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Introduction

Introduction

L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec prés de 3
milliards de litres par année. Cet aliment occupe une place prépondérante dans la
ration alimentaire des algériens (Hamiroune et al., 2014). Cette consommation
englobe les quantités de lait destinées a la transformation et a la fabrication de
differents types de derives, parmi lesquelles le fromage frais artisanal.

Du point de vue physico-chimique, le lait est un produit trés complexe. C’est
I’aliment liquide le mieux adapté aux besoins de ’homme, il apporte I’eau, 1’énergie
et tous les éléments nutritionnels nécessaire a son développement surtout le calcium.

Le lait frais tiré d'une femelle saine contient normalement une charge
microbienne faible. La charge peut augmenter jusqu'a un facteur de 100 ou plus une
fois que le lait est stocké a température ambiante. Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus et les espéces de Micrococcus sont parmi
les espéces communes bactériennes de lait frais.

Différents fromages traditionnels existent depuis I’antiquité, ils sont fabriqués
a partir de lait cru de vache, de chévre ou de brebis, caractérisés par un savoir-faire
ancestral transmis d’une génération a 1’autre jusqu’a nos jours, ou nous observons
qu’un certains nombre de fromages a fait la transition de 1’échelle traditionnelle a
I’industrielle, mais il reste beaucoup d’entre eux qui ont gardé leur authenticité et sont
fabriqués et consommés dans des zones géographiques restreintes, d’autres, ont
dépassé les limites de leurs localités.

La premiére étape de fabrication du fromage est la coagulation, considérée
comme la clé de la réussite dans la production fromageére. Elle consiste a la formation
d’un gel suite a des modifications physico-chimiques intervenant sur les micelles de
cas¢ine. L’agent coagulant le plus anciennement utilisé en fromagerie est la présure,
extraite de la caillette de veaux non sevrés. Bien qu’elle soit encore I’enzyme la plus
utilisée en fromagerie, sa production connait une pénurie mondiale. Elle est due
essentiellement a une augmentation croissante de la production et de la consommation
de fromages et a I’'impossibilité d’augmenter en paralléle la production de présure.
Ceci a fait que la recherche de nouvelles sources d’enzymes capables de remplacer la

présure traditionnelle dans 1’industrie fromagere s’impose.




Introduction

Donc le choix du lait joue un role essentiel dans la diversité et la variété des

produits laitiers. Ainsi, les propriétés nutritives et la durée de conservation varient
ainsi selon le type de lait utilisé. D’ou fromages, desserts lactés ou yaourts aux golits
bien différents.

C’est pour cela nous sommes intéressés a caractérisé trois types de lait : vache,
chévre et brebis avec des essais de fabrication du fromage frais a partir de ces
différents laits.

Ce travail est divisé en deux grandes parties. La premiere partie théorique regroupe
les informations et les renseignements utiles a notre étude, a savoir:
e Lacomposition et les propriétés physico-chimiques et microbiologiques du
lait.
e La composition et les propriétés physico-chimiques et microbiologiques du
fromage.
La deuxiéme partie expérimentale qui expose:
e Analyses physico-chimiques et microbiologique du lait.
e Fabrication de fromage frais.

e Analyses physico-chimiques et microbiologique du fromage frais.
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CHAPITRE I : Le lait
1. Filiére lait : Exemple de I’ Algérie
Le lait constitue un produit de base dans le modele de consommation en Algérie.
Sa consommation est égale a 110 I/ hab / an contre:
e 65 au Maroc
e 85en Tunisie
e et 35 dans pays de I’ Afrique sub-saharienne
Sa part dans les importations alimentaires totales du pays représente environ
22%.
L’Algérie importe plus de 70% des disponibilités en lait et produits laitiers:
3éme importateur mondial.
La filiere lait en Algérie est trés dépendante du marché mondial. (Bouras, D.A., 2008)
¢ La production laitiere en Algérie.
La production de lait cru a enregistré en I'an:
e 2003:1,6 milliards de litres
e 2005: 1,7 milliards de litres
e 2007 : 3,6 milliards de litres
e Prévisions 2009 : prés de 4 milliards de litres.
Cette production laitiere est assurée:
e 280 % par le cheptel bovin
e le reste par le lait de brebis et le lait de chévre
La production laitiere en Algérie n’a pas réussi a suivre 1’évolution de la
consommation laitiere par habitant et surtout les rythmes rapides de la demande
engendrés par des taux démographiques élevés (Bouras, D.A., 2008).
Face a la faiblesse de la productivité laitiere et afin d’assurer la couverture de
cette demande croissante, 1’ Algérie a dii développer :
e I’industrie de transformation
e les importations
L’Algérie est le 1* importateur de lait en poudre écrémé avec 18 000 T /an
devancant 1’Indonésie (13 000), I’Egypte (11 000) et la Thailande (9 000) (Bouras,
D.A., 2008).
La mise en ceuvre de telles politiques n’a été possible que grace a la rente

pétroliere qui a permis a I’état de faire face a des dépenses croissantes pour assurer:
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e les importations

e le soutien des prix (25 DA le litre au lieu de 50)

e et pour préserver la survie des entreprises d’état existantes déficitaires
L’industrie laitiére en Algérie

e caractérisée par sa forte concentration
e Les entreprises publiques (GIPLAIT) occupent une position dominante sur le
segment lait pasteurisé
Cependant, le marché des produits divers laitiers tend a devenir fortement
concurrentiel.
La production industrielle des laits et produits laitiers des entreprises GIPLAIT

est donc assurée en grande partie a partir des importations (Bouras, D.A., 2008).
La distribution du lait et produits laitiers

Elle se fait par trois catégories de circuits:
¢ le circuit informel: autoconsommation ou la vente de proximité.
e |e circuit formel: commerce du lait industriel et des produits laitiers.
e et le circuit émergent: développement d’entreprises privées d’importation-
distribution.

Pour le consommateur, la question essentielle est de savoir comment il va
s’adapter aux augmentations sans cesse des prix du lait et de ses dérivés? (Bouras,
D.A., 2008).

Certes, la filiere lait est un des maillons les plus complexes de I’économie
algérienne, du fait :

e d’une demande trés importante

e importation de plus de 70% de cette demande,

e ct un marché offrant une concurrence déloyale.. .,
En conclusion on peut dire que la filiere lait en Algérie est exposée a des contraintes
structurelles qui entravent le fonctionnement :

e Le caractere désarticulé de la filiere et la faible structuration de la profession.

¢ L'insuffisance du management de la qualité des produits et des emballages.

e Modicité du pouvoir d'achat des consommateurs.

e Carences du dispositif d'appui technique et scientifique. (Bouras, D.A., 2008)
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2. Définitions

Le lait était defini en 1908 au cours du congres international de la répression des
fraudes a Genéve comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre
recueilli proprement et ne doit pas contenir du colostrum » (Ghaoues, S., 2011).

