������������

� � � � � � � � � � �
Le� dénombrement� de� la� flore� aérobie�mésophile� totale� cultivée� sur�milieu� PCA� est� très� élevé�

pour� les� trois� lots� de� production,� avec� des� valeurs�maximales� à� 20� j� d'affinage� qui� diminuent�

ensuite� jusqu'à� 60� j� pour� le� lot� B� (�� K� F!FC).� La� période� d'affinage� n'a� pas� d'influence�

significative�sur�l'évolution�de�la�flore�aérobie�mésophile�au�cours�du�temps�pour�les�lots�A�et�C�

(�L� F!FC).� Ces� valeurs� moyennes� sont� sensiblement� inférieures� à� celles� de� la� littérature� pour�

d'autres�fromages�de�chèvre�à�base�de�lait�cru�(Mas��	���.,�2002),�mais�beaucoup�plus�élevées�que�

celles�d'autres�fromages,�comme�le�0�	�����et�le�-����	�?��(Alonso�Calleja��	���.,�2002).�

������

Des�niveaux�de�population�élevés�en�bactéries�lactiques�thermophiles,�cultivées�sur�milieu�M17,�

sont� observés� dans� le� ��������.� Les� deux� lots� A� et� C� présentent� la� même� évolution,��

respectivement� 8,3� ;� 7,8� ;� 8,4� et� 7,4� ;� 6,6� ;� 7,3� après� 20,� 40� et� 60� j,� alors� qu'une� diminution�

progressive� et� continue� est� observée� pour� le� lot� B.� Le� fromage� italien� artisanal� ��������
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�:
�������	�,� produit� à� partir� du� lait� de� chèvre� cru,� présente� la�même� caractéristique� que� les�

échantillons�A�et�C.�

�

Pour� les� trois� lots,� les� bâtonnets� prédominent� par� rapport� aux� coques� ;� le� dénombrement� des�

lactobacilles� mésophiles� est� plus� élevé� que� celui� des� lactocoques� thermophiles.� Ceci� reflète�

probablement� l'effet� simultané� des� taux� élevés� de� NaCl� et� des� valeurs� basses� de� pH� que� les�

lactobacilles�tolèrent�davantage�que�les�lactocoques�(Sharpe,�1966).�Les�caractéristiques�physico�

chimiques�particulières�du���������,�valeurs�de�pH�et�taux�de�NaCl,�soutiennent�cette�évolution�

(Serhan��	���.!�2007).��

�

Les� numérations� des� lactobacilles� mésophiles� sont� plus� élevées� que� celles� des� lactobacilles�

thermophiles.�Les�lactobacilles�constituent�la�majorité�des�bactéries�lactiques�'non�levains'�(Non�

Starter�Lactic�Acid�Bacteria)�présentes�dans�la�plupart�des�fromages�(Mannu��	���.,�2000b).� Ils�

sont� connus� comme� étant� le� seul� groupe� microbien� qui� pousse� bien� dans� l'environnement�

"hostile"� présent� dans� l'intérieur� du� fromage,� un� pH� bas,� des� taux� élevés� de� NaCl� et� des�

conditions�d'anaérobiose�(Marino��	���.!�2003).��

�

Les�microcoques�présentent�des�populations�élevées�jusqu'à�20�j�d'affinage,�diminuant�d'environ�

5�unités�log10�jusqu'�à�60�j�d'affinage.�Ceci�est�probablement�en�relation�avec�l'anaérobiose�lors�

de�d'affinage�du����������dans�la�peau�de�chèvre�qui�ne�favorise�pas�la�survie�des�microcoques�

qui� sont� aérobies.� Un� résultat� similaire� a� été� observé� dans� le� fromage� espagnol���������,�

fabriqué�à�partir�du�lait�de�chèvre�cru�à�30�j�d'affinage�(Cogan�et�Rea,�1996).�Les�microcoques�

ont�été�détectés�dans�la�plupart�des�variétés�de�fromage�comme�étant�un�agent�majeur�de�la�flore�

secondaire� (Manolopoulou��	���.,�2003).� �De�plus,� les�microcoques,�sensibles�à�des�pH�acides,�

n'ont� jamais� été� dominants.� Il� a� été� rapporté� en� particulier� que� les� microcoques,� dans� les�

fromages,�sont�impliqués�dans�le�métabolisme�de�la�méthionine�(Sable��	���.!�1997),�tout�en�étant�

des� précurseurs� de� nombreux� composés� sulfurés� qui� participent� à� la� note� aromatique� des�

fromages�bleus�(odeur�d'ail).�Cependant,�le�rôle�des�microcoques�est�limité�lors�de�l'affinage�du�

��������.��������� � � �

4.2.3�Identification� et� caractérisation� des� isolats� de� bactéries� lactiques� issus� du�

���������

Il�convient�de�rappeler�que�l'identification�et�la�caractérisation�des�isolats�de�bactéries�lactiques�

étaient�effectuées,�pour�un�lot�unique�de���������,�et�non�pour�les�trois�lots�A,�B�et�C.����
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Parmi� les� 34� isolats� de� ��������,� les� lactobacilles� et� les� entérocoques� avec� des� niveaux�

d'isolement� respectifs� de� 29,41� %� et� 38,23� %,� sont� les� groupes� dominants� (Figure� 20).� Ces�

résultats�qui�sont�typiques�des�fromages�à�pâte�mi�dure�sont�comparables�à�ceux�de�fromages�de�

chèvre�artisanaux�originaires�d'Espagne�(Fontecha��	���.,�1990).�

��

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
Figure�20.�Différentes�espèces�de�bactéries�lactiques�identifiées�dans�le�fromage����������

�

Parmi�les�streptocoques�lactiques,��.�	������������a�été�isolé.�Un�niveau�d'isolement�de�17,64�%�

(6� isolats)�a�été�mis�en�évidence�pour�ce�groupe�microbien,�qui�a�été�mis�en�évidence�à�14�%�

dans�une� étude�visant� à� caractériser� la� flore� lactique�de�24� fromages� artisanaux� (Cogan��	���.,�

1997).��.�	������������est�le�plus�important�second�levain�après�(�.����	���subsp.����	���(Hols��	�

��.!�2005).�Il�est�associé�dans�les�processus�biochimiques�au�cours�de�l'affinage.�

�

Parmi� les� bactéries� lactiques� en� forme� de� bâtonnets,� dix� isolats� appartiennent� au� genre�

(��	���������� et�plus�précisément�aux�espèces�(�.������	��� et�(�.�����	����.�Cette�espèce� est�

considérée� comme� étant� le� principal� lactobacille� qui� caractérise� l'environnement� laitier.� Il�

prédomine�dans�d'autres�fromages�de�chèvre�comme�l'%�����(Mas��	���.,�2002)�et�le�)��	��������

*��������(Poznanski��	���.!�2004).�Ceci�reflète�la�grande�tolérance�de�(�.�����	�����aux�sels�et�

aux� valeurs� basses� de� pH� qui� sont� des� caractéristiques� communes� de� ces� fromages.� (�.�

����	�����participe�à�la�maturation�des�fromages�(Terzic�Vidojevic��	���.!�2007).�

�

Flore�lactique�identifiée�

������������Bâtonnets�����Coques�

Lactobacilles�
*�(�.������	���
*�(�.�����	�����

Entérocoques�
*�".���������

*�".��������
*�".����������
*�".���������	���

Lactocoques�
*�(�.����	���subsp.����	���

�

�

Streptocoques��
*��.�	������������

�
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Parmi�les�entérocoques�(13�isolats),�".��������,�".�������!�".����������et�".���������	���sont�les�

principales� espèces� identifiées.� Les� entérocoques� dérivent� probablement� de� la� contamination�

d'origine�fécale�du�lait�cru�destiné�à�la�fabrication�fromagère.�Cependant,�ils�ont�été�considérés�

comme� étant� des� groupes� microbiens� résistant� à� des� conditions� défavorables,� comme� le� sel,�

l'acidité,� la� contamination� provenant� de� la� présence� d'animaux� domestiques� dans� la� ferme�

(Mundt,�1986).�Ceci�explique�la�prédominance�des�entérocoques�dans�les�fromages�de�chèvre�à�

base� de� lait� cru� comme� le����	���o� (Marino� �	� ��.,� 2003)� ;� généralement,� ".� �������� et� ".�

��������� sont� les� espèces� d'entérocoques� les� plus� communément� isolées� de� ces� fromages,�mais�

leurs�proportions�varient�en�fonction�de�la�variété�de�fromage.�Ils�pourraient�influencer�l'affinage�

grâce�à�leurs�activités�protéolytiques�et�lipolytiques,�et�par�leur�capacité�à�stimuler�la�production�

d'acide�par�quelques�lactocoques�(Sarantinopoulos��	���.,�2001).��

�

Parmi�les�lactocoques�(14,70�%),�(�.����	���subsp.����	���est�la�seule�espèce�identifiée�(5�isolats).�

Cette�espèce,�fréquente�dans�les�fromages�au�lait�cru,�est�la�seule�espèce�représentative�du�genre�

(Mas��	���.!�2002).�Ceci�est�en�concordance�avec�les�observations�de�Weerkamp��	���.�(1996)�en�

ce�qui�concerne�la�prédominance�de�(�.����	���subsp.����	���dans�les�fromages�au�lait�cru�et�dans�

les�produits�naturellement�fermentés.��

4.2.4�Identification�par�PCR�

4.2.4.1� PCR%TTGE�

La�TTGE�est�une�excellente�méthode�pour�décrire�les�espèces�bactériennes�dominantes�dans�un�

écosystème� laitier.�Cette�méthode�pourra�être�utilisée�pour�différencier� les� fromages�selon� leur�

technologie,� leur� origine� ou� leurs� caractéristiques� régionales.� Les� profils� de� TTGE� pour� les�

écosystèmes� laitiers� sont� relativement� simples� (moins� de� dix� bandes)� par� comparaison� avec�

d'autres�écosystèmes�(sol,�appareil�digestif�…)�(Ogier��	���.!�2002).�

�

Nos�résultats�montrent�que�l'écosystème�bactérien�du����������n'est�pas�aussi�riche,�comme�on�

pouvait� l’attendre� pour� un� fromage� au� lait� cru� (Figure� 21).� L'identification� des� bandes� est�

réalisée�par�comparaison�avec�celles�de�souches�pures�isolées�de��.�	�����������,�".�������,�".�

�������,�(�.�����	����,�(�.������	���et�(�.����	���subsp.���������.��

��

Indépendamment�des�espèces�bactériennes�présentes�initialement�dans�le�lait�cru,�le�profil�TTGE�

a� confirmé� la� présence� de� bandes� associées� à� de� �.� 	�����������,�".� ������,�".� �������,�(�.�
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����	����,�(�.������	���et�(�.� ���	���subsp.���������.�Les�analyses�de�TTGE�de�huit�fromages�

(��������	� fabriqué� à� partir� de� lait� cru,���������	� fabriqué� à�partir� de� lait� pasteurisé,�0���,�

"����	��,����	�,�0������	,�un�fromage�industriel�(France),�et�un�fromage�artisanal�frais�(Ferme�

de�Viltain,� Jouy�en�Josas,� France)� ont�montré� différents� profils� comportant� entre� deux� et� huit�

bandes� par� produit� ;� à� titre� d'exemple,�(�.� ���	��� subsp.� ���	��,� �(�.� ����	����� et�(�������	���

�����	��������sont�les�trois�espèces�bactériennes�identifiées�dans�un�fromage�artisanal,�alors�que�

(�.����	���subsp.����	���et��.�	������������sont�les�deux�espèces�identifiées�dans�le�fromage�0���,�

après�une�courte�période�d'affinage�(Ogier��	���.,�2002).��

�

�
�

�
�

�

Figure� 21.� Résultats� de� la� PCR%TTGE� des� fragments� de� la� région� V3� de� l'ADN� codant�

l'ARN�ribosomique�16S�du����������au�cours�de�l'affinage,�respectivement�à�partir�de�trois�
lots�de��productions�A,�B�et�C�à�intervalle�de�20�j�;��
1�:�Marqueur�de�taille,�2�:��.�	������������DSM�20617T,�3�:�(�.����	���subsp.����������MG1363,�4�:�(�.�����	�����
DSM� 20174T,� 5� :� (�.� �����	��� DSM� 20019T,� 6:� ".� �������� DSM� 20477T,� 7� :� ".� ������� CIP� 55125T,� 8�10� :�
production�A�de����������à�20,�40�et�60�j�d'affinage,�11�13�:�production�B�de����������à�20,�40�et�60�j�d'affinage,�
14�16� :�production�C�de� ���������� à�20,�40�et�60� j�d'affinage,�17� :�Echantillon����������à�J0�de�production,�18� :��
Témoin�H2O�(1

er�contrôle�négatif),�19�:�Témoin�H2O�(2
ème�contrôle�négatif).�

Les�bandes�suivantes�associées�au����������sont�attribuées�à�:��a�:��.�	�����������,��b�:�(�.����	���
subsp.���������,��c�:�(�.�����	����,��d�:�(�.������	��,��e�:�".��������,��f�:�".�������.��
�

Les� analyses�de�TTGE�ont� été�poursuivies� au� laboratoire,� par� le� clonage�des�produits�de�PCR�

puis� leur� séquençage.� La� comparaison� des� séquences� avec� celles� présentes� dans� les� bases� de�

données� a� permis� de� déterminer� la� présence� des� bactéries� suivantes� :� �	�������������

�������	����,�����	���������������	����ou�"����	������	�����et�"���������������.�

Les�staphylocoques�sont�des�bactéries�commensales�des�mammifères�;� ils�sont�une�composante�

normale�de� la� flore�de� la�peau�humaine�et�pourraient�être� responsables�de�plusieurs� infections.�

Parmi� les� staphylocoques� à� coagulase� négative,� � �.� �������	����� est� classé� en� deuxième� rang�

après� �.� ������������ par� rapport� à� sa� fréquence� d'isolement� à� partir� des� cultures� de� sang.� �.�

���������������������������������������������������������������

a%�

%b�

%c�%d�

%e%f�

Sens�de�la��

migration�

�



+����	�	���	������������

�131�

�������	�����est�moins�virulent�que��.�������� ;�il�pourrait�causer�des�septicémies,�des�otites�et�

des�infections�de�l'appareil�urinaire�(Takeuchi��	���.!�2005).�

����	������� ��������	���� est� isolé� à� partir� du� sol,� de� l'eau� fraîche,� des� sédiments�marins,� des�

fèces�humaines,�de�la�flore�cervicale�normale,�des�fromages�fondus�et�du�poisson�fumé�emballé�

sous� vide.� Il� a� été� décrit� comme� un� pathogène� de�moustique.� Il� pourrait� être� responsable� des�

ulcères�de�l'estomac�et�des�abcès.�Il�a�été�associé�à�des�malignités�hématologiques�et�est�capable�

de�produire�une�enzyme,�la�7�dehydroxylase�(Scanlan��	���.!�1994).��

Le� genre� "����	������ y� compris� "����	������ 	����� est� plus� commun� que� le� genre�

0��������	������dans�l'appareil�intestinal�humain�(Schwiertz��	���.,�2000).��

"����������� ����� colonise� l'appareil� intestinal� des� humains� et� des� animaux� à� sang� chaud.�

Plusieurs� souches� d'�".� ����� possèdent� des� gènes� de� virulence� ;� ils� sont� responsables� de� trois�

principales�infections�cliniques�:�diarrhée,�infection�de�l'appareil�urinaire�et�des�méningites.�Il�a�

été�isolé�à�partir�des�fromages�traditionnels�fabriqués�au�lait�de�brebis�cru�(Holko��	���.!�2006).�

4.2.4.2� Analyse�de�!.�����"��������

�
A.7.A.7.9� �*�+�������6���

A�une� température�de�60�°C,� l'amplification�d'une�séquence�nucléotidique�du�gène� lac�Z�de��.�

	������������CNRZ440,�donne�une�bande�de�260�pb�(Furet��	���.!�2004).�Avec��.�	������������

DSM� 20617T,� les� conditions� de� PCR� ont� été� modifiées� ;� la� température� d'hybridation� a� été�

diminuée�de�1�°C,�de�60�à�55�°C.�A�une�température�de�55�°C,�le�couple�d'amorces�St1�St2�serait�

spécifique� de� cette� espèce� bactérienne.� La� recherche� de��.� 	������������ a� été� réalisée� dans� 9�

échantillons� de� ��������� (Figure� 22).� Les� dix� amplifiats� par� PCR� des� fromages� ���������

permettent�d'observer�une�seule�bande�de�260�pb,�résultat�identique�à�celui�de�Furet��	���.�(2004).�

Les�échantillons�de���������,�à�20�j�d'affinage�dans�les�lots�A�(Figure�22,�bande�2)�et�B�(Figure�

22,�bande�5)�et�à�J0�(Figure�22,�bande�11)�ne�donnent�aucune�bande.��

�

�
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�
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�

Figure�22.�Résultats�de� la�PCR�avec� le�couple�d'amorces�St1%St2�pour� la�recherche�de�!.�
����"��������dans�le���������,�
1� :�Marqueur� de� taille� (Smart� Ladder� SF,� de� 100� à� 1000� pb)� ;� 2�4� :� production�A� de���������� à� 20,� 40� et� 60� j�
d'affinage�;�5�7�:�production�B�de����������à�20,�40�et�60�j�d'affinage�;�8�10�:�production�C�de����������à�20,�40�et�
60� j� d'affinage� ;� 11:� Echantillon� ��������� à� J0� de� production� ;� 12� :� contrôle� positif� ;� 13� :� contrôle� négatif� ;�
Température�d'hybridation�:�55�°C�;�Essais�réalisés�en�double�
�
�
A.7.A.7.7� �*�+����	����������

Récemment,�la�PCR�en�temps�réel�s'est�avérée�une�méthode�efficace�pour�quantifier�les�bactéries�

lactiques�dans� les� fromages.� Furet��	���.� (2004)� ont�quantifié��.� 	�����������,�(�.������������,�

(�.� �����,� (�.� ���������,� (�.� ���������,� (�.� acidophilus� et� (�.� johnsonii� dans� les� produits�

laitiers�fermentés.�Cailliez�Grimal��	���.�(2005)�ont�quantifié���������	������dans�des�fromages�

français�à�pâte�molle.��

Dans� notre� cas,� la� PCR� en� temps� réel� a� été� utilisée� pour� quantifier� �.� 	������������ dans� le�

��������.�

Le� couple� d'amorces� St1�St2� a� amplifié� l'ADN� de� �.� 	������������ dans� le� caillé� témoin.� Il�

convient�de�rappeler�que�ce�caillé�est�préparé�à�partir�de�lait�cru�de�vache�réfrigéré�et�conditionné�

à�la�ferme,�puis�pasteurisé�et�emprésuré�(voir�section�8.C.C.8.9.3.�Il�a�été�inoculé�avec�une�culture�

de��.�	�����������.�A�partir�d'une�culture�de��.�	������������contenant�108�ufc.�mL�1,�des�PCR�

en�temps�réel�ont�été�réalisées�avec�de�la�matrice�d'ADN�diluée,�et�avec�de�la�matrice�du�caillé�

dilué.�A�une�température�de�55�°C,�les�résultats�sont�identiques�à�ceux�de�la�PCR�classique.�Les�

profils�électrophorétiques�des�produits�de�PCR,�avec�une�bande�de�260�pb,�sont�montrés�dans�la�

Figure�23.�Vu� la�similitude�des� résultats� (même�rapport�entre� la�quantité�d’ADN�mesurée�par�

PCR�quantitative�et�le�nombre�d’ufc.�mL�1),�les�dilutions�de�l'ADN�sont�prises�en�compte�pour�la�

suite�de�cette�étude.�

���������������������������������������������

260�pb�
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Figure�23.�Profils�électrophorétiques�des�produits�de�PCR�avec�le�couple�d'amorces�St1%St2�
pour�la�recherche�de�!������"��������dans�le�caillé�témoin,�
(A)�1�:�Marqueur�de�taille�(Smart�Ladder�SF,�de�100�à�1000�pb)�;�2�7�:�Dilutions�décimales�successives�du�caillé�;�8�:�
contrôle�négatif�;�
(B)� 1� :� Marqueur� de� taille� (Smart� Ladder� SF,� de� 100� à� 1000� pb)� ;� 2�7� :� Dilutions� décimales� de� l'ADN,�
respectivement�10�1,�10�2,�10�3,�10�4,�10�5,�10�6�;�8�:�contrôle�négatif�;��
Température�d'hybridation�:�55�°C�;�Essais�réalisés�en�double�
�
La�PCR�en�temps�réel�a�été�utilisée�pour�quantifier��.�	������������dans�le���������.�La�relation�

entre�le�logarithme�de�cellules�par�mL�de�réaction�en�fonction�des�valeurs�du�nombre�de�cycles�

(Ct)� obtenus� avec� des� dilutions� décimales� de� l'ADN� extraits� d'une� culture� de��.� 	������������

DSM�20617T�inoculée�artificiellement�à�un�caillé�témoin�est�linéaire�(Figure�24A).�La�limite�de�

détection�est�de�2�ufc�par� réaction� (20�|L)�et� la�magnitude�de� linéarité� est� supérieure� à�3� log.�

L'analyse�des�courbes�de�fusion�a�montré�un�produit�spécifique�amplifié�avec�une�valeur�de�Tm�

de�90�°C�;�aucun�pic�n'est�observé�avec�le�contrôle�(Figure�24C).�

�
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Figure� 24.� (A)� Courbe� étalon�mettant� en� rapport� la� quantité� d'ADN� de�!�� ����"��������

DSM�20617
T
�mesuré�par�Light�Cycler

®
�et� le�nombre�d'ufc.�mL

%1
� ;� (B)�Quantification�des�

dilutions� en� série� de� !�� ����"�������� DSM� 20617
T
� par� Light� Cycler

®
� ;� (C)� Courbes� de�

fusion,�Tm�=�90�°C�
�

A�

B�

C�
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�
Quand�l'ADN�extrait�du����������a�été�utilisé�comme�matrice�pour�quantifier��.�	������������par�

Light� Cycler®,� la� réponse� a� été� obtenue� avec� des� dilutions� décimales� de� la� matrice� de� 10�1,�

montrant�de�même�une�Tm�de�90�°C.�Parmi�les�échantillons�de���������,�seulement�le�lot�B�à�40�j�

d'affinage�et� le� lot�C�à�40�et�60� j�d'affinage�ont�montré� respectivement�des�valeurs�de� (Ct)�de�

32,20�;�30,13�et�28,40.��

�

�

Tableau� 22.� Quantification� de� !�� ����"�������� par� Light� Cycler
®
� dans� les� fromages�

����������

�
�
�
�
�

Lot�de�production�A� � �
20**�� � � � � � � � � � � � <�4�
40� � � � � � � � � � � � � <�4�
60� � � � � � � � � � � � � <�4� � �
�
Lot�de�production�B�
20� � � � � � � � � � � � � <�4� � �
40� � � � � � � � � � � � � <�4� � �
60� � � � � � � � � � � � � <�4� � �
�
Lot�de�production�C�
20� � � � � � � � � � � � � <�4�
40� � � � � � � � � � � � � <�4�
60� � � � � � � � � � � � � 4,2�
�
j0***�� � � � � � � � � � � �������<�4�
*Déviation�standard,�**Période�d'affinage�en�jours,�***Echantillon����������à�j0�de�production��
�

Le� seuil� de�PCR�est� de�104� ufc.� g�1�Darfiyeh� (Tableau�22),� par� comparaison� avec� les� valeurs�

obtenues�par�numération�de��.�	������������dans�le�caillé�témoin.�Ceci�est�en�concordance�avec�

les�travaux�de�Marino��	���.�(2003)�;��.�	������������est�l'espèce�dominante�au�cours�de�toute�la�

période�d'affinage�du�fromage����	�����fabriqué�à�base�de�lait�cru.�Dans�une�étude�sur�différents�

fromages�Européens� artisanaux,��.� 	������������ est� en� revanche�dominante�dans� les� fromages�

frais�et� les�caillés� (Cogan��	���.,�1997).�La�présence�de� cette�espèce� est� surtout� liée�à� son� rôle�

dans�les�processus�biochimiques�qui�se�déroulent�au�cours�de�l'affinage.�Ceci�est�en�concordance�

avec�la�théorie�qui�note�que�la�présence�de�souches�avec�des�caractéristiques�ou�rôles�particuliers�

sont�surtout�liés�à�un�environnement�spécifique.�

Fromages����������
�

�� Log�ufc.�g
%1
�Darfiyeh�
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4.2.4.3� Analyse�de�#��������"�

�
A.7.A.8.9� �*�+�������6���

Le�couple�d'amorce�EM1A�EM1B�a�été�utilisé�dans�les�conditions�de�Cheng��	���.� (1997).�Les�

conditions� de� PCR� n'ont� pas� été�modifiées.� Le� profil� électrophorétique�montre� des� amplifiats�

avec�tous�les�échantillons�de���������� (Figure�25,�bandes�2%10).�Les�bandes�obtenues�sont�de�

658�pb.��

�
�

�
�
�

�

Figure�25.�Résultats�de�la�PCR�avec�le�couple�d'amorces�EM1A%EM1B�pour�la�recherche�
de�#��������"�dans�le���������,�
1� :�Marqueur� de� taille� (Smart� Ladder� SF,� de� 100� à� 1000� pb)� ;� 2�4� :� production�A� de���������� à� 20,� 40� et� 60� j�
d'affinage�;�5�7�:�production�B�de����������à�20,�40�et�60�j�d'affinage�;�8�10�:�production�C�de����������à�20,�40�et�
60� j� d'affinage� ;� 11:� Echantillon���������� à� J0� de� production� ;� 12� :� contrôle� positif� ;� 13� :� contrôle� positif� ;� 14:�
contrôle�négatif,�Température�d'hybridation�:�60�°C�;�Essais�réalisés�en�double�
��
�
A.7.A.8.7� �*�+����	����������

La�quantification�a�été�réalisée�par�Light�Cycler®.�La�relation�entre�le�logarithme�de�cellules�par�

mL� de� réaction� en� fonction� des� valeurs� du� nombre� de� cycles� (Ct)� obtenus� avec� des� dilutions�

décimales�de�l'ADN�extraits�d'une�culture�de�".���������DSM�20477T�inoculée�artificiellement�à�

un� caillé� témoin� est� linéaire� (Figure� 26A).� La� magnitude� de� linéarité� est� supérieure� à� 5� log.�

L'analyse�des�courbes�de�fusion�a�montré�un�produit�spécifique�amplifié�avec�une�valeur�de�Tm�

de�85�°C�(courbes�de�fusion�non�illustrées).�

�

�

�

�

�

�����������������������������������������������
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�
����
�

�
�

Figure� 26.� (A)� Courbe� étalon�mettant� en� rapport� la� quantité� d'ADN� d'#�� ������"� DSM�

20477
T
� mesuré� par� Light� Cycler

®
� et� le� nombre� d'ufc.� mL

%1
� ;� (B)� Quantification� des�

dilutions�en�série�d'�#��������"�DSM�20477
T
�par�Light�Cycler

®
�

�

Pour�la�quantification�en�temps�réel�de�".���������dans�l'ADN�extrait�du���������,�les�résultats�

obtenus� avec� des� dilutions� à� 10�2� de� l'ADN� ont� permis� la� détection� des� concentrations� d'� ".�

��������entre�107�et�109�ufc.g�1�Darfiyeh�(Tableau�23).��

�

A�

B�
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�
�
Tableau�23.�Quantification�d'�#��������"�par�Light�Cycler

®
�dans�les�fromages�����������

�
�
�
�
�

Lot�de�production�A�
20**�� � � � � � � � � � � � 7,88�� � � �
40� � � � � � � � � � � � � 9,42�
60� � � � � � � � � � � � � 7,41�
� �
Lot�de�production�B�
20� � � � � � � � � � � � � 7,23�
40� � � � � � � � � � � � � 8,39�
60� � � � � � � � � � � � � 7,42�
�
Lot�de�production�C�
20� � � � � � � � � � � � � 7,47�
40� � � � � � � � � � � � � 7,18�
60� � � � � � � � � � � � � 8,20�
�
j0***�� � � � � � � � � � � � 7,18�
*Déviation�standard,�**Période�d'affinage�en�jours,�***Echantillon����������à�j0�de�production�
�
�
Il�est�clair�que�l'effet�de�la�population�bactérienne�d'�".���������sur�l'affinage�du����������n'est�

pas�du�tout�négligeable.��

4.2.4.4� Analyse�de�#���������

L'amplification�de�".��������dans�le����������avec�le�couple�d'amorces�DuHiF�DuR�et�selon�les�

conditions� de� Kniff� �	� ��.� (2001),� donne� une� bande� de� faible� intensité� dans� le� lot� A� à� 20� j�

d'affinage�(Figure�27,�bande�2)�et�dans�le�lot�B�(Figure�27,�bande�5%6)�jusqu'à�40�j�d'affinage.�

�

�

�

�

�

�

�

�

Fromages���������� � Log�ufc.�g
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Figure�27.�Résultats�de�la�PCR�avec�le�couple�d'amorces�DuHiF%DuR�pour�la�recherche�de�
#���������dans�le���������,�
1� :�Marqueur� de� taille� (Smart� Ladder� SF,� de� 100� à� 1000� pb)� ;� 2�4� :� production�A� de���������� à� 20,� 40� et� 60� j�
d'affinage�;�5�7�:�production�B�de����������à�20,�40�et�60�j�d'affinage�;�8�10�:�production�C�de����������à�20,�40�et�
60�j�d'affinage�;�11�:�contrôle�négatif�;�Température�d'hybridation�:�57�°C�;�Essais�réalisés�en�double�
�
La�présence�des�entérocoques�dans�le�fromage����������est�en�concordance�avec�leur�présence�

dans� les� fromages� artisanaux� produits� dans� la� région� méditerranéenne� (Franz� �	� ��.!� 1999).�

"�	���������� �������� est� l'espèce� dominante� au� cours� de� l'affinage.� Les� entérocoques� sont�

abondants�dans�les�fromages�produits�dans�de�mauvaises�conditions�environnementales�et�avec�

des� procédures� artisanales� (Alonso�Calleja� �	� ��.,� 2002).�Ceci� confirme� plusieurs� observations�

dans�lesquelles�ils�sont�présents�dans�les�fromages�après�l'affinage,�où�ils�contribuent�à�l'arôme�

typique� du� produit� fini,� à� travers� le� métabolisme� du� citrate� et� leurs� activités� lipolytique� et�

protéolytique�(Cogan��	���.,�1997).�La�présence�d'".��������dans�les�fromages�pourra�provoquer�

des�infections�à�cause�de�leurs�gènes�de�virulence�(Moellering,�1995).��

Les�conditions�d'amplification�d'".��������appliquées�en�PCR�classique�n'ont�pas�été�adéquates�

pour�la�PCR�en�temps�réel.�L'application�de�différents�gradients�de�température�et�de�différents�

gradients�de�MgCl2�n'ont�pas�abouti�;�les�profils�électrophorétiques�après�les�analyses�de�la�PCR�

en�temps�réel�montrent�des�amplifiats�de�différentes�tailles�(figures�non�illustrées).���

4.2.4.5� Analyse�de������������

�
A�une� température�d'hybridation�de�45� °C,� et� dans� les� conditions�de�Corroler��	���.� (1999),� le�

couple� d'amorces� His� 1�His� 2� amplifie� l'ADN� de� (�.� ���	��� subsp.� ���	��� (Figure� 28).� Les�

186�pb�

���������������������������������������������
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résultats� expérimentaux� montrent� que� (�.� ���	��� subsp.� ���	��� est� présente� dans� tous� les�

échantillons�de����������à�l'exception�du�lot�B�à�60�j�d'affinage�et�de�l'échantillon�de����������à�

j0�(Figure�28,�bande7%bande�11).�

�
�
�

�
�

Figure�28.�Résultats�de�la�PCR�avec�le�couple�d'amorces�His�1%His�2�pour�la�recherche�de�
�����������subsp.��������dans�le���������,�
1� :�Marqueur� de� taille� (Smart� Ladder� SF,� de� 100� à� 1000� pb)� ;� 2�4� :� production�A� de���������� à� 20,� 40� et� 60� j�
d'affinage�;�5�7�:�production�B�de����������à�20,�40�et�60�j�d'affinage�;�8�10�:�production�C�de����������à�20,�40�et�
60� j� d'affinage� ;� 11:�Echantillon���������� à� j0� de�production� ;� 12�13� :� contrôle�positif�(�.� ���	��� subsp.����������
MG1363� ;� 14�15� :� contrôle� positif� (�.� ���	��� subsp.� ���	��� CIP� 7056� ;� 16� :� contrôle� négatif� ;� Température�
d'hybridation�:�45�°C�;�Essais�réalisés�en�double�

�

Les�doubles�bandes�de�faible�intensité�(Figure�28,�bande�1%bande�6)�sont�attribuées�à�(�.����	���

subsp.���������,�par�comparaison�à�la�taille�de�la�bande�du�contrôle�positif�de�(�.����	���subsp.�

��������.�Il�est�clair�que�cette�espèce�bactérienne�n'est�pas�dominante.�

�

Des� résultats� négatifs� sont� obtenus� lors� des� analyses� de� PCR� en� temps� réel� pour� essayer� de�

quantifier�(�.� ���	��� subsp.� ���	���dans� le���������� (figures� non� illustrées).� En� se� référant� aux�

recommandations� générales� du� manuel� du� Light� Cycler®,� la� détection� optimale� d'un� produit�

amplifié�ne�peut�pas�excéder�700�pb�;�le�produit�amplifié�par�le�couple�d'amorce�His�1�His�2�est�

de�933�pb�(voir�Tableau�12�de�la�section�8.C.C.�dans�Matériels�et�méthodes).�

(�.� ���	���subsp.����	���et�(�.� ���	���subsp.����������sont� les�deux�espèces�du�genre�(��	�������

les�plus�fréquemment�isolées�dans�les�fromages�traditionnels.�Il�est�intéressant�de�noter�que�(�.�

���	���subsp.����	���est�l'espèce�dominante.�Cette�espèce�est�présente�dans�les�fromages�au�lait�cru�

et� elle� est� associée� aux� pratiques� dans� les� fermes� laitières,� plutôt� qu'à� l'aire� géographique�

d’origine�(Corroler��	���.!�1999).�En�revanche,�les�isolats�de�(�.����	���subsp.����������sont�moins�

fréquents� ;� ils� sont� incapables� de� survivre� dans� la� nature� et� sont� exclusivement� associés� à�

933�pb�
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l'environnement�laitier�(Corroler��	���.,�1998).�(�.����	���subsp.����������est�plus�sensible�au�sel�

que�(�.����	���subsp.����	��.��

4.2.5�Conclusion�

�
Les�conclusions�partielles�que�l’on�peut�tirer�de�cette�étude�sont�les�suivantes:�

�

�� (�� �����������	� ���� ��������	�� �������� ����������� 4���	���������� ����������!�

���	���������� 	�����������!� ���	������ ���	�6���� 	������������ 4������ ��6��3!� ������

�������� ���������� �	� �������6���3� ��	� ��� ������� ����� ������ �:��	���� ��������� ���

�� �����������	�������������		���	����P��

�� (:������	 ������	������������������������������ �:�����������	�����	�	���������� ����

������	��� M�(�.�����	����!�(�.������	��!��.� 	�����������!�".� �������!�".�������!�".�

��������	��!��(�.����	��������.����	����	�(�.����	��������.����������P��

�� �.� 	�����������!� ".� �������!� ".� ������!� (�.� ���	��� �����.� ���	��� �	� (�.� ���	��� �����.�

�����������	��	����	��	���������������������������	�����6������*�+�������6���P��

�� (�����������6���	�����	��������.�	����������������(���	�������
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4.3� Peau�de�chèvre,�enceinte�d'affinage�du�fromage����������:�caractérisation�

microbiologique,�physicochimique�et�qualitative�� �

Nous�avons�tenté,�dans�la�mesure�du�possible�de�caractériser�la�peau�de�chèvre,�en�nous�référant�

aux�travaux�réalisés�dans�le�domaine�de�la�tannerie�en�Inde,�où�l'on�transforme�les�peaux�pour�en�

faire�du�cuir.�A�cet�effet,�des�morceaux�de�peau�de�chèvre�issus�des��������de�chaque�production�

de� fromage� ��������� ont� été� caractérisés� du� point� de� vue� microbiologique� (numérations�

bactériennes� classiques),� physico�chimique� (taux� d'humidité� et� taux� d'azote� total)� et� qualitatif�

(chute�de�poils�et�odeur�de�putréfaction).��

4.3.1�Numérations�bactériennes�classiques�

Les�valeurs�moyennes�du�dénombrement�bactérien�sur�de�la�gélose�nutritive�des�trois��������A,�B�

et�C�au�cours�de�60�j�d'affinage�sont�présentés�au�Tableau�24.�

�

�
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Tableau�24.�Numérations�bactériennes�(ufc.g
%1�
peau)�pour�les�trois��������des�productions�

de����������(A,�B�et�C),�(DS
*
�=�0,1)�

Durée�(j)� �������A� �������B� �������C�

20� 4,3�x�106� 4,4�x106� 3,4�x�106�

40� 3,0�x�106� 3,0�x�106� 2,0�x�106�

60� 1,3�x�106� 1,4�x�106� 1,0�x�106�

DS�:�Déviation�standard,�
Les�résultats�sont�la�moyenne�de�deux�essais�

�

Les� valeurs�moyennes� à� 20� j� d'affinage� du� dénombrement� de� la� flore� totale� cultivée� sur� de� la�

gélose�nutritive�pour�les�trois��������A,�B�et�C�sont�respectivement�de�l'ordre�de�4,3�x�106,�4,4�x�

106,� 3,4� x� 106� ufc.g�1� de� peau.� Ces� valeurs� sont� considérablement� inférieures� à� celles� de� la�

littérature� pour� des� peaux� traitées� avec� 40�%� de� chlorure� de� sodium� pour� 14� j� et� qui� sont� de�

l'ordre�de�4�x�1010�ufc.g�1�peau�(Kanagaraj��	���.!�2001,�2005a).�Les�niveaux�de�populations�sont�

presque�similaires�pour�les�deux��������A�et�B.��

�

Les� conditions� d'affinage� du� fromage���������� à� la� température� de� 10�12� °C� et� une� humidité�

relative�de�85�95�%,�ainsi�que�le�salage�externe�du��������effectué�périodiquement�pendant�les�60�

j� d'affinage,� se� sont� avérés� adéquats� pour� préserver� la� peau� de� chèvre� contre� les� attaques�

microbiennes�durant�toute�la�période�d'affinage.�Le�sel�est�doté�d'une�action�éliminatoire�de�l’eau�

des�tissus,�ralentissant�ainsi�le�développement�des�micro�organismes�présents.��

4.3.2�Dosage�des�taux�d'humidité�et�d'azote�total�

Les� valeurs� moyennes� des� paramètres� physico�chimiques� classiques� (taux� d'humidité� et� taux�

d'azote�total)�sont�présentées�dans�le�Tableau�25.�

�

Tableau�25.�Valeurs�moyennes�du�taux�d'humidité�(%)�et�du�taux�de�l'azote�total�(%)�pour�

les�trois��������des�productions�de����������(A,�B�et�C),�(DS
*
�=�0,1%0,3)�

�

Paramètre�� � � �� 20�j� � � � � � 40�j� � � � � 60�j� �

physico%� ����������_____________________________� ______________________________��___________________________________�

chimique� � � A� ��� B� � C� � A� � B� � C� A� � B� � C� �
___________________________________________________________________________________________________________________�
Humidité�(%)�� � 33,13���������35,44� �����36,21������32,26� 34,82� 35,80� 30,63� 33,61� 34,71� ��� ��������
�
NT�(%)� � � 3,07� � 3,60� ��� �����3,50� ���3,15� 3,80� � 3,77� � 4,80� � 4,52� � 4,23�
__________________________________________________________________________________________________________________�

A,�B�et�C�:�les�trois��������des�productions�de����������A,�B�et�C,�
Les�résultats�sont�exprimés�en�pourcentage�de�deux�essais,�
DS*�:�Déviation�standard�entre�0,1�et�0,3�;�NT�:�azote�total�
�
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�
Des� valeurs� moyennes� d'humidité� de� 33,13� %,� 32,26� %� et� 30,63� %� sont� enregistrées�

respectivement�pour�les�trois��������A,�B�et�C,�à�20�j�d'affinage.�Ces�résultats�sont�très�proches�de�

ceux�rapportés�dans�la�littérature�pour�des�peaux�de�chèvre�âgées�de�14�j�(31�%)�et�traitées�avec�

40� %� de� chlorure� de� sodium� (Kanagaraj� �	� ��.,� 2001).� Une� diminution� progressive� du� taux�

d'humidité�est�observée�pour�les�trois��������A,�B�et�C�avec�l'avancement�du�stade�d'affinage.�La�

perte�d'eau�dans�des�peaux�de�chèvre� traitées�avec�40�%�du�chlorure�de� sodium�est�prononcée�

pendant�les�15�premiers�j,�(des�valeurs�de�70�%�à�j0�et�une�chute�progressive�jusqu'à�des�valeurs�

de� 31� %� à� 15� j),� sans� une� évolution� notable� jusqu'a� 30� j� (Kanagaraj� �	� ��.,� 2005a,b).� Il� est�

remarquable�que�la�perte�d'eau�soit�légère�et�relativement�limitée�entre�20�et�60�j�d'affinage�;�des�

pourcentages�de�2,5�%,�1,83�%�et�1,5�%�sont�enregistrés�respectivement�pour�les�trois��������A,�

B�et�C.�Ceci�est�probablement�dû�à�l'humidité�relative�élevée�(85�95�%)�dans�la�grotte�d'affinage�

du���������.� Il�peut�être�conclu�que�le��������évite�l'évaporation�rapide�de�l'eau�à�la�surface�du�

fromage���������� au� cours� de� l'avancement� du� stade� de� l'affinage� et� qu’il� peut� être� considéré�

comme�une�véritable�enceinte�d'affinage�au�moins�jusqu’à�60�j.��

�

Les�valeurs�de�l'azote�total�des�trois��������des�productions�de����������(A,�B�et�C)�peuvent�être�

considérées�comme�une�indication�du�degré�de�l'attaque�microbienne.�Les�valeurs�moyennes�de�

l'azote�total�augmentent�légèrement�entre�20�et�40�j�d'affinage�(respectivement�3,07�%,�3,15�%�;�

3,60�%,�3,80�%�;�3,50�%,�3,77�%)�avec�une�évolution�plus�prononcée�entre�40�et�60�j�d'affinage�

(respectivement�4,80�%,�4,52�%,�4,23�%).�Ces� résultats� concordent� avec� ceux�de� la� littérature�

dans�lesquels�des�peaux�de�chèvre�âgées�de�14�j�et�traitées�avec�40�%�de�chlorure�de�sodium�ont�

des�valeurs�d'azote�total�de�5,60�%�(Kanagaraj��	���.,�2005a),�3,5�%�(Kanagaraj��	���.,�2005b)�et�

3,25�%�(Kanagaraj��	���.!�2001).�

�

4.3.3�Evaluation�qualitative�

La� chute� de� poils� et� la� putréfaction� (odeur)� sont� les� deux� paramètres� pris� en� compte� pour�

l'évaluation�qualitative�des�morceaux�de�peau�de�chèvre.�Aucune�chute�de�poils�n'est�observée�au�

niveau�de�tous�les�échantillons.�Il�faut�ajouter�que�la�putréfaction�correspond�à�la�dégradation�des�

protéines� suite� à� l'action� de� micro�organismes� protéolytiques.� Cette� décomposition� des�

organismes,� sous� l'influence� d'agents�microbiens,� entraîne� la� production� d’amines� aliphatiques�

souvent� toxiques,� comme� la� cadavérine� et� la� putrécine� qui� dérivent� de� la� lysine� et� de�

l’asparagine.�Bien�que� faible,� l’odorat�humain�est�capable�d’informer� sur�cette� toxicité�via�ces�
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odeurs�extrêmement�désagréables.�Dans�le�cas�présent,�aucune�odeur�nauséabonde�n'a�été�notée�

au�niveau�des�échantillons�analysés.�

Dans� une� étude� sur� les� alternatives� au� chlorure� de� sodium� pour� prévenir� la� dégradation� des�

protéines�des�peaux�de�chèvre,�Kanagaraj��	���.�(2005a)�ont�observé�que�des�peaux�traitées�avec�

5�%�d'acide�borique�n'ont�pas�présenté�de�chute�de�poils,�ni�une�odeur�de�putréfaction,�indiquant�

ainsi�l'absence�d'une�activité�bactérienne.�Dans�une�étude�sur�la�préservation�des�peaux�de�chèvre�

dans� l'objectif� de� réduire� les� solides� totaux� dissous� et� les� chlorures� durant� le� processus� de�

tannage,� en� utilisant� moins� de� chlorure� de� sodium,� mais� avec� du� sodium� méta�bisulphate�

(SMBS),�il�a�été�observé�que�1�%�de�SMBS�était�capable�de�préserver�les�peaux�contre�la�chute�

de�poils�et�l'apparition�de�l'odeur�de�putréfaction�(Kanagaraj��	���.,�2005b).��

Cette� évaluation� qualitative� permet� de� conclure� que� le� ������,� dans� les� conditions� de� sa�

préparation�artisanale�et�grâce�au�salage�externe�périodique�effectué�durant� toute� la�période�de�

l'affinage,�est�bien�préservé�au�moins�jusqu'à�60�j�d'affinage.���

�
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4.3.4�Détermination�de�la�stabilité�hydrothermique�de�la�peau�

La� stabilité� thermique� du� collagène� est� une� propriété� importante� pour� évaluer� la� qualité� de� la�

peau�de�chèvre,�comme�elle�indique�indirectement�toute�déstabilisation�structurale�de�la�matrice�

de� la� peau� due� à� l'attaque� microbienne.� La� stabilité� thermique� de� la� peau� est� estimée� par� la�

température�de�rétrécissement.���

Le� rétrécissement� des� morceaux� de� peau� de� chèvre,� dans� le� cadre� de� la� détermination� de� la�

stabilité�hydrothermique�de�la�peau�est�illustré�en�Figure�29.��

�

�
���Dimensions�initiales�:�7,0�x�5,5�x�4,7�cm� � � ����Dimensions�finales�:�5,0�x�5,0�x�4,0�cm�
�
� � � � � � � � � � � �
Figure�29.�Illustration�du�rétrécissement�d'un�morceau�de�peau�de�chèvre�(�������	���$����

����������),�dans�le�cadre�de�la�détermination�de�la�stabilité�hydrothermique�de�la�peau�
�
La�température�de�rétrécissement�observée�pour�un�morceau�de�peau�du��������A�âgé�de�20�j�est�

de�68�°C.�Des�morceaux�de�peau�de�chèvre�traités�avec�du�gel�de�silice�et�des�morceaux�traités�

avec�40�%�de�chlorure�de�sodium,�ont�respectivement�des�températures�de�rétrécissement�de�72�

et� de�70� °C�après�deux�semaines�de� conservation� (Kanagaraj��	���.,� 2001).�La� température�de�

rétrécissement� est� une� manifestation� externe� de� la� perte� de� structure� du� collagène� qui� est�

accompagnée� par� une� absorption� de� la� chaleur,� indiquant� que� ce� processus� est� de� nature�

endothermique� (Takenouchi� �	� ��.!� 1995).� Le� comportement� thermique� du� collagène� varie� en�

fonction� des� agents� de� préservation� utilisés.� La�matrice� de� la� peau� de� chèvre� n'a� subi� aucune�

modification� structurale� négative.�Quand� l'agent� de� préservation� est� fortement� engagé� dans� le�
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matériau,�on�observe�une�augmentation�de�la�température�de�rétrécissement�de�la�peau.�Avec�40�

%�de�sel,�des� températures�de� rétrécissement�de�67�et�de�72�°C�ont�été� respectivement�notées�

pour� des� peaux� fraîches� et� des� peaux� après� deux� semaines� de� conservation� (Kanagaraj� �	� ��.,�

2005a).�

4.4� Etude�du� transfert�des�composés�aromatiques�dans�un�système�solution�

simulée�de���������/peau�

Le� fromage� ��������� s'affinant� dans� la� peau� de� chèvre� ;� nous� avons� opté� pour� simuler� le�

���������dans�son�enceinte�naturelle�d'affinage.�A�cet�effet,�et�grâce�à�un�montage�expérimental�

qui�nous�semble�particulièrement�intéressant�(voir�section�8.J.C.9.�dans���	��������	���	�����),�

nous� avons� tenté� de� suivre� le� transfert� éventuel� de� trois�molécules�modèles� dans� un� système�

solution�simulée�de���������/peau.��� �

4.4.1�Transfert�de�l'acétonitrile�dans�un�système�solution�aqueuse/peau�

Tout�au�début,�et�dans�le�but�de�déterminer�le�temps�de�rétention�de�l'acétonitrile,�des�injections�

ont�été�effectuées�dans�les�conditions�chromatographiques�décrites�dans�la�section�8.J.C.7.7.�dans�

��	��������	���	�����.�Le�temps�de�rétention�de�1,03�min�a�été�enregistré.��

Au�cours�d’une�première�étude,�nous�avons�tenté�d'évaluer�le�transfert�d'acétonitrile�à�travers�la�

peau� de� chèvre,� en� utilisant� une� solution� d'un� volume� de� 99� mL� H2O� distillée� et� de� 1� mL�

d'acétonitrile.��

4.4.1.1� Tests�de�perméabilité�et�d'absorption�:�module�à�7�j�

Le�module�expérimental�a�été�monté�pour�une�période�de�7� j.�Aucun�pic�n'a�été�détecté,� aussi�

bien� pour� les� tests� de� perméabilité,� que� pour� les� tests� d'absorption� (chromatogrammes� non�

illustrés).�Suite�aux�premiers�essais�après�une�durée�d'exposition�de�7�j,�il�nous�a�paru�nécessaire�

d'augmenter� le� temps� d'exposition� de� la� solution� aqueuse� d'acétonitrile/peau� de� notre� système�

pour�25�j.�

�

�
�
�
�
�
�



+����	�	���	������������

�147�

4.4.1.2� Tests�de�perméabilité�et�d'absorption�:�module�à�25�j�

Après�une�durée�d'exposition�de�25�j,�des�pics�chromatographiques�significatifs�sont�apparus.�Les�

résultats�des�tests�de�perméabilité�et�d'absorption�après�intégration�sont�montrés�au�Tableau�26�

et�les�chromatogrammes�correspondants�sont�illustrés�dans�l'annexe�6.��

�

Tableau� 26.� Paramètres� d'intégration� de� l'acétonitrile� dans� le� système� solution�

aqueuse/peau�après�une�durée�d'exposition�de�25�j��
��
� Temps�de�rétention�(min)� Aire�(ua)�

Test�de�perméabilité� 1,03� 86,87�

Test�d'absorption�� 1,03� 1124,84�

ua�:�unité�arbitraire�

�

Une�aire�de�86,87�(ua)�a�été�enregistrée�pour�le�test�de�perméabilité,�alors�qu'une�aire�de�1124,84�

(ua)�a�été�enregistrée�pour�le�test�d'absorption.�L'acétonitrile�est�utilisé�le�plus�souvent�en�tant�que�

solvant�organique.�Son�LogP�négatif�de�–�0,39�exprime�le�fait�que�cette�molécule�est�très�soluble�

dans�l'eau,�ce�qui�reflète�son�caractère�hydrophile.�Sa�faible�masse�moléculaire�de�41,05�g.mol�1,�

ainsi� que� son� LogP� négatif� lui� permettent� d'acquérir� une� grande� solubilité� en� phase� aqueuse.�

Cette�caractéristique�permet�d'expliquer�l'absence�de�pic�liée�à�une�perméabilité�et�une�absorption�

négligeables�après�une�durée�d'exposition�de�7�j.�

�

Les� premiers� tests� de� transfert� de� la� molécule� d'acétonitrile� dans� un� système� solution�

aqueuse/peau�pour�une�durée�d'exposition�de�25�j,�nous�ont�permis�de�conclure�que�la�peau�de�

chèvre� n'a� pas� favorisé� la� perméabilité,� mais� a� plutôt� favorisé� l'adsorption� et� l'absorption� de�

l'acétonitrile�dans� la�peau.�Les�pertes�de�composés�volatils�dans� le�compartiment�B�du�module�

expérimental� (compartiment� simulé�à� l'environnement�d'affinage)�ont�été� limitées�et�ceci�après�

une�durée�d'exposition�de�25�j.�Il�nous�a�paru�donc�évident�que�les�propriétés�physico�chimiques�

de�la�molécule�modèle�ainsi�que�le�temps�d'exposition�sont�des�facteurs�principaux�à�prendre�en�

considération.�

�

Par�la�suite,�nous�tenterons�d’expliciter�les�propriétés�physico�chimiques�(notamment,�la�masse�

moléculaire,�la�nature�chimique,�le�point�d'ébullition,�la�polarité,�les�liaisons�hydrogène,�le�LogP,�

etc.)�des�molécules�modèles.�Ceci�nous�servira�à�évaluer� le�comportement�de�chaque�molécule�

dans�le�système�solution�simulée�de���������/peau.���
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4.4.2�Transfert� de� 2%butanone,� 2,3%butanedione� et� 2%butanol� dans� un� système�

solution�simulée�de���������/peau�

�
Il�convient�de�rappeler� la�composition�de�la�solution�simulée�de���������� :�volume�total�de�25�

mL�avec�une�teneur�en�NaCl�de�5�%.�Les�trois�molécules�modèles�qui�ont�été�introduites�dans�la�

solution�aqueuse�à�raison�de�0,25�mL�chacune,�sont� � la�2�butanone,� la�2,3�butanedione�et� le�2�

butanol.�

4.4.2.1� Propriétés�physico%chimiques�des�molécules�modèles�

Dans� le� cas�de�notre�étude,� la�distribution�des�molécules�diffusantes�dans�un�système�solution�

simulée� de� ��������/peau,� est� dépendante� de� leurs� propriétés� physico�chimiques,� comme� la�

classe�chimique,�la�masse�moléculaire,�le�point�d'ébullition,�la�polarité,�les�liaisons�hydrogènes,�

la� solubilité,� les� pourcentages� d'oxygène� et� d'hydrogène,� le� logP,� etc.� Les� propriétés� physico�

chimiques�des�trois�molécules�modèles�sont�présentées�au�Tableau�27�ci�dessous.�

�

Tableau�27.�Propriétés�physico%chimiques�de�2%butanone,�2,3%butanedione�et�de�2%butanol���
�
�

Nom�de�la�

molécule��

��
�

Formule�

chimique�
�

�
�

Formule��
moléculaire�

�
�

Classe��

chimique�
�

�
�
MM

a
����Pe

b
�

�

�

Polarité�
�

�

�

Liaisons��
H

c
�

�

��
Solubilité

d
�

�

�

%�O� %�H�

�

�
LogP

e
�

�
�
2�butanone�

�
�
C4H8O�

�
�

�

�
�
Cétone�

�
�
72,11�

�
�
80�

�
�
9,01�

�
�
5,13�

�
�
18,98�
�

�
�
22,19�

�
�
11,18����0,26�

�
�
�

�
�
2,3�butanedione��

�
�
C4H6O2�

�
�

�
�
Cétone�

�
�
86,09�

�
�
88�

�
�
13,43�

�
�
9,52�

�
�
24,41�

�
�
37,17�

�
�
7,02������1,48�
�

�
�
�

�
�
�
�

�
�
�
�

�
�
2�butanol�
�
�
�
�

�
�
C4H10O�
�
�

�
�

�
�

�
�
Alcool��
�

�
�
74,12�
�
�
�
�

�
�
99,5�

�
�
5,71�

�
�
14,37�

�
�
22,09�

�
�
12,58�

�
�
13,60����0,60�

�
�
�
�

�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�������:�Le�logiciel��������������������*���(ChemSW®,�version�5,1),�
aMasse�moléculaire� exprimée� en� g.mol�1,� bPoint�d'ébullition� exprimé�en� °C,� cExprimé�en�unité�
atomique,��dSolubilité�de�Hansen�(1967)�exprimée�en�MPa1/2,�eHansch�et�Leo�(1979).��
� �

�

�
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La�masse�moléculaire�est�un�facteur� important� ;� la�taille�de�la�molécule�a�un�grand�effet�sur� le�

taux�des�composés�absorbés�par�l'emballage.�Il�a�été�observé�que�des�molécules�de�grande�taille�

sont�plus� facilement� absorbées�que�des�molécules�plus�petites� et� les�molécules�branchées� sont�

aussi�plus�absorbées�que�les�molécules�linéaires�(Halek�et�Chan�1994).�Les�composés�ayant�une�

masse�moléculaire�élevée�ont�une�solubilité�aqueuse�faible,�ainsi�qu'un�LogP�élevé,�parce�que�la�

plupart� des� composés� ayant� une�masse�moléculaire� élevée� sont� hydrophobes� (Jouquand��	� ��.!�

2004).� Ils� ont� aussi� tendance� à� être� moins� volatiles.� En� terme� de� masse� moléculaire,� l'ordre�

respectif�des�trois�molécules�modèles�est�le�suivant�:�

�

�

�

�

Les�composés�organiques�polaires�ont�tendance�à�avoir�une�solubilité�aqueuse�élevée,�alors�que�

les� composés� organiques�moins� polaires� sont�moins� solubles� dans� l'eau.� Le� nombre� d’atomes�

peut�être�une�indication�de�la�proportion�d’atomes�polaires�et�non�polaires,�comme�l'oxygène�et�

l'hydrogène�(Ertl��	���.,�2000).�En�terme�de�polarité,�l'ordre�respectif�des�trois�molécules�modèles�

est�le�suivant�:�

�

�

� � �

Les�liaisons�hydrogène�augmentent�naturellement�l'hydrophilie.�Un�composé�est�dit�hydrophobe�

quand� il� n'a� pas� la� capacité� d’établir� des� liaisons� hydrogène� avec� les� molécules� d'eau.� Il� est�

souvent�apolaire�ou�de�faible�polarité,�c'est�à�dire�que�des�interactions�électrostatiques�avec�l'eau�

sont� difficiles,� voire� impossibles.� Ainsi,� un� composé� hydrophobe� n'est� soluble� que� dans� les�

solvants�organiques�avec�lesquels�il�peut�établir�des�interactions�de�Van�der�Waals.�Au�sein�d'une�

solution,�le�mouvement�des�électrons�chargés�négativement�autour�du�noyau�chargé�positivement�

engendre� des� forces� électromagnétiques� attractives� :� les�molécules� se� comportent� comme� des�

dipôles� électriques� où� les� charges� opposées� s'attirent.� Par� contre,� un� composé� est� hydrophile�

quand� il� a� la� capacité� à� créer� des� liaisons� hydrogène� avec� les� molécules� d'eau.� Les� liaisons�

hydrogène�sont�plus�fortes�que�les�forces�de�Van�der�Waals,�mais�plus�faibles�que�des�liaisons�

covalentes.�En�terme�d'hydrophobie,�l'ordre�respectif�des�trois�molécules�modèles�est�le�suivant�:�

�

�

2,3�butanedione�>�2�butanol�>�2�butanone�

2,3�butanedione�>�2�butanone�>�2�butanol�

2�butanone�>�2,3�butanonedione�>�2,3�butanol�
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�

� �

Pour�ce�qui�est�du�LogP,�il�est�égal�au�logarithme�du�rapport�des�concentrations�de�la�substance�

étudiée�dans�l'octanol�et�dans�l'eau.��

�

LogP�=�Log�(Coctanol/Ceau)�

�

Ce� coefficient� permet� d'appréhender� le� caractère� hydrophobe� (lipophile)� ou� hydrophile� d'une�

molécule.� En� effet,� si� LogP� est� positif� et� très� élevé,� cela� exprime� le� fait� que� la� molécule�

considérée� est� bien� plus� soluble� dans� l'octanol� que� dans� l'eau,� ce� qui� reflète� son� caractère�

hydrophobe�et�inversement�(Hansch�et�Leo,�1979).�En�terme�de�LogP,�l'ordre�respectif�des�trois�

molécules�modèles�est�le�suivant�:��

�

�
�

� � �

Le� point� d'ébullition� d'un� composé� est� prédéterminé� par� ses� interactions� dans� un� liquide.� On�

suppose�qu’il�est�alors�lié�directement�à�la�structure�chimique�de�la�molécule.�Un�composé�ayant�

le� point� d'ébullition� le� plus� faible,� est� considéré� le� plus� volatil.� En� terme� de� volatilité,� l'ordre�

respectif�des�trois�molécules�modèles�est�le�suivant�:�

�

�

�

A� une� température� donnée,� la� volatilité� des� composés,� qui� ont� le�même� nombre� d'atomes� de�

carbone�dans�leur�structure,�diminue�de�la�manière�suivante:�ester�>�cétone�>�aldéhyde�>�alcool�>�

lactone�(Covarrubias�Cervantes��	���.!�2004).��

�

Ainsi,� la� connaissance� des� propriétés� physico�chimiques� des� molécules� modèles� (masse�

moléculaire,� solubilité,� polarité,� LogP,� etc)� est� indispensable� pour� évaluer� leur� comportement�

dans�le�système�solution�simulée�de���������/peau.�Il�faut�ajouter�que�ce�comportement�est�aussi�

fonction� des� interactions� possibles� entre� les� trois� molécules� dans� le� système� de� simulation�

supposé�complexe,�du�pourcentage�de�NaCl�de�la�solution�aqueuse�(5�%)�et�aussi�fonction�de�la�

durée�d'exposition.��

�

2�butanol�>�2�butanone�>�2,3�butanedione�

2�butanone�>�2,3�butanedione�>�2�butanol�



+����	�	���	������������

�151�

A�ajouter�que�la�présence�de�5�%�de�NaCl�dans�la�solution�aqueuse�simulée�pourrait�avoir�une�

influence�sur�l'équilibre�du�système.�Une�fois�le�chlorure�de�sodium�est�dissous�dans�l'eau�;�il�faut�

suffisamment� d'énergie� (réaction� endothermique)� pour� casser� les� liaisons� électrostatiques� qui�

maintiennent�les�ions�Na+�et�Cl��dans�leur�forme�solide.�La�structure�du�NaCl�est�électriquement�

neutre� qui� fait� donc� intervenir� autant� d'ions� Na+� que� d'ions� Cl�.� Lors� de� la� mise� en� solution�

aqueuse� du� solide� ionique,� l'eau� détruit� le� cristal.� Le� moment� dipolaire� de� l'eau� agit� sur� la�

solvatation�des�ions.� Il�est�à�noter�que�la�quantité�de�sel� influe�sur� le�point�d'ébullition.�Plus�la�

concentration�en�NaCl�est�grande,�plus�le�point�d'ébullition�est�élevé.�Une�solution�aqueuse�à�10�

%� NaCl� a� un� point� d'ébullition� de� 104� °C.� L'augmentation� de� la� concentration� en� NaCl� fait�

augmenter� la� masse� volumique� également.� Ainsi,� la� concentration� d'une� substance� a� une�

influence�sur�une�des�propriétés�de�la�solution,�soit�la�masse�volumique.�Donc,�la�concentration�

en�NaCl�de�la�solution�influence�autant�la�masse�volumique�et�le�point�d'ébullition�de�la�solution�

(Duvivier��	���.,�1998).�

Nous�concluons�alors�que�la�présence�de�NaCl�a�une�influence�sur�les�propriétés�d'une�solution�

aqueuse.�En�partant�de�cette�hypothèse,� le�NaCl�pourra�avoir�une� influence�sur� le� transfert�des��

molécules�modèles�dans�le�système�solution�simulée�de���������/peau.�

Selon� Guichard� (2002),� l'addition� des� sels� à� des� solutions� aqueuses� contenant� des� composés�

aromatiques,�fait�augmenter�la�concentration�de�ces�composés�dans�la�phase�vapeur.�

Perez�Juan��	���.!�(2007)�ont�étudié�l'effet�de�l'addition�de�différents�sels�sur�la�capacité�de�liaison�

entre�des�composés�volatils�et�les�extraits�de�protéines�solubles�du�porc.�Mirhosseini��	���.�(2007)�

ont�étudié�l'effet�de�l'extraction�des�composés�volatils�à�25,�35�et�45�°C,�sous�l'effet�de�l'addition�

ou�non�du�NaCl.�Ces�auteurs�ont�observé�que�l'addition�de�NaCl�produit�un�effet�de�"���	������	"�

pour� tous� les� composés� volatils� étudiés.� Le� "���	���� ��	"� augmente� la� force� ionique� dans� les�

solutions� aqueuses,� tout� en� diminuant� la� solubilité� des� composés� organiques,� et� de� ce� fait,�

l'extraction�des�volatils�par�la�méthode�SPME�(micro�extraction�sur�phase�solide)�est�améliorée.���

Poll� et�Flink� (1984)�ont� étudié� l'effet�de� l'addition�de�NaCl� sur� la�concentration�des�composés�

volatils� dans� le� jus� de� pomme.� Ils� ont� observé� que� l'effet� de� l'addition� de� NaCl� dépend� du�

composé�volatil�étudié�;�la�concentration�de�vapeur�dans�l'espace�de�tête�augmente�de�quatre�fois�

pour�les�alcools�et�de�trois�fois�et�demi�pour�les�aldéhydes.�

4.4.2.2� Tests�de�perméabilité�et�d'absorption�:�module�à�20,�40�et�60�jours�

Les� résultats� des� tests� de� perméabilité� et� d'absorption� des� molécules� aromatiques� dans� un�

système�solution�simulée�de���������/peau�sont�illustrés�respectivement�dans�les�Tableaux�28�et�



+����	�	���	������������

�152�

29� ci�dessous.�Les� temps�de� rétention�des�molécules�modèles� sont�mentionnés�dans� la� section�

8.J.C.8.7.�dans���	��������	���	�����.���

�
�
Tableau�28.�Résultats�des�tests�de�perméabilité�des�molécules�aromatiques�dans�un�système�

solution�simulée�de���������'peau,�après�20,�40�et�60�j�d'exposition�

�� � Aire�des�pics�(unité�arbitraire)�

Nom�de�la�

molécule�modèle��

Module��

à�20�j�

Module��

à�40�j�

Module��

à�60�j�

�
2�butanone�� �
�

�
351,46�

�
��
�

�
26259,43�

2,3�butanedione�
�
2�butanol��
�

39,72�
�
468,41�

��
�
%�

��
�
��

��
�

Tableau� 29.�Résultats� des� tests�d'absorption�des�molécules� aromatiques�dans�un� système�

solution�simulée�de���������'peau,�après�20,�40�et�60�j�d'exposition�

�� � Aire�des�pics�(unité�arbitraire)�

Nom�de�la��

molécule�modèle�

Module��

à�20�j�

Module��

à�40�j�

Module��

à�60�j�

�
2�butanone��
�

�
28,01�

�
502,99�
�

�
342,82�

2,3�butanedione�
�
2�butanol��
�

143,84�
�
305,25�
477,10

*
�

9314,51�
�
3238,86�
13056,36�

4384,42�

�
68,29�
4795,53�

�*∑�aire�(2�butanone�+�2,3�butanedione�+�2�butanol)�

�

Les�résultats�obtenus�seront�traités�par�la�suite�en�fonction�de�l'effet�des�caractéristiques�physico�

chimiques� des� molécules� modèles� (notamment� la� masse� moléculaire,� le� point� d'ébullition,� la�

famille�chimique,� les� liaisons�hydrogène,� le�LogP,�etc)�et�des�caractéristiques�des�morceaux�de�

peau� (notamment� l'épaisseur,� voir� Tableau� 30),� ainsi� que� de� l'effet� du�NaCl� dans� le� système�

solution���������/peau.�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Tableau�30.�Epaisseur�des�morceaux�de�peau�de�chèvre�destinés�à�séparer�entre� les�deux�

compartiments�A�et�B�
�
Nombre�de�mesures� Module�à�20�jours� Module�à�40�jours� Module�à�60�jours�

1�
2�

4,4*�
3,6�

4,2�
4,0�

5,2�
5,2�

3�
4�
5�
6�
7�
8�
9�
10�
�
Moyenne�

3,8�
3,8�
3,8�
3,8�
3,8�
4,4�
4,0�
4,2�
�
3,96�

4,0�
4,0�
4,0�
4,2�
4,4�
4,0�
4,0�
4,2�
�
4,10�

5,0�
5,4�
5,6�
5,6�
5,6�
5,4�
5,6�
5,6�
�
5,42�

*�Mesures�faites�à�l'aide�d'un�micromètre�(Messmer,�Londres),�résultat�exprimé�en�mm�
�
Il�faut�noter�que�le�taux�de�5�%�de�NaCl�dans�la�solution�simulée�de�Darfiyeh�peut�permettre�aux�

ions�salins�de�se�lier�aux�fibres�du�collagène�de�la�peau�et�par�la�suite�agir�sur�sa�texture.�Dans�

une� étude� récente,� Vankar� et� Dwivedi� (2008)� ont� noté� que� le� NaCl,� tout� en� étant� un� agent�

bactériostatique,� a� une� grande� affinité� pour� les� fibres� du� collagène� de� la� peau� de� buffle� et� de�

certains�autres�animaux�notamment�la�chèvre.�De�ce�fait� il� retient� l'eau�entre� les� interstices�des�

fibres�du�collagène.��

Nilsson��	���.�(2006)�ont�observé�une�augmentation�de�la�perméabilité�avec�une�solution�aqueuse��

de�glucose,�additionnée�de�NaCl.�Ceci�peut�s’expliquer�par� la�présence�des�ions�Na+�et�Cl��qui�

sont� supposés� pénétrer� au� tout� début� dans� les� couches� superficielles� de� la� membrane.� Les�

interactions� possibles� entre� les� électrolytes� agissent� sur� la� texture� de� la�membrane� et� pourront�

causer� un� gonflement,� provoquant� ainsi� une� diminution� de� la� rétention.� Le� changement�

intrinsèque�dans�la�perméabilité�de�la�membrane�semble�lié�au�changement�de�sa�teneur�en�eau�

(Freger,�2004).�En�étudiant� l'effet�de�la�diffusion�du�chlorure�de�sodium�à�travers�des�tissus�de�

porc,� Gravier� �	� ��.� (2006),� une� tendance� à� la� rétention� de� l'eau� couplée� à� une� solubilisation�

partielle� des� protéines� a� été� observée� pour� des� concentrations� faibles� en�NaCl,� alors� qu'à� des�

concentrations�élevées�de�NaCl,� le�phénomène� inverse� se�produit�:� la�membrane�perd�son�eau,��

les�protéines�précipitent�et�la�matrice�se�déforme.��

�

A.A.7.7.9��������2�7F�?������:�/����	����

A� une� durée� d'exposition� de� 20� j,� des� aires� de� 39,72,� 351,46� et� de� 468,41� (ua)� ont� été�

respectivement�enregistrées�pour�le�test�de�perméabilité�de�la�2,3�butanedione,�de�la�2�butanone�
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et�du�2�butanol�à�travers�la�peau.�Dans�le�même�temps�des�aires�de�28,01,�143,84�et�de�305,25�

(ua)�ont�été�enregistrées�pour�le�test�d'absorption�de�2�butanone,�de�la�2,3�butanedione�et�du�2�

butanol�par�la�peau.�Les�chromatogrammes�correspondants�sont�montrés�dans�la�Figure�30.�

�

A�partir�des�résultats�obtenus,�nous�apercevons�qu'après�20�j�d'exposition,�la�2�butanone�et�le�2�

butanol�ont�été�transférés�plus�vite�et�ont�été�moins�absorbés�par�la�peau�que�la�2,3�butanedione�

qui�a�été�fortement�absorbée.�Le�2�butanol�a�été�le�plus�absorbé�par�la�peau,�en�comparaison�avec�

la�2�butanone�qui�a�été�la�moins�absorbée�par�la�peau.��

�

En� terme� de� perméabilité� à� travers� la� peau� à� 20� j� d'exposition,� l'ordre� respectif� des� trois�

molécules�modèles�est�le�suivant�:�

�

�

�

En� terme� d'absorption� par� la� peau,� à� 20� j� d'exposition,� l'ordre� respectif� des� trois� molécules�

modèles�est�le�suivant�:�

�

�

Avec� leur� LogP� positif,� la� 2�butanone� et� le� 2�butanol� voient� leur� solubilité� diminuer� et� leur�

perméabilité�augmenter�par�voie�de�conséquence.�Il�faut�ajouter�qu'en�terme�de�polarité,�ces�deux�

composés� sont� les� moins� polaires� (2,3�butanedione� >� 2�butanone� >� 2�butanol),� donc� ils� ont�

tendance� à� fuir� la� solution� aqueuse,� très� polaire,� et� à� s’échapper� à� travers� la� peau� vers� le�

compartiment�B�(simulé�à�l'environnement�extérieur�de�l'enceinte�d'affinage).��

�

2�butanol�>�2�butanone�>�2,3�butanedione�
�

2�butanol�>�2,3�butanedione�>�2�butanone�
�
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�

�

�

�

Figure�30.��Chromatogrammes�des�tests�de�perméabilité�(a)�et�d'absorption�(b)�d'une�solution�simulée�de����������(volume�total�

25�mL,�5�%�NaCl,�0,25�mL�2%butanone,�0,25�mL�2,3%butanedione,�0,25�mL�2%butanol),�après�une�durée�d'exposition�de�20�jours�

�
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Dans�une�étude�effectuée�par�Trifunovic�et�Tragardh�(2006),�il�a�été�observé�que�des�molécules�

de�masse�moléculaire�faible�ont�tendance�à�diffuser�ensemble.�Sur�la�base�de�ce�raisonnement,�la�

perméabilité� la�plus�prononcée�de� la�2�butanone�et�du�2�butanol�à� travers� la�peau�pourrait�être�

due�au�fait�qu'ils�possèdent�de�faibles�masses�moléculaires�(respectivement�72,11�et�74,12�g.mol�

1).�Cette�tendance�à�“l'agrégation”�est�aussi�observée�indirectement�par�la�différence�au�niveau�de�

la�solubilité�de�ces�composés�(respectivement�18,98�et�22,09�MPa1/2),�due�à�leur�nature�chimique�

différente.� Comme� les� alcools� possèdent� des� groupements� hydroxyles,� ils� peuvent� établir� des�

liaisons�hydrogènes�entre�eux,�de�façon�similaires�aux�liaisons�hydrogène�entre�molécules�d'eau.�

Avec�son�LogP�négatif�(�1,48)�reflétant�un�caractère�hydrophobe�le�moins�poussé�(2�butanol�>�2�

butanone� >� 2,3�butanedione)� et� un� caractère� polaire� le� plus� poussé� (2,3�butanedione� � >� 2�

butanone�>�2�butanol)�parmi�les�trois�molécules�modèles,�la�2,3�butanedione�montre�une�grande�

solubilité�dans�la�phase�aqueuse�(24,41�MPa1/2).�Par�conséquent,�elle�est�adsorbée�à�la�surface�de�

la�peau,�voire�même�absorbée�dans�la�peau,�avec�une�perméabilité�faible�dans�le�système�solution�

simulée�de���������/peau,�donc�une�capacité�de�transfert�limitée.�

�

A.A.7.7.7��������2�AF�?������:�/����	����

Après�une�durée�d'exposition�de�40�j,�le�test�de�perméabilité�est�resté�négatif�et�aucune�des�trois�

molécules�n'a�été�détectée�(Figure�31a).�Cependant�des�aires�de�502,99,�3238,86�et�9314,51�(ua)�

ont�été�enregistrées�respectivement�pour�le�test�d'absorption�de�la�2�butanone,�du�2�butanol�et�de�

la�2,3�butanedione�(Figure�31b).�Il�est�clair�que�la�2�butanone,�la�2,3�butanedione�et�le�2�butanol�

ont�été�absorbés�par�la�peau,�sans�qu’aucune�perméabilité�n’ait�pu�être�mise�en�évidence�pour�ces�

trois�molécules�(Tableau�28).�

�

�

�

�

�

�

�

�
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�
Figure�31.�Chromatogrammes�des�tests�de�perméabilité�(a)�et�d'absorption�(b)�d'une�solution�simulée�de����������(volume�total�25�

mL,�5�%�NaCl,�0,25�mL�2%butanone,�0,25�mL�2,3%butanedione,�0,25�mL�2%butanol),�après�une�durée�d'exposition�de�40�jours�
�
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En� terme� d'absorption� par� la� peau� à� 40� j� d'exposition,� l'ordre� respectif� des� trois� molécules�

modèles�est�le�suivant�:�

�

�

Ceci�pourra�être�expliqué�en�tenant�compte�des�trois�volets�suivants�de�raisonnement�:�

�

��Après�une�durée�d'exposition�de�40�j,�les�trois�molécules�sont�supposées�être�en�saturation�dans�

le� compartiment� B,� en� comparant� avec� la� durée� d'exposition� de� 20� j.� Etant� donné� leur�

comportement�à�20�j,�elles�ont�pu�être�réabsorbées�depuis�le�compartiment�B�vers�la�peau.�Cette�

explication�pourrait�aussi�être�soutenue�par�le�taux�d'absorption�des�trois�composés,�dont�le�total�

des�aires�est�de�13056�(ua)�à�40�j�d'exposition�contre�seulement�477,10�(ua)�à�20�j�d'exposition.�

Selon�Nielsen��	���.!�(1992b),�la�saturation�due�à�une�concentration�élevée�des�composés�dans�un�

système,� fait� diminuer� le� coefficient� de� partage� et� de� ce� fait,� la� solubilité� de� ces� composés�

augmente,�ce�qui�provoque�une�diminution�corrélative�de�leur�perméabilité.�

Sur� la� base� de� ce� raisonnement,� il� s'est� avéré� que� dans� notre� système� solution� simulée� de�

Darfiyeh/peau,� et� jusqu'à� 40� j� d'exposition,� la� peau� de� chèvre� était� capable� de� retenir� des�

molécules�volatiles.�

���

��D’après�l'épaisseur�de�la�peau�utilisée�dans�le�cas�de�ce�montage�expérimental�(4,10�mm�pour�

3,96�mm�dans�le�cas�du�module�de�20�j�d'exposition)�(voir�Tableau�30),�il�se�peut�que�la�peau�

agisse�comme�un�agent�absorbant,�en� tenant�compte�d’un� temps�d'exposition�doublé� (2x�20� j).�

Ces�conditions�se�sont�avérées�suffisantes�pour�capter� les�composés�volatils�et�éviter�ainsi� leur�

fuite�vers�le�compartiment�B.�Il�a�été�observé�dans�la�littérature�qu'indépendamment�de�la�nature�

du�composé�aromatique�se�trouvant�dans�un�système,�de�sa�concentration�et�de�la�température,�la�

sorption�des�composés�augmente�avec�l'épaisseur�de�l'emballage�(Dury�Brun��	���.!�2008a).�

�

�� Le� comportement� d'une�molécule� en� solution� aqueuse� est� forcément� différent� de� celui� de� la�

même�molécule�en�interaction�avec�les�macromolécules�d’un�matériau�semi�humide�et�complexe�

tel�qu’un� fromage.�Dans�certains� systèmes�de� transfert�de�composés�volatils�dans�une�solution�

simulée/polymère,� le� mécanisme� de� sorption� est� beaucoup� plus� important� que� celui� de� la�

perméabilité�;�cette�dernière�augmente�avec�l'hydrophobie�des�composés�constituant�le�système�

(Overington��	���.,�2008).�

��

2,3�butanedione�>�2�butanol�>�2�butanone�
�
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A.A.7.7.8��������2�JF�?������:�/����	����

Après� une� durée� d'exposition� de� 60� j,� seule� la� 2�butanone� a� été� détectée� par� le� test� de�

perméabilité�à�travers�la�peau.�Une�aire�de�26259,43�(ua)�a�été�enregistrée�(Figure�32a).�Dans�les�

mêmes�conditions,�des�aires�de�68,29,�342,82�et�4384,42�(ua)�ont�été�enregistrées�respectivement�

pour�le�2�butanol,�la�2�butanone�et�la�2,3�butanedione�(Figure�32b).�

�

En� fonction� de� leur� absorption� par� la� peau� à� 60� j� d'exposition,� l'ordre� respectif� des� trois�

molécules�modèles�est�:�

�

�

On�s'aperçoit�d'après�ces�résultats,�que�la�2,3�butanedione�a�été�la�plus�absorbée�par�la�peau,�sans�

qu’aucune� perméabilité� n’ait� été� enregistrée� à� travers� la� peau.� Toutefois,� le� 2�butanol� a� été� le�

moins�absorbé,�sans�qu'aucune�perméabilité�n'ait�été�enregistrée.��

�

Il�faut�rappeler�que�la�2�butanone�est�le�composé�le�plus�volatil�parmi�la�2,3�butanedione�et�le�2�

butanol,�avec�les�liaisons�hydrogène�les�plus�faibles�:�5,13�unités�atomiques,�contre�9,52�et�14,37�

unités�atomiques�pour�la�2,3�butanedione�et�le�2�butanol�(Tableau�27).�Ces�liaisons�hydrogène�

faibles�sont�corrélées�à�son�caractère�hydrophobe.�Possédant�la�solubilité�la�plus�faible�parmi�les�

trois�molécules�(18,29�MPa1/2),�la�2�butanone�est�la�plus�perméable.��

Compte�tenu�de�sa�masse�moléculaire�la�plus�faible,�et�vu�l'épaisseur�de�la�peau�dans�le�cas�de�ce�

montage� expérimental� qui� est� de� l'ordre� de� 5,42� mm,� la� 2�butanone� pourrait� se� trouver� dans�

l'impossibilité�d'être�réabsorbée�par�la�peau,�comme�les�deux�autres�composés.��

Sur� la� base� de� ce� raisonnement,� tout� en� tenant� compte� de� celui� exposé� à� 40� j� et� considérant�

l'épaisseur�de�la�peau�dans�le�cas�de�ce�montage�expérimental�(5,42�mm),�la�2�butanone�pourrait�

se� trouver� dans� l'impossibilité� d'être� réabsorbée� par� la� peau,� à� l’inverse� des� deux� autres�

composés.��

�

�
�

2,3�butanedione�>�2�butanone�>�2�butanol�
�
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Figure�32.�Chromatogrammes�des�tests�de�perméabilité�(a)�et�d'absorption�(b)�d'une�solution�simulée�de����������(volume�total�25�

mL,�5�%�NaCl,�0,25�mL�2%butanone,�0,25�mL�2,3%butanedione,�0,25�mL�2%butanol),�après�une�durée�d'exposition�de�60�jours�
�
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�
En� terme� de� l'absorption� de� la� 2,3�butanedione� dans� le� système� solution� simulée� de�

��������/peau,�et�après�40�et�60�j�d'exposition,�la�2,3�butanedione�a�été�la�plus�absorbée�par�la�

peau�parmi�les�trois�molécules.�Sur�la�base�du�raisonnement�énoncé�précédemment�à�40�j,�la�2,3�

butanedione� est� supposée� migrer� depuis� la� peau� vers� le� compartiment� A� (9314,51� ua� à� 40� j�

contre�4384,42�ua�à�60�j).�Le�même�raisonnement�pourrait�s'appliquer�pour�la�2�butanone�et�le�2�

butanol,�tenant�compte�des�aires�enregistrées�(qui�sont�supérieures�à�40�j�qu'à�60�j).�

Ceci� est� mieux� concrétisé� en� considérant� le� transfert� d'une�molécule�modèle� dans� le� système�

solution�simulée�de���������/peau�comme�schématisé�ci�dessous�:��

�

��

�

�

�

�

�(1)�adsorption+absorption�

�(2)�perméabilité�

�(3)�adsorption+absorption�

�(4)�désorption�

�

�

�

�

�

Figure� 33.� Trajectoire� d'une� molécule� modèle� dans� un� système� solution� simulée� de�
��������/peau,�après�60�j�d'exposition.��
�

La� saturation� des� vapeurs� des� molécules� modèles� dans� le� compartiment� B� favorisent� leur�

absorption�par� la�peau�à�40� j.�L'augmentation�de� la�durée�d'exposition� jusqu'à�60� j� favorise� la�

désorption�depuis�la�peau�vers�la�solution�simulée�de����������dans�le�compartiment�A.�

�
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4.4.2.3� Conclusion�

�
Les�conclusions�partielles�qu'on�peut�tirer�de�cette�étude�sont�:�

�

� 
� �
�7F� ?� �:�/����	���!� �������������	������������������� ������	� ������������/�����������

� �����������	���.���		���������	�����������������	������������������	��	����P��

�


� 
� AF� ?� �:�/����	���!� ���� ���������� ��� ���� ���	� ���������� ���� ��� ����� ������ 6��� ���

����������	���:���������?��6�:2��������������.�(��	������:�/����	���!��:��������������������!�

�	���������� 	���������������	��������������������/���6���	������������	����	.�

�

� 
� 
� JF� ?� �:�/����	���!� �	� ���� ��� ����� ��� �����������	� 2� AF� ?� �:�/����	���!� ���� ����������

� ��� ���!� ������ 	��?����� ���� ������ �������	��� �������
�����6���!� ������ 6��� ����

� �:������	�	���� ��� ��� ������ �:�/����	���!� ��	� 	�������� 2� R	��� ���������� ������� ��� �����

� ������������	��������������������������������������	����	�
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5.�Conclusion�générale�et�perspectives�
�
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5.�Conclusion�générale�et�perspectives��

Cette�étude�a�été�conduite�dans�le�but�de�valoriser�les�laits�de�chèvre�de�la�région�montagnarde�

nord� libanaise� par� leur� transformation� en� fromages� ��������.� L'établissement� de� leurs�

caractéristiques�physico�chimiques�et�microbiologiques�a�été�conduit�en�vue�de�la�création�d'une�

appellation� d'origine.� Parallèlement� à� cet� objectif,� nous� avons� tenté� de� mieux� comprendre�

l'affinage�du����������qui�s’effectue�dans�des�conditions�particulièrement�originales,�c’est�à�dire�

dans� une� outre� en� peau� de� chèvre.� Nous� avons� opté� pour� une� simulation� du� transfert� de�

molécules� aromatiques� modèles,� grâce� à� un� montage� expérimental� dans� lequel� deux�

compartiments� figurant� l’intérieur� de� l’outre� et� l’environnement� extérieur,� ont� été� séparés� par�

une�membrane�réalisée�en�peau�de�chèvre.�

�

Au�cours�de�cette�étude,�nous�avons�atteint�un�certain�nombre�des�objectifs�que�nous�nous�étions�

fixés�au�début�de�notre�travail�:�

�

��Nous� avons�pu,�d’une� part,� caractériser� la� composition�physico�chimique�des� laits� de� chèvre�

destinés� à� la� fabrication� du���������� et,� d'autre� part,� celle� des� fromages� en� cours� d'affinage�

pendant�une�période�de�60�jours,�ce�qui�correspond�à�la�durée�moyenne�d’affinage.�

�

��Nous�avons�suivi�la�protéolyse�par�l'évolution�des�fractions�azotées�et�la�lipolyse�par�l'évolution�

de�l'indice�d'acide�de�la�matière�grasse�au�cours�de�l'affinage.�

�

���Nous�avons�pu�suivre�le�profil�des�composés�aromatiques�développés�au�cours�de�l’affinage�du�

���������par�chromatographie�en�phase�gazeuse�à�espace�de�tête.�

�

��Nous�avons�pu�évaluer�l'évolution�des�proportions�relatives�des�flores�bactériennes�au�cours�de�

l'affinage� et� nous� sommes� parvenus� à� l'identification� des� bactéries� lactiques� présentes� dans� le�

��������� selon� deux� approches�:� d’abord� par� la� culture� des� micro�organismes� sur� milieux�

sélectifs,�suivie�d'une�identification�classique�jusqu’au�niveau�genre/espèce,�puis�par�la�technique�

dite�de�,��������,������	����$���"���	�����������(TTGE).�

�

�� Les� souches� les� plus� importantes,� soit� �.� 	�����������,�".� �������,�".� ������� et� (�.� ���	���

subsp.����	���ont�été�identifiées�par�PCR�classique.��.�	������������et�".���������ont,�par�ailleurs�

été�quantifiées�par�PCR�en�temps�réel.��
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�

��Nous�avons�effectué�la�caractérisation�microbiologique,�physico�chimique�et�qualitative�d’une�

peau� de� chèvre� destinée� à� servir� d’enceinte� d’affinage� du���������.� Nous� avons� ensuite� tenté�

d’appréhender� le� transfert� de� quelques� molécules� aromatiques� modèles� dans� un� montage�

expérimental�simulant�le�système�fromage/peau�de�chèvre/environnement�extérieur.�

�

Dans�une�première�étape,� la�caractérisation�physico�chimique�du����������nous�a�permis�de� le�

classer� dans� la� catégorie� des� fromages� de� chèvre� à� pâte� mi�dure.� Une� protéolyse� modérée�

caractérise� ce� fromage,� elle� se� traduit� par� une� augmentation� significative� des� valeurs� d’azote�

non�caséinique�(ANC)�et�d’azote�non�protéique�(ANP)�au�cours�de�l'affinage.�Le����������subit�

également�une�lipolyse�modérée.�Les�acides�gras�à�courte�et�longue�chaîne�semblent�contribuer�à�

une�différenciation�nette�entre� les�divers� lots�de�production�de���������� qui�évoluent�de� façon�

non�uniforme�au�cours�de�l’affinage.�

Cette� première� approche� pourrait� être� complétée� par� des� analyses� élémentaires� portant� sur� la�

mesure�de�la�concentration�en�acides�gras�libres�au�cours�de�l'affinage.�Si�ce�fromage�doit�être�

qualifié� d'une� appellation� d'origine,� les� laits� de� chèvre� destinés� à� sa� fabrication� doivent� être�

standardisés.�La�fabrication�et�l'affinage�doivent�être�soumis�également�à�de�nombreux�contrôles.�

La�production�devra�être�planifiée�en�fonction�des�deux�saisons�de�production�(printemps�et�été),�

ceci� chez� les� différents� producteurs� de� la� même� région� montagnarde� nord� libanaise,� afin� de�

valider�les�résultats�obtenus.��

Les� composés� volatils� ont� été� extraits� par� la� méthode� de� micro�extraction� sur� phase� solide�

(SPME).�Nous�avons�ainsi�pu�identifier�16�composés�volatils�répartis�ci�après�en�fonction�de�leur�

nature�chimique�:�2�aldéhydes,�6�cétones�et�8�alcools.�Le�3�méthyl�butanal,�le�1�phényl�éthanol�et�

le� 1�octanol� sont� les� trois� composés� clés� ayant� un� intérêt� particulier�:� ils� pourraient� être�

responsables� de� l'arôme� caractéristique� typique� du� ��������.� Des� analyses� sensorielles�

simultanées,�au�travers�de�tests�organoleptiques�à�divers�stades�de�l'affinage�dans�le�but�d’établir�

la�qualité�sensorielle�du���������,�seraient�particulièrement�intéressantes.�En�corrélant�la�nature�

des�composés�volatils�identifiés�avec�l'intensité�et�la�qualité�de�la�flaveur,�il�serait�alors�possible�

de� définir� ultérieurement� une� période� d'affinage� optimale,� qui� correspondrait� aux� attentes� du�

consommateur.���

�

Dans�une�deuxième�étape,�nous�avons�évalué�la�signature�microbienne�du����������en�étudiant�

l'évolution�des�proportions�relatives�des�composants�de�la�microflore�au�cours�de�l’affinage.�Les�

résultats� ont� montré� une� concordance� évidente� avec� les� dénombrements� établis� sur� d'autres�
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fromages� de� chèvre� rapportés� dans� la� littérature.� Une� image� globale� et� dynamique� des�

communautés�bactériennes�du����������a�été�réalisée�par�la�technique�TTGE.�Le�profil�TTGE�a�

confirmé� la� présence� de� bandes� associées� à� �.� 	�����������,� ".� �������,� ".� ������!� (�.�

����	����,�(�.������	���et�(�.����	���subsp.���������.�Le�travail�a�été�poursuivi�avec�l'équipe�de�

microbiologie�alimentaire�pour� le�clonage�des�produits� issus�de�PCR�puis� leur� séquençage.�La�

comparaison� des� séquences� avec� celles� présentes� dans� les� bases� de� données� a� permis� de�

déterminer� la� présence� de� �	������������� �������	����,� ����	������� ��������	���� ou�

"����	������	�����et�"���������������.��

Des� techniques�de�PCR�classique�nous�ont�permis�de�détecter��.� 	�����������,�".� �������,�".�

������,�(�.� ���	��� subsp.� ���	��� et�(�.� ���	��� subsp.���������.�Une� technique� aussi� performante�

que�la�PCR�en�temps�réel�nous�a�permis�de�quantifier��.�	������������et�".���������en�utilisant�la�

technique�du�(���	�������
T
.�Les�résultats�obtenus�avec�des�dilutions�10�2�de�l'ADN�ont�permis�de�

détecter�".� ��������entre�105�et�108�ufc.�mL�1.�Les� résultats�obtenus�avec�des�dilutions�10�1�de�

l'ADN�nous�ont�permis�de�déceler�le�seuil�de�quantification�de��.�	������������qui�est�de�104�ufc.�

mL�1.�Cependant,�des�essais�pour�tenter�de�quantifier�".��������et�(�.����	���subsp.����	���dans�le�

��������,�n'ont�pas�abouti.�La�recherche�des�meilleures�conditions�d'amplification�pour�quantifier�

".�������,�ainsi�que�le�choix�d'autres�oligonucléotides�bien�définis�pour�(�.� ���	���subsp.� ���	���

pourraient�compléter�le�travail�effectué�jusqu'ici.�L’objectif�final�serait�toujours�de�mieux�définir�

l'écosystème�microbien�naturel�du���������.��

L'objectif�de�constituer�une�collection�de�souches,�une�culture�des�micro�organismes�sur�milieux�

sélectifs,� suivie� d'une� identification� jusqu’au� niveau� du� genre� et/ou� de� l'espèce� de� tous� les�

échantillons�de����������à� tous� les�stades�de� l'affinage,�serait�utile�pour�compléter�nos� travaux�

exploratoires� dans� ce� domaine.� L’identification� doit� être� poursuivie� et� étendue� sur� des�

échantillons� de���������� dans� une� zone� de� production� différente� de� celle� qui� a� fait� l’objet� de�

notre�travail.� Il�faut�rappeler�ici�que�la�constitution�de�collections�de�souches�pour�envisager�la�

conservation� de� la� diversité� biologique� de� la� flore� lactique� des� fromages� caprins� libanais�

traditionnels�fait�partie�d'un�projet�du�CNRS�du�Liban.��

�

Dans� une� troisième� étape,� nous� avons� caractérisé� des� fragments� de� peau� de� chèvre� issus� des�

�������de�chaque�production�de���������,�du�point�de�vue�microbiologique,�physico�chimique�et�

qualitatif.�Il�s'est�avéré�que�les�conditions�d'affinage�du����������(une�température�de�10�12�°C�et�

une� humidité� relative� de� 85�95� %),� ainsi� que� le� salage� externe� des� ������� effectué�

périodiquement� pendant� l'affinage,� ont� pu� préserver� la� peau� de� chèvre� contre� les� attaques�

microbiennes�durant�toute�la�période�d'affinage.��
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Afin�de�mieux�comprendre�comment�s’établissent�les�conditions�de�l'affinage�du����������dans�

sa�peau�de�chèvre,�nous�avons�opté�pour�une�simulation�de�celui�ci�dans�son�enceinte�naturelle�

d'affinage.�A�cet�effet,�nous�avons�suivi�le�transfert�éventuel�de�trois�molécules�modèles�dans�un�

système�solution�simulée�de���������/peau�de�chèvre/environnement�extérieur.�

Les� tests� de� perméabilité� et� d'absorption� des� molécules� modèles� dans� le� système� simulé� de�

��������/peau� nous� ont� permis� d'évaluer� leur� transfert� à� travers� la� peau� à� 20,� 40� et� 60� jours�

d'exposition.�Après�20�j�d'exposition,�la�perméabilité�des�molécules�modèles�à�travers�la�peau�est�

favorisée� aux� dépens� de� leur� absorption.� Cette� propriété� dépend� de� la� nature� des� molécules�

testées.�Après�40�j,�les�molécules�modèles�sont�absorbées�par�la�peau,�alors�que�la�perméabilité�

s’effondre�jusqu’à�devenir�nulle.�Le�temps�d'exposition,�l'épaisseur�de�la�peau,�et�les�paramètres�

de�solubilité�de�ces�molécules�expliquent�leur�comportement.�Après�60�j,�les�molécules�modèles,�

toujours�régies�par�leurs�propriétés�physico�chimiques,�ainsi�que�par�l'augmentation�de�la�durée�

d'exposition,� ont� tendance� à� migrer� depuis� la� peau� vers� la� solution� simulée� de� ��������.�

Autrement�dit,�on�peut�considérer�le�transfert�de�ces�molécules�modèles�dans�le�système�solution�

simulée�de���������/peau�comme�étant�de�nature�cyclique.�Cela�signifie�que�le�système�réel�est�

probablement�beaucoup�plus�complexe.�

Bien� entendu,� le�modèle� très� simple�développé�dans�ce� travail� ne� constitue�qu’un�premier�pas�

vers� la�prévision�du� transfert� éventuel�de� composés�volatils�à� travers� la�peau�de�chèvre.�Notre�

approche� expérimentale� pourrait� s'approfondir� par� le� choix� de� la� composition� simulée� de�

��������� incorporant�de� la�matière� grasse.�La�présence�de�matière� grasse�dans� la� composition�

simulée�de���������,� incluant� les�constituant�majeurs�de� la� fraction�volatile�du�fromage�et�que�

nous�avons�identifiées�(3�méthyl�butanal,�1�phényl�éthanol�et�1�octanol)�constituerait�un�modèle�

de�simulation�plus�approprié.�De�plus,�une�étude�de� la�composition�et�de� la� texture�de� la�peau�

s'avère�intéressante.�La�migration�de�certains�composés�depuis�la�peau�de�chèvre�vers�l'aliment�

est�sans�aucun�doute�à�traiter,�dans�un�système�de�transfert�complexe�d'une�solution�simulée�de�

��������/peau.�

La�solution�simulée�de����������est�constituée�des�trois�molécules�modèles�à�volume�égal�;�une�

augmentation�de�la�concentration�de�ces�molécules�dans�la�solution�simulée�de����������pourrait�

apporter� des� informations� complémentaires� sur� leur� comportement� vis�à�vis� de� la� peau� de�

chèvre.�

Au�cours�de�cette�thèse,�les�approches�expérimentales�ont�touché�à�différents�axes.�Nous�avons�

conscience�de�la�modeste�part�de�cette�contribution,�mais�elle�n’est�que�le�début�d’un�travail�de�

longue� haleine.� Certaines� thématiques� de� recherche� abordées� dans� ce� travail,� notamment� le�

domaine� de� l'écologie� microbienne,� encore� très� limitée� au� Liban,� pourraient� être� le� point� de�
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départ�de�certains�objectifs,�fixés�par�la�FSA.�Récemment,�des�équipements�spécialisés,�dédiés�à�

la� recherche� dans� le� domaine� de� la� biologie� moléculaire,� ont� été� mis� en� place� dans� les�

laboratoires�de�la�FSA.��

�

Une� contribution� scientifique� et� technique� au� secteur� de� la� valorisation� durable� de� la� tradition�

fromagère�libanaise,�encore�marquée�par�un�faible�contenu,�mais�à�fort�potentiel�de�protection�de�

notre� patrimoine� culturel,� est� en� relation� étroite� entre� une� structure� d'appui� telle� que� le�

Laboratoire�de�Science�et�Génie�Alimentaires�de�l’ENSAIA�et�son�homologue�au�Liban.�
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7.�Annexes��
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Annexe�1.�Illustration�des�différentes�étapes�de�la�préparation�de�la�peau�de�chèvre�
�

��������������� �
1.a.�Fixation�de�la�chèvre�par�l'une�de�ses�������������1.b.�Prélèvement�délicat�de�la�peau�
pattes�
����������
�

���������� �
�
1.c.�Tonte�de�la�peau�surtout�au�niveau�����������������1.d.�Nettoyage�et�salage�interne�����������������������
du�cou�
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1.e.�Fixation�des�pattes�tout�en�les�nouant�������1.f.�Ouverture�de�la�peau�au�niveau�du�cou���
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Annexe�2.�Illustration�des�différentes�étapes�de�fabrication�du�fromage�Darfiyeh�

�

������� ������
�
��2.a.�Chauffage�du�lait�jusqu'à�35�ºC��������������2.b.�Filtration�du�lait�
�
�

������� ��
�
�

2.c.�Ajout�de�la�présure�à�raison�de�1,5�g.�50�Kg�1�lait�
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2.d.�Coagulation�du�lait��������������������������������2.e.�Rupture�de�la�masse�du�caillé�
(θ�=�30���35�ºC,�t�=�60���90�min)�
�
�

������� ���
�
2.f.�Tranchage�de�la�masse�du�caillé������������������2.g.�Moulage�et�égouttage�
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Annexe�3.�Illustration�de�la�préparation�du�fromage�de�lactosérum�ou�"Arichi"�

�

�������� �
�
3.a.�Addition�de�lait�cru�au�lactosérum���������������3.b.�Chauffage�du�lactosérum�à�90�ºC.�
�����������������������������������������������������������������������������et�récupération�du�surnageant�
�

�

�

�
�

3.c.�Salage�de��l'�"
�����"�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Annexe�4.�Illustration�des�conditions�d'affinage�du�Darfiyeh�

�

��� �
�

�
4.a.�Boules�de�fromage�de����������et�de�lactosérum�alternées�dans�la�peau�de�chèvre,�au�

niveau�du�cou�
���

�

�
�

4.b.�"������"�:�enceinte�d'affinage�du����������
�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Annexe�5.�Standard�fournis�par�SIGMA%Aldrich�(France)�et�utilisés�pour�l'identification�

des�composés�volatils�du�Darfiyeh�

�

�
Numéro�� � Nom�du� � Point�� � ����Temps�de����������Quantité������Pureté�

du�pic� � standard� ����������d'ébullition� rétention� (JL)� (%)�

(°C)�� � �����(min)�

� � � � � � �
1� � � 2�butanonea� � � 80� � � � 15,15� � � 1� � � >�99�
� ��
2� � � 2�propanolb� � � 82� � � � 15,98� � � 1� � � >�99�
� � �
3� � � 3�méthyl�butanalc�� 90� � � � 16,38� � � 1� � � >�99�
�
4� � � 2,3�butanedionea�� 88� � � � 18,28

�
� � 1� � � >�99�

� � �
5� � � 2�pentanonea�� � 102�� � � 18,63� � � 1� � � >�99�
� � � �
6� � � 2�butanolb� � � 99,5�� � � 19,53� � � 1� � � >�99�
� � � � � � � �
7� ����������1�propanolb� ���������97� � ���20,10� � �������1� � �������>�99��
�
8� �����������2�pentanolb� �������118,9� � ���23,06� � � 1� � �������>�99�
� � � � � � � � �
9� � ���������1�butanolb� � � 118�� � � 24,01� � � 1� � � >�99�
� � � � � � �
10� � � 3�méthyl�butanolb�� 130�� � � 26,47� � � 1� � � >�99�
�
11� � � 2�heptanonea�� � 151�� � � 26,52� � � 1� � � >�99�
� � �
12� � � 2�octanonea� � � 173�� � � 30,29� � � 1� � � >�99�
�
13� � � 2�heptanolb� � � 160�� � � 30,33� � � 1� � � >�99�
� � �
14� � � Octanalc�� � � 171�� � � 30,50� � � 1� � � >�99�
� �
15� � �������1�hexanolb� � � 158�� � � 31,70� � � 1� � � >�99� �

�
16� ����������2�nonanonea� �����������195� � ���33,88� � 1� � � >�99�
� �
17� �����������1�octanolb� � 194,4������������������38,26� � ������1� � � >�99�
� � �
18� ������������2�undecanonea�� 231� � � ���40,52������ � �1� � � >�99�
� �
19� � � 1�phényl�éthanolb�� 202,6� � � 49,00� � � �1� � � >�99�
� � � � �
aComposés�appartenant�à�la�famille�des���	����,��
bComposés�appartenant�à�la�famille�des�
������,��
cComposés�appartenant�à�la�famille�
��������
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Annexe�6.�Chromatogrammes�des�tests�de�perméabilité�(a)�et�d'absorption�(b)�d'une�solution�de�99�mL�H2O�distillée�+�1�mL�acétonitrile,�

après�une�durée�d'exposition�de�25�j�
�
�
� � � � � � ������������������������ � � � � �(a)� � � � � � � � ����������������� � � � � � � (b)��

������������� �
�

Le�pic�identifié�correspond�à�celui�de�l'acétonitrile�
�
�
�
�
�
�
� �
�

�
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