Selon Aboutayeb (2009), le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur
Iégerement sucrée, constituant un aliment complet et équilibré, sécrété par les glandes
mammaires de la femme et par celles des mammiferes femelles pour la nutrition des
jeunes. (Ghaoues, S., 2011).

> Définition du lait de vache

Aliment privilégié et parfaitement adapté pour le veau, est totalement contre
nature, inadapté et déconseillé a tous les étres humains, quel que soit leur état de santé
et quel que soit leur 4ge (méme pour ceux qui affirment tres fort le supporter tres bien),
mais c'est encore plus vrai et plus les implications de cette alimentation anormale sont
encore plus importantes et plus graves chez les enfants, et pour les personnes agées déja

affaiblies par des décennies d'alimentation erronée et d'erreurs.
» Définition du lait de chévre

Le lait est un liquide physiologique complexe sécrété par les mammiferes et
destiné a I’alimentation du jeune animal naissant (Mah E., 1996).

Le lait de chévre est une émulsion de matiere grasse sous forme de globules gras
dispersés dans une solution aqueuse (sérum) comprenant de nombreux éléments, les uns
a I’état dissous (lactose, protéines du lactosérum,.... etc.), les autres sous forme
colloidale (caséines) (Doyon, 2005). En raison de 1’absence de PB-caroténe, le lait de
chevre est plus blanc que le lait de vache. Le lait de chévre a un godt Iégerement sucré.
Il est caractérisés par une flaveur particuliere et un godt plus releve que le lait de vache
(Zeller, 2005 ; Jouyandah et Abroumand, 2010).

» Définition du lait de brebis

Selon 1’étude de Maurer et al., 2007 le lait de brebis laitiére est un aliment
précieux d’ une grande valeur nutritive (acide gras, substance minéral, vitamines) avec

une densité nutritive élevée (matiére grasse, protéines). [1]
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Sa teneur en extrait sec 18 % est plus elevé que celle du lait de vache (12%)
notamment il a une odeur et une saveur caractéristiques. Il est extrémement blanc.
(Beldjilali, A.F., 2015).

Le lait de brebis est trés riche en matieres grasses, deux fois plus que le lait de
vache pour étre plus exact. Toutefois ses globules gras sont plus petits le rendant plus
facile a digérer. Un fromage fabriqué a base de lait de brebis contient beaucoup plus de
calcium, ce qui fait qu’il est trés énergétique. [1]

> Lelaitcru

Est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la réfrigération a la
ferme. La date limite de vente correspond au lendemain du jour de la traite. Le lait cru
doit étre port¢ a [’ébullition avant consommation (car il contient des germes
pathogénes).

Il doit étre conserve au réfrigérateur et consommé dans les 24h (Fredot, 2006).
Jeantet et al., 2008, rapportent que le lait doit étre en outre collecté dans de bonnes
conditions hygiéniques et présenter toutes les garanties sanitaires. Il peut étre
commercialisé en 1’état mais le plus souvent aprés avoir subi des traitements de
standardisation lipidique et d’épuration microbienne pour limiter les risques
hygiéniques et assurer une plus longue conservation (Ghaoues, S., 2011).

» Le lait pasteurisé

Fabriqué a partir de lait cru ou de lait reconstitué, écrémé ou non, est un lait qui
a subi un traitement thermique (pasteurisation) qui détruit plus de 90 % de la flore
(Jusqu’a 98 %) contenue dans le lait (notamment tous les germes pathogenes non
sporulés, notamment les germes de la tuberculose et de la brucellose) (M’boya et al.,
2001).

» Pasteurisation

Lors de la pasteurisation, le lait cru est porté durant 15 secondes & 72°C au
minimum, puis immédiatement refroidi. La température élimine la majorité des germes.
Le lait pasteurisé doit étre conservé au réfrigérateur et consommé dans les dix jours. [2]
3. Les principaux constituants du lait

Les principales compositions du lait sont : Les lipides (triglycérides), les
protéines (caséines, aloumines, globulines), les glucides essentiellement le lactose, les
sels (sels d’acide phosphorique, sels d’acide chlorhydrique, etc....) (Larpent, 1997).

Le lait contient également des anticorps, des hormones et peut parfois contenir

des résidus d’antibiotiques (Vilain, 2010).
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Les principaux constituants du lait par ordre croissant selon (Pougheon et
Goursaud, 2001) sont :
o L’eau, trés majoritaire.
o Les glucides principalement représentés par le lactose.
o Les lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules
gras.
o Les sels minéraux a 1’état ionique et moléculaire.
o Les proteéines, caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines
solubles.
o Les ¢éléments a 1’état de trace mais au role biologique important,
enzymes, vitamines et oligoéléments.
Fredot (2006) rappelle que le lait est constitué de quatre phases :
e Une émulsion de matiéres grasses ou phase grasse constituée de globules gras et
de vitamines liposolubles (A, D).
e Une phase colloidale qui est une suspension de caséines sous forme de micelle.
e Une phase aqueuse qui contient les constituants solubles du lait (protéines
solubles, lactose, vitamines B et C, sels minéraux, azote non protéique).
e Une phase gazeuse composée d’O,, d’azote et de CO, dissous qui représentent
environ 5 % du volume du lait.
4. Les caractéristiques physico-chimiques des laits
4.1. Le pH

Le pH renseigne précisément sur 1’état de fraicheur du lait. Un lait de vache frais
a un pH de l’ordre de 6,7. S’il y a une action des bactéries lactiques, une partie du
lactose du lait sera dégradée en acide lactique, ce qui entraine une augmentation de la
concentration du lait en ions hydronium (HsO™) et donc une diminution du pH.

Le pH de lait de chévre, se caractérise par des valeurs allant de 6, 45 a 6,90.
(Remeuf et al., 1989) avec une moyenne de 7.6 différant peu du pH moyen du lait
bovin qui est de 6.6 (Remeuf et al., 1989 ; Lejaouen et al., 1990).

Le pH du lait de brebis, se caractérise par des valeurs allant de 6,51 a 6,85
(Beldjilali, A.F., 2015).

Pour un lait normal, le pH est compris entre 6,6 et 6,8. Cette Iégere acidité est
due aux anions phosphoriques et citriques ainsi que de la caséine (Beldjilali, A.F.,
2015).
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4.2. Acidité titrable
L'acidité de titration indique le taux d'acide lactique formé a partir du lactose.

L’acidité du lait de chévre et de vache reste assez stable durant la lactation. Elle
oscille entre 0,16 et 0,17% d’acide lactique (Veinoglou et al., 1982). L’acidité du lait de
brebis reste assez stable durant la lactation. Elle oscille entre 0,22 et 0,25 % d’acide
lactique, elle est plus élevée que celle du lait bovin et caprin (Beldjilali, A.F., 2015).

L’acidité titrable, exprimé en degrés Dornic (°D) est de 15 a 18°D. On distingue
I’acidité naturelle, celle qui caractérise le lait frais, d’une acidité développée issue de la
transformation du lactose en acide lactique par divers microorganismes (Beldjilali,
A.F., 2015).

4.3. La densité

La densité d’un liquide est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport
entre la masse d’un volume donné du liquide considéré et la masse du méme volume
d’eau. Elle oscille entre 1,028 et 1,034. Elle doit étre supérieure ou égale a 1,028 a
20°C.

La densité du lait de brebis et celles des races de chevre a laits gras est plus
élevée que celle du lait de vache, elle est comprise entre 1,0347—1,0384 (Simos, 1996).

La densité des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. La
densité des laits écrémés est supérieure a 1,035. Un lait a la fois écrémé et mouillé peut
avoir une densité normale (Vierling, 2008).

La densité du lait de chevre est relativement stable (Veinoglou et al., 1982). La
densité moyenne est de 1.030 pour la chevre qui est comparable a celle du lait de vache:
1.030 a 1.035.

4.4. Masse volumique

Le lait contient différents éléments dispersés : micro-organismes, globules gras,
micelle de caséine qui peuvent étre séparés selon leur masse volumique.
Selon Pointurier, (2003), La masse volumique du lait et définie par le quotient de la
masse d’une certaine quantité de lait divisée par son volume.

La masse volumique, le plus souvent exprimé en grammes par millilitre ou en
kilogrammes par litre, une propriété physique qui varie selon la température, puisque le

volume d’une solution varie selon la température (Vignola, 2002).
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4.5. Point de congélation

Le point de congélation du lait est I’une de ses caractéristiques physiques les
plus constantes. Sa valeur moyenne, si 1’on considere des productions individuelles de
vache, se situe entre -0,54 °C et — 0,55°C (Mathieu, 1998). La mesure de ce parameétre
permet I’appréciation de la quantité d’eau éventuellement ajoutée au lait. Un mouillage
de 1% entraine une augmentation du point de congélation d’environ 0,0055°C
(Goursaud, 1985).

Le lait ce congéle a -0.55°C. C’est la caractéristique la plus constante du lait et
sa mesure est utilisée pour déceler le mouillage. Si le point de congélation est supérieur
a-0.53°C on suspectera une addition d’eau (Mahaut et al., 2000).

4.6. Point de I’ébullition

Il est défini comme la température atteinte lorsque la pression de vapeur de la
solution est égale a la pression appliquee. Il est I'égerment supérieur a celui de l'eau,
soit: 100.5°C (Jean et al, 2002).

La composition du lait varie d’une espéce animale a une autre (voir tab.l)
donne les caractéres physico-chimiques des différents mammiféres (Ghaoues, S.,
2011).

4.7. Matiere grasse

La matiére grasse du lait est un composant trés complexe, ¢’est le composant du
le plus variable en proportion, appelée taux butyreux (Thapon, 2005). Les lipides se
trouvent dispersé dans le lait sous la forme globulaire, ces substances sont les plus
faciles a extraire du lait sans modifier les autres constituant (Alais, 1961).

Chaque globule gras est forme de différente couches de triglycérides qui jouent un réle
d’émulsifiant dans la stabilité du globule gras. La présence de charge négative sur la
structure des protéines de membranes empéche les globules de matiére grasse de
s’agglomérer dans les conditions normales d’entreposage (Vignola, 2010).

Le lait de brebis est réputé pour sa richesse en matiere grasse, le taux de lipide varie
entre 4,96 et 9,60% (Kuchtik et al., 2008), ces valeurs sont bien supérieur a celle
rapportées sur le lait de vache 2,8 a 4,8% (Simos et al., 1996) ou encore de la chévre
4,1 a 4,5% (Huebner, 2012), la matiére grasse s’altére plus lentement que le lactose
(Alais, 1961).
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Tableau 1 : Tableau résume les caractéres physico-chimiques et constituants du

lait de quelques espéces animales (Boubezari, M.T., 2010 et Beisson, G., 2009)

Constantes Vache Chevre Brebis Références

Energie (kcl/litre) 705 600-750 1100 (Bocquier et al.,
1993)

Densité du lait entier | 1,028-1,033 | 1,027-1,035 | 1,034-1,039 | (Filipovitch,

a20°C 1954)

Point de congélation | 0,520-0,550 | 0,550-0,583 | -0,570 (larpent, 1990)

(°C)

Point d’ébullition 100,17 (larpent, 1990)

Ph-20°C 6,60-6,80 6,45-6,60 6,50-6,85 (gaucher et al.,
2008)

Acidité titrable 15-17 14-18 22-25 (Amiot et

(°Dornic) lapointe-
vignola , 2002)

Tension superficielle | 50 52 45-49 (Kopaczewski,

du lait entier a 15°C 1936)

(dynes cm)

Conductivité 45x10™ 43-56x10™ | 38x10™ (Fernandez-

électrique a 25°C Martin et Sans ,

(sienmens) 1985)

Indice de réfraction 1,45-1,46 1,35-1,46 1,33-1,40 (Jeunet et
Grappin , 1970)

Viscosité du lait 2,0-2,2 1,8-19 2,86-3,93 (Tapernoux et

entier a 20°C Vuillaume

(centipoises) 1934)

Extrait sec total (g/L) | 128 134 183 (Larpent, 1990)

Extrait sec dégraissé | 91 92 108 (Larpent, 1990)

(9/L)

Eau (g/l) 900 900 860 (Georges

Beisson, 2009)
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Constantes Vache Chévre Brebis Références
Lipides (g/l) 35-40 40-45 70-75 (Georges
Beisson, 2009)
Lactose (glucides) 45-50 40-45 45-50 (Georges
((71)] Beisson, 2009)
Protéines | Totales 30-35 35-40 55-60 (Georges
(matieres Beisson, 2009)
azotees) | Caséines | 27-30 30-35 45-50 (Georges
((71)] Beisson, 2009)
Matiere | Totales 8-10 8-10 10-12 (Georges
minérale Beisson, 2009)
((71)] Calcium 1.25 1.35 1.90 (Georges
Beisson, 2009)
Phosphore | 0.95 1 1.5 (Georges
Beisson, 2009)

°D : degré Dornic = 0,1g d’acide lactique par litre de lait, 1 litre de lait~1032g/cm’
(Alais, 1984)

Le lait de brebis est nettement plus riche que le lait de vache et le lait de chévre.
Sa teneur en matiére seche est de I'ordre de 183g/I contre seulement 128 g /I pour le lait
de vache. En moyenne, le lait de brebis renferme 70 a 75 g/l de matiére grasse contre 40
o/l pour le lait de vache. La teneur en matiéres azotées est en moyenne de 55 a60 g/l
contre seulement 30 a35 g/l pour le lait de vache. La teneur en sels minéraux (10 a 12
g/l) est également supérieure a celle du lait de vache (8 a 10g/l). Le lait de chevre a une
composition assez voisine de celle du lait de vache. Le lait de chévre ne contient pas de
béta-caroténe, c’est pourquoi il a une couleur blanche que l'on retrouve dans les
fromages (Georges Beisson, 2009).

Les composants moyens de lait de vache, chévre, et brebis sont représentés
dans les figures 1,2 et 3 successivement.
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Composition moyenne de lait de vache

35g¢/145g/1 _8g/l
30g/1__°

00g/1 ® Eau

Hmatiére azoté totale
" lipides

M Jactose

B matiére minérale totale

Figure 1 : Composition moyenne de lait de vache

Composition moyenne de lait de chévre
40g/1 40g/1 8g/1

35¢g/1
900g/1 s
B Matiére azoté
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B Lactose

B Matiére minérale totale

Figure 2 : Composition moyenne de lait de chéevre

Composition moyenne de lait de brebis

45¢/1 10 /1

70g/1

fj.Q

55¢/
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® Matiére azoté
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Figure 3 : Composition moyenne de lait de brebis
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5. Qualité organoleptique du lait

Vierling (2003) rapporte que 1’aspect, I’odeur, la saveur, la texture ne peuvent

étre précisés qu’en comparaison avec un lait frais (Ghaoues, S., 2011).

Tableau 2 : Caractéristiques organoleptique de différentes espéces (Mana, H., &

Drif, F., 2017)
Criteres Vache Chévre Brebis
organoleptiques
Le lait est un liquide | Blanc mat, | Le lait de brebis a
opaque blanc mat | contrairement au lait | I’observation
plus.  ou moins | de vache, le lait de | visuelle, est d’une
jaunatre selon la | chévre ne contient | couleur blanc nacre
Couleur teneur de la matiere | pas de P caroténe, | ou porcelaine.
grasse en B— | ainsi le beurre de | Il présente une
carotene. chévre a une couleur | capacité blanche plus
blanche. marque que celle des
laits de vache, et de
chévre.
Il a une odeur peu | Douceéatre, agréable, | Le lait de brebis
marqué, mais | particuliére au lait, le | comporte une odeur
caractéristique. lait  de chévre | caractéristique de
fraichement trait | ’animal dite odeur
Odeur possede une saveur | de suint, est
plutdt neutre. relativement  faible
pour un lait récolte
dans des bonnes
conditions.
Son gout, variable | Propre sans | Le lait brebis a un
Saveur selon les especes et | grumeaux. gout doux, riche et
agréable et Iégerement sucreé.
douceétre.
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6. Les caractéristiques microbiologiques du lait
e Introduction

Le lait est un aliment de choix : il contient des graisses, du lactose, des protéines,
des sels minéraux, des vitamines et 87% d’cau. Son pH est de 6,7. 1l va étre un substrat
tres favorable au développement des microorganismes. Le lait est utilisé sous
nombreuses formes et il est la matiére premiére de nombreux produits alimentaires
(Belarbi, M., 2015).

6.1. Les flores microbiennes du lait

On répartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux grandes
classes : La flore indigene ou originelle et la flore contamination.

Cette derniére est subdivisée en deux sous classe : la flore d’altération et la flore
pathogéne (Vignola, 2002).

6.1.1. Flore originelle ou indigéne

Le lait contient relativement peu de microorganisme quand il est secrété a partir
de la mamelle d’un animal en bonne santé. Il devrait contenir moins de 5000UFC
(unités formant colonies). La flore naturelle du lait cru est un facteur essentiel
particulierement a ces propriétés organoleptiques (Fotou et al., 2011).

Le lait cru est protégé contre les bactéries par des substances inhibitrices
appelées «lacténines» mais leur action est de trés courte duré environ 1 heure (Guiraud,
2003).

D’autre microorganisme peuvent se retrouver dans le lait cru issus d’un animal
malade, ils sont généralement pathogénes et dangereux au point de vue sanitaire.
(Belarbi, M., 2015).

e Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, dont
les vertus se ressemblent, et qui produisent de 1’acide lactique comme produit final du
processus de fermentation. Elles sont partout dans la nature, et se trouvent aussi dans le
systeme digestif de ’homme. Si elles sont surtout connues pour le rdle qu’elles jouent
dans la préparation des laitages fermentés, elles sont utilisées également dans le
saumurage des légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage des poissons,

des viandes et des salaisons (Belarbi, M., 2015).
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(A): Lactobacillus helveticus. (B): Lactobacillus delbrueckii. (C): Lactococcus lactic.

Figure 4 : Les bactéries lactiques (Prescott et al., 2010).

6.1.2. Flore de contamination

Cette flore est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte

jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera

des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une

flore pathogéne dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).

Le lait se contamine par des microbes d’origines diverses :

Feéces et téguments de I’animal : Coliformes, Clostridies, et éventuellement des
Entéobactéries pathogénes (salmonella).

Sol : Streptomyces, bactéries sporulées, spores fungiques, listéria.

Litiere et aliments : flore banale variée, en particuliers, Lactobacilles,
Clostridiumbutyriques (Ensilages).

Air et eau : flore diverse dont pseudomonas, bactérie sporulées, etc.
Equipements de traite et de stockage du lait : flore lactique, microcoque,
Lactobacilles, Streptocoques, Leuconostoc, levure, cette flore sera souvent
spécifique d’une usine a une autre.

Manipulateurs : Staphylocoques dans le cas de traite manuelle.

Vecteurs divers : insectes en particulier, flore de contamination fécale
(Guiraud, 1998).

6.1.2.1. Contaminations du lait cru au stade de la production

La flore du lait cru est abondante et susceptible d’évoluer rapidement. Il faut

donc abaisser sa température a moins de 10°C le plus rapidement possible, au mieux

dans I’heure qui suit la traite. Le lait recueilli a la ferme par traite mécanique ou

manuelle est soit directement transporté au centre de ramassage ou il est réfrigéré, soit
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stocké dans des réservoirs réfrigérés avant transport dans le cas d’exploitations
importantes (Belarbi, M., 2015).

Dans ces conditions, la flore microbienne est stabilisée. Le lait cru doit étre
toujours maintenu au froid. La durée de conservation de ce lait est courte en raison de la
possibilité du développement des germes psychrotrophes et psychrophiles (quelques
jours) (Guiraud et Galzy, 1980).
6.1.2.2. Contamination par ’animal

Le lait renferme, lorsque I'animal est sous médication, des résidus d'antibiotiques
qui sont a 1’origine de perturbations importantes des processus de fermentation et de
maturation des produits laitiers de large consommation tels que les yaourt, fromages et
autres laits fermentés (Ben Mahdi et Ouslimani, 2009). Ces laits anormaux doivent
étre séparés du lait sain et ne pas étre utilisés pour la transformation.

La propreté de I’animal a un impact significatif sur la santé du pis et en
particulier sur le taux de mammites environnementales. Le maintien de la propreté du
pis et des membres des animaux permettent de diminuer la propagation d’agents
pathogénes de 1’environnement vers le canal du trayon (Belarbi, M., 2015).
6.1.2.3. Contamination au cours de la traite

C’est en surface des trayons que 1’on retrouve la plus grande diversité de
groupes microbiens : une douzaine de groupes microbiens parmi les flores utiles, flores
d’altération et pathogeéne sont systematiquement détectés.

Les groupes microbiens utiles (bactéries lactiques) sont fortement dominants,
leurs niveaux étant au moins 100 fois supérieures a ceux des groupes d’altération ou
pathogenes (staphylocoques a coagulase positive). Dans le lactoduc et 1’air du lieu de
traite, la diversité microbienne est moindre puisque que seuls quelques groupes
microbiens sont systématiquement présents (Belarbi, M., 2015).
6.1.2.4. Contamination au cours du transport

La collecte et le transport se font grace a des camions-citernes réfrigérés qui
récoltent régulierement le lait dans les fermes. Ils doivent respecter un certain hombre
de regles légales afin de livrer un lait de bonne qualité, notamment par le maintien du
lait au froid qui a pour but d’arréter le développement des microorganismes. Il constitue
un traitement de stabilisation (Weber, F., 1985). Une altération de la qualité au cours
du transport par une mauvaise réfrigération, peut avoir un impact grave sur la qualité du

lait et engendrer des pertes financiéres importantes (Jakob et al., 2011).
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6.1.3. Les flores d’altérations

Seules quelques unes des espeéces présentes seront responsables de 1’altération
du produit. Elles sont d’abord sélectionnées en fonction des conditions physico-
chimiques mises en jeu (nature de produit, pH, pression partielle en oxygene,
température de stockage, etc) (Bennefoy et al., 2002).
6.1.3.1. Bactéries de type coliforme

Les coliformes sont des bactéries Gram (-) non sporulées, aérobies ou anaérobies
facultatives. (Billon et Sauve, 2009). Des exemples ; genres Citrobacter, Enterobacter
et Klebsiella.
6.1.3.2. Levures et moisissures

Elles se manifestent dans le fromage (peu dans le lait). Les levures sont des
champignons microscopiques unicellulaires et sont souvent rondes a ovales, la division
se fait par bourgeonnement, plus rarement par scissiparité. A cité que des levures
d’altération sont associées au domaine laitier (Hermier et al. 1992).

Ont cité que les moisissures sont des champignons microscopiques filamenteux,
dix fois plus grosse que les levures, il existe plusieurs genres de moisissures notamment

les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (Meyer et al., 2004).

(A): Alternaria alternata (B): Penicillium pupurogenum (C): Clodosporium hebarum

(D): Penicillium pupurogenum.
Figure 5 : Différentes genres de moisissures de gauche a droite (Belarbi, M., 2015).
6.1.3.3. Les Streptocoques (fécaux), les Streptocoques lactiques et les Lactobaciles
Les Streptocoques sont des témoins de contamination fécale, entrainent trés
souvent une trés forte protéolyse. Les Streptocoques lactiques et les lactobacilles (qui

sont de la flore indigéne du lait) sont recherchés pour la fabrication du fromage, peuvent
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en grande abondance, acidifier trop rapidement le lait se qui provoque la coagulation

(Belarbi, M., 2015).

6.1.4. Les flores pathogénes

Les germes pathogenes auxquels on accorde une importance particuliére, en

raison de la gravité ou de la fréquence des risques qu'ils présentent sont cités ci-dessous:

e Les principales bactériennes infectieuses sont Slmonella sp, Escherichia coli,

Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens et Campylobacter sp.

e Les principales bactéries toxigenes sont Staphylococcus sp Clostridium
botulinum (Vignola, 2002).

Listena

Figure 6 : Les différentes bactéries infectieuses (Prescott et al., 2010).

Tableau 3 : Quelques propriétés des micro-organismes de lait cru

Les

microorganismes

Les caractéristiques

Les effets

Les références

Gram négatif
Mobile sensibles au
pH acide
Aéro-anaérobies

Facultatifs

Clostridium Gram positif Contamination du (Bourgeois et
Anaérobies strictes lait au moment de la | Leveau, 1991)
traite.
Escherichia coli | Mobile Capable de fermenter
Pathogéne le glucose et le | (Carip,2008)
Lactose
Salmonella Pathogéne Capable de fermenter

le glucose incapable
de fermenter le
lactose

(Carip, 2008)
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6.1.4.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est le micro-organisme pathogene le plus souvent
incriminé dans des cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) par le lait et
les produits laitiers. Elle déclenche des nausées, vomissements, diarrhées, douleurs
abdominales et maux de téte voire des conséquences plus graves chez les jeunes
enfants, les femmes enceintes et les personnes immunodéprimées.

La contamination du lait cru a la production est due a la flore présente dans la
mamelle en cas d’infection, de la flore décontamination apportée par le milieu extérieur
au cours des différentes manipulations (Belarbi, M., 2015).
6.1.4.2. Les salmonelles

Salmonella est une bactérie naturellement présente dans l'intestin des animaux
(en particulier chez les volailles et les porcs), des oiseaux, des reptiles, de certains
animaux de compagnie et de certaines personnes. Elle est également présente dans
I'environnement et peut contaminer le lait a la production a la ferme (Van Kessel et al.,
2004). Les personnes qui consomment du lait contaminé par Salmonella sont
susceptibles de contracter la salmonellose.

Comme dans le cas d'autres toxi-infections alimentaires (Streit et al., 2006), les
symptdmes de la salmonellose ressemblent a ceux de la grippe.
6.1.4.3. Les coliformes totaux

Les coliformes totaux sont utilisés depuis tres longtemps comme indicateurs de
la qualité microbienne parce qu’ils peuvent étre indirectement associés a une pollution
d’origine fécale.

Les coliformes totaux sont définis comme étant des bactéries en forme de
batonnet, aérobies ou anaérobies facultatives, possédant 1’enzyme [-galactosidase
permettant 1’hydrolyse du lactose a 35°C afin de produire des colonies rouges avec
reflet métallique sur un milieu gélosé approprié (Archibald, 2000 ; Edberg et al.,
2000). Des coliformes banals absorbés en quantité massive (1 million a 1 milliard de
germes) peuvent déclencher des troubles gastro-intestinaux (nausées, vomissements et
diarrhée), habituellement de courte durée (Belarbi, M., 2015).

7. Action de la flore du lait
7.1. Aspect sanitaire

Des germes pathogénes peuvent étre responsables des maladies ou intoxications

graves généralement limitées par la surveillance vétérinaire des animaux producteurs

(Guiraud, 1998). Les fievres thyroides ou para thyroides peuvent étre provoquees par
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les entéropathogénes salmonella, des toxi-infections ou intoxication par les
staphylocoques, le cas de dysenterie par Shigelle, d’intoxication par les Escherichia
Coli... etc. Le danger potenticl étant considérable, les traitements appliqués au lait
seront calculés de facon a éliminer tout risque (Guiraud, 2003) (Benallegue, H. et
Debbeche S.N.H., 2015).

7.2. Aspect qualitatif

Les activités métaboliques des microorganismes présents dans le lait peuvent
avoir des effets positifs ou négatifs sur I’apparence, 1’odeur, la consistance ou la texture
et le goQt des produits laitiers. Parmi ces activités on peut citer:

e T’acidification : ¢’est une production d’acide lactique a partir du lactose par les
ferments lactiques lors de leur croissance ;

e la protéolyse : c’est la dégradation des protéines du lait avec formation de
peptides, dont certains donnent des mauvais goUts aux produits laitiers ;

e la lipolyse : c’est la libération d’acides gras a partir des triglycérides du lait,
entrainant un godt de rance

e la production de gaz : certaines bactéries (hétérofermentaires, bactéries
telluriques) au cours de leur croissance produisent des gaz. Dans le cas de
certains fromages on peut assister a ’apparition d’un défaut d’aspect, di a la
production de gaz, associé ou non a un défaut de go(t.

Enfin, certains microorganismes ne semblent pas présenter les inconvénients
cités plus haut. Leur présence en grand nombre dans le lait est toutefois 1’indication
d’une mauvaise hygiéne générale au stade de la production. Ces microorganismes
peuvent étre considérés comme « indicateurs » d’une hygiéne défectueuse (Abakar,
M.N.M., 2012).

8. Traitement du lait

Le lait est un produit trés périssable et doit donc subir de nombreux traitements
dans le but de prolonger sa durée de conservation et d’éliminer tout risque pour la santé
du consommateur. Il existe deux types de traitement thermique : la stérilisation et la
pasteurisation (Abakar, M.N.M., 2012).

* La stérilisation se fait a une température supérieure a 100°C. Elle a pour but de
détruire I’ensemble des germes. Dans la stérilisation UHT (Ultra Haute Température), la
méthode vise la réduction du nombre de germes thermophiles par un facteur de 109 afin

de prévoir une marge de sécurité
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* La pasteurisation se fait a température inférieure a 100°C et ne vise a détruire que
les germes pathogenes présents sous forme végétative ainsi que la presque totalité des
germes Saprophytes. La pasteurisation est couplée a la réfrigération afin de stabiliser le
produit. (Abakar, M.N.M., 2012).

La destruction des microorganismes est fonction donc de deux paramétres : la
température et la durée du traitement (Alais, 1984 et Vignola, 2002).

Le lait peut étre transformé, par des actions enzymatiques ou microbiennes, en
produits ayant acquis de nouvelles caractéristiques alimentaires et organoleptiques et

présentant une conservation accrue (Guiraud, 1998).
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Figure 7 : Diagramme temps-température de la pasteurisation
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CHAPITRE Il : Le fromage
1. Produits laitiers traditionnels

Les aliments traditionnels font partie du patrimoine de chaque peuple et nous
rencontrons et vivons des recettes, entourées d’un savoir-faire ancestral transmises de
génération en génération, parmi ces aliments, les fromages traditionnels (Fox et al.,
2000 ; Hayaloglu et al., 2002).

La production des fromages artisanaux, surtout ceux a base du lait cru, est
fortement liée au terroir, par le biais de la composition du lait tant dans sa composante
biochimique que microbiologique (Michel et al., 2001). Cette composante
microbiennes, qualifiée de naturelle indigene permet de préserver la typicité et une
certaine diversité sensorielle des fromages (Serhan, 2008).

La caractérisation du fromage, constitue un point de départ d’une démarche dont
I’objectif est la conservation et la protection de ses caractéristiques spécifique (Casalta
et al., 2001), c’est aussi le moyen de mieux comprendre les mécanismes qui
déterminent sa typicité et de fournir les références indispensables a la mise en place
d’une appellation d’origine contrlée (Chamba et al., 1994).

Une grande variété de produits laitiers fermentés est préparée traditionnellement
en Algérie dont le but est la bio-préservation du lait pour utilisation ultérieur.

2. Historique et origine des fromages
e Etymologie

Le mot « fromage » vient du moule qui est utilisé pour le fabriquer. En effet,
lorsque les premieres techniques de fabrication des fromages apparurent en Europe, les
faisselles ou le lait caillé était déposé s’appelaient les « forma » en latin et « formos »en
grec. A partir du Xllléme siécle, le mot devint « formage » ou « fourmage » selon les
régions pour devenir définitivement « fromage » au XVéme siécle. [8]

Non seulement le lait se consomme a 1’état nature, il peut également subir
différentes biotransformation qui contribuent a élargir considérablement ses qualités
sensorielle et nutritionnelles. L’un des dérivés de ces transformations est le fromage
(Carole L. viognola, 2002).

La premiere occurrence de 1’utilisation du fromage comme aliment est inconnue,
les ethnologues tiennent preuve que 1’homme connue depuis longtemps le phénoméne
de coagulation du lait depuis la découverte sur les rive de lac Neuchatel (en suisse) des
moules a caillé datant de 5000 ans av J.-C, cependant 1’origine exacte de la

transformation du lait en fromage est incertaine, s’entend pour dire quel fromage serait
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originaire du sud ouest asiatique et daterait d’environ 8000 ans, les romains auraient
stimulés le développement de nouvelles variétés durant leur invasion de 1’Europe entre
60 av. J.-C et 300 apres J.-C, leur influence est reflété dans 1’étymologie; en effet le mot
latin caseus, signifiant fromage est la racine donnera le mots caséine en francais, nom
qui désigne protéine coagulable du lait (Vignola, C.L. et al., 2012).

L’homme s’apercut que le lait qu’il entreposait coagulait et qu'une fois séparé
de son sérum, le coagulum devenait une masse compacte qui pouvait sécher, et donc se
conserver et étre transportée.

L’acidification spontanée a I’origine de la coagulation entrainant du fait de sa
lenteur une remontée de la créeme a la surface, les laits fermentés, le petit lait aigre, et le
beurre furent sans doute les premiers produits laitiers (Bendimrad, N., 2013)

3. Définitions et classification

Au plan technologique, le fromage est de la caséine plus ou moins débarrassée
des autres constituants du lait et plus ou moins transformée. La norme FAO/OMS n°A-6
(1978, modifiée en 1990) donne la définition suivante:
«Le fromage est le produit frais ou affiné, solide ou semi-solide, dans lequel le rapport
protéines de lactosérum/caséine n'excede pas celui du lait, obtenu:

e par coagulation du lait, lait écrémé, lait partiellement écrémé, créeme de
lactosérum ou babeurre, seul ou en combinaisons, grace a l'action de la présure
ou d'autres agents coagulants appropriés, et par égouttage partiel du lactosérum
résultant de cette coagulation;

e par I'emploi de techniques de fabrication entrainant la coagulation du lait et/ou
des matiéres obtenues a partir de lait, présentant des caractéres physiques,
chimiques et organoleptiques similaires a ceux du produit défini plus haut.»

Selon cette méme norme:

Le fromage «affiné» est celui qui n'est pas prét a la consommation
immédiatement apreés la fabrication, qui doit é&tre maintenu pendant un certain temps a la
température et dans les conditions nécessaires pour que s'operent les changements
biochimiques et physiques caractéristiques du fromage.

Le fromage «affiné aux moisissures» est celui dont l'affinage est provoqué
essentiellement par la prolifération de moisissures caractéristiques dans la masse et/ou
sur la surface du fromage.

Le fromage «frais ou non affiné» est du fromage qui est prét a la consommation peu de

temps apreés la fabrication. [3]
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e Fromages blancs et fromages frais

La dénomination « fromage blanc » est réservée a un fromage non affiné qui,
lorsqu’il est fermenté, a subi une fermentation principalement lactique.

Les « fromages blancs frais » ou « fromages frais » sont des fromages blancs fermentés
qui répondent a un critere supplémentaire : ils doivent renfermer une flore vivante au
moment de la vente au consommateur.

Les fromages blancs (éventuellement frais) constituent ainsi parmi les fromages
une catégorie particuliere qui bénéficie de plus de souplesse en termes de minimum de
matiere seche. En effet, la teneur en matiére séche de ces fromages peut étre abaissee
jusqu’a 15 g ou 10 g pour 100 g de fromage, selon que leur teneur en MG est supérieure

a 20 g ou au plus égale a 20 g pour 100 g de fromage, apres compléte dessiccation. [5]
o Les fromages frais

Le fromage frais est une pate trés humide, peu minéralisée, c’est le produit d’une
coagulation lente & dominance acide, obtenue grace a I’action des bactéries lactiques
combinée ou non a celle d’une faible quantité de présure (1-5 ml/100 | de lait) et un
temps d’incubation long (Aissou, Z., Abbas, S., 2016)

Ces fromages ont une grande diversité selon le degré d’égouttage du coagulum
et la teneur en matiére grasse du lait mis en ceuvre. Leur teneur en protéines et en
calcium quelque soit le type de fromage frais leur confére une qualité nutritionnelle
importante (Mahaut et al., 2000 ;Eck et Gillis, 2006).

Les fromages frais, préparés a base de lait de vache, parfois de chévre ou de
brebis, ne sont ni fermentés, ni affineés.

Les laits utilisés peuvent étre écrémés ou enrichis en créme, afin d’obtenir des
fromages dont la matiere grasse varie de 0% a 75%.

Les fromages frais sont caractérisés par un caillé a dominante lactique, la pate
obtenue est fortement humide (plus de 70%) et a faible cohésion, de consistance molle
et avec une saveur fraiche et acidulée.

Ces fromages sont fabriqués la plupart du temps avec des laits pasteurisés, ce qui
favorise leur qualité bactériologique en détruisant les germes pathogénes et certains
germes indésirables a leur fabrication, et qui permet la dénaturation (par floculation) de

certaines protéines sériques, leur permettant ainsi une meilleure rétention dans le caille.
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Ces fromages sont obtenus par coagulation lente 12 a 24 heures et plus, a forte
dominance acide (coagulation due a I’acidification du lait sous 1’action des ferments
lactiques 1 a 3%).

La température de 18 a 28% permet le développement optimal des ferments
lactiques mais limite 1’action de la présure ajoutée en faible quantité (1 a 10ml pour
1001).

L’égouttage long et peu prononcé peut étre reéalise de plusieurs manieres
différentes :

- En moule ou toile avec ou sans rupture du gel (méthode traditionnelle).

- En vrac dans la cuve de fabrication, leur mise en forme est réalisée apres
I’égouttage. Procédé utilis€é pour obtenir des fromages a caractere un peu plus
enzymatique, avec une teneur en extrait ses plus élevée.

- Par centrifugation pour les fromages maigres et extra gras. Production industrielle
de fromages en frais en trés grande quantité.

Le salage est facultatif. Lorsqu’il a lieu, c¢’est un salage a sec dans la masse du
fromage. lls peuvent aussi étre aromatisés.

Leur conservation est restreinte : 5 a 30 jours a température comprise entre 0 et
4°C.

Qualité nutritionnelle importante en temps que concentré de protéines et source
de calcium.

Exemple : Le fromage blanc, le petit-suisse. [4]
Fromages de lactosérum

La dénomination « fromage de lactosérum » est réservée au produit obtenu par
coagulation ou précipitation du sérum, concentré ou non, avec ou sans adjonction
d’autres produits laitiers. Les fromages sont généralement fabriqués avec du lactosérum
frais de brebis et/ou de chevre qui sont trés riches en protéines, additionné de lait entier
de brebis et/ou de chevre et/ou de vache. [5]

4. Composition du fromage

Le fromage est trés riche de part sa composition, en protéines, eau, peptides
bioactifs, acides amines, lipides, acides gras, vitamines et en minéraux (Walther et al.,
2008).

Le tableau 4 montre la composition moyenne de fromage frais.
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Tableau 4 : Composition moyenne d’un fromage frais pour 100g (Aissou, Z.,
Abbas, S., 2016)

Constituants Fromage frais
Eau (g) 80

Glucides (g) 4

Lipides (g) 7.5

Protéines (g) 8.5

Calcium (mg) 100

Sodium (mg) 40

Vitamine A (Ul) 170

Ul : Unité Internationale

5. Les caractéristiques physicochimiques, organoleptiques et microbiologiques du
fromage frais
5.1. Caractéristiques physico-chimiques et organoleptique du fromage frais

Le fromage frais présente une grande diversité selon le degré d'égouttage et la
teneur en matiere grasse du lait mis en ceuvre. Ces caillés restent trées humides (75 -
80%) et sont peu minéralisés.

Le fromage frais ne présente pas de caractéristiques définies a cause des
méthodes artisanales utilisées pour sa préparation reposant, essentiellement, sur les
connaissances acquises a partir d’une longue expérience.

Les ar6bmes, les propriétés organoleptiques et les caractéristiques physico-
chimiques du fromage dépendent de celles du lait cru qui a son tour dépend de la race
des animaux et leur type d’alimentation. Généralement, Le pH (<4,2) et l'acidité titrable
(> 0,9%) sont les paramétres les moins variables du fromage frais (Chabane, A.,
Djeddi, M., 2016).

5.2. Caractéristiques microbiologiques et hygiénique du fromage frais
5.2.1. Recherche et identification des principales flores
5.2.1.1. Dénombrement de la flore totale mésophile (FTAM)

La FMT est indicateur d’hygiéne. En effet, elle prend d’évaluer le nombre
d’UFC présente dans un produit ou sur une surface. [13]

La fore mésophile, (également désigné germes totaux) est I’ensemble de germes

aptes a se multiplier a I’air libre o en fermé avec une croissance optimale a 30°C a 37°C
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(Leclerc et Mossel, 1989). Son dénombrement reflete la qualité microbiologique
générale d’un produit naturel et permet d’en suivre 1’évolution.

Le nombre des germes « totaux » pourra donner une indication de I’état de
fraicheur ou de 1’état de décomposition du produit (Guiraud, 2003).

Le dénombrement est reéalisé dans un milieu ordinaire, la plupart des
microorganismes peuvent se développer, sur la gélose nutritive (GN), 1’unité est ’'UFC
(unité formant colonie) car une colonie observable sur la gélose peut venir d’un micro-
organisme isolé, ou bien d’une spore ou micro-colonie.

e Technique

Leurs ensemencements sont réalisés en placant 1 ml de la dilution mere dans des
tubes de 9ml ’eau distillé jusqu’au (10~ °),ensemencements 1ml de dilution dans
chaque boites de gélose nutritive préalablement refroidie a 45°C puis homogénéisé le
continu (faire des mouvement circulaire en dessinant des 8 sur la paillasse),et enfin
lisser solidifie la culture.

e Incubation

L’incubation a 37°C pendant 24- 48 heures. L ’apparition de FTM est sous forme

de colonies de tailles et de formes différentes
e Lecture

Le dénombrement de UFC est relatifs au nombre du germes par ml on tient
compte de la dilution utilisée.
5.2.1.2. Dénombrement des coliformes

Les coliformes sont des micro-organismes d’altération. Leur présence indique
une faute hygiénique relevant soit d’une mauvaise qualité du lait utilisé, soit de la
malpropreté du matériel de fabrication. Ces contamination d’origine fécale et indiquent
la présence possible de germe pathogéne (Sutra et al., 1998).

Les coliformes sont des entérobactéries (bacilles Gram-, asporulés,
glucose+, oxydase-, nitrate réductase+, aérobies anaérobies facultatifs) qui fermentent le
lactose avec production de gaz

La colimétrie consiste a déceler et dénombrer les germes et parmi eux,
Escherichia Coli dont seule I’origine fécale est certaine.

Elle comporte deux temps :
= Larecherche présomptive des coliformes.
= La recherche confirmative des Escherichia Coli.

Leur dénombrement se fait par la méthode de NPP (nombre le plus probable).
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e Principe

Les coliformes se présentent sous forme de Bacille Gram négatifs (BGN), non
sporogéne, oxydase négative, aéro-anaérobies facultatifs, capables de croitre en
présence de sels biliaires et capables de fermenter le lactose avec production d'acides et
de gaz, en 24 a 48 heures a 37°C. Les coliformes sont considérés comme indices de
contamination fécale.

Pour la réalisation de cette analyse on a choisis la technique du NPP (Nombre le
Plus Probable) sur milieu liquide.

Cette Technique sur milieu BLVBL, fait appel a deux tests consécutifs a savoir :

v' Le test de présomption ; réservé a la recherche des coliformes Totaux.

v Le test de confirmation ; encore appelé test de Mac Kenzie et réservé a la
recherche des Coliformes Fécaux a partir des tubes positifs du test de
présomption.

e Technique

Le denombrement des coliformes

v Soit en milieu liquide sur BLVBL (D/C) par la technique du NPP (Nombre le
Plus Probable) sur tube multiple (3.3.3).Tout les tubes sont munis de cloche
Durhan pour déceler le dégagement de gaz dans le milieu.

D/C 3 tubes 10 ml
S/C 3 tubes 01 ml
S/C 3 tubes 0.1 ml
v" Soit en milieu solide gélosé PCA par ensemencement 1ml de solution dilué
e Incubation
Incubation a 37°C pendant 48h.
% Dénombrement des coliformes totaux
Le dénombrement des coliformes totaux est effectué sur le milieu liquide
BLVBL on a fait également ensemencé neuf tubes du milieu liquide (BLVBL) :
- 3 tubes pour 10ml de dilution munis d’une cloche Durham.
- 3tubes pour 01ml de dilution munis d’une cloche Durham.
- 3tubes pour 0.1ml de dilution munis d’une cloche Durham.
Chassez le gaz présent éventuellement dans les cloches Durham et bien mélanger le

milieu puis I’incuber.
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e Incubation

Incubé a 37°C pendant 48 heures.
e Lecture
Les tubes positifs sont présentant a la fois :
- Dégagement gazeuse (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche).
- Un trouble microbien accompagné d'un virage du milieu au jaune (ce qui
constitue le témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).
Ces deux caracteres étant témoins de la fermentation du lactose dans les
conditions opératoires décrites.
% Dénombrement des coliformes Fécaux
Le dénombrement des coliformes fécaux ou le teste de Mac Kenzie est basés sur
les tubes positifs des coliformes totaux a la recherche des coliformes Thermo tolérant
parmi lesquelles on redoute surtout la présence d’Escherichia Coli. Les coliformes
Thermo tolérants ont les mémes propriétés de fermentation que les coliformes qui feront
I'objet d'un repiquage (Arrété du 24 mai 2004 publié dans le JORA n°43 juillet
2004).
e Technique
A laide d'un ose bouclé dans tube contenant le milieu Schubert muni d'une
cloche de Durham. Chasser le gaz présent éventuellement dans les Cloches de et
Durham bien mélanger le milieu et incuber.
e Incubation
L’incubation a 44°C pendant 24h puis ajouté 2 a 3 gouttes de Kovac.
e Lecture
Un trouble microbien accompagné d’un anneau rouge pour les tubes positive

Escherichia coli est un coliformes Thermo Tolérant qui entre autre :

Produit de I'indole a partir du tryptophane.
- Donne un résultat positif a I'essai au rouge de méthyle.
Ne produit pas de I'acétyle méthyle CARBINOL.

N'utilise pas le citrate comme source unique de carbone
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5.2.2. Recherche et identification des principales flores pathogene
5.2.2.1. Dénombrement des staphylocoques présumé pathogene

Staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive
appartenant a la famille des Staphylococcaceae (Becker et al 2004 ; Murray et al.,
2003).De nombreuses souches produisent des entérotoxines staphylococciques.
Staphylococcus aureus fait partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez
et sur la peau (Kluytmans et al., 1997). Cette bactérie est une des principales causes de
toxi-infections alimentaires (LeLoir et al.,2003).

e Technique

L’ensemencement est réalisé par étalement de 4 gouttes de solution mére sur le
surface d’une gélose Chapman préalablement fondu, coulée en boites de pétri stérile et
bien séchée

e Incubation

L’incubation se fait a 37 °C pendant 24 a 48 h

e Lecture

Les colonies suspectes a savoir les colonies de taille moyenne, lisse, brillantes,
pigmentes en jaune c’est-t-a-dire mannitol (+).
5.2.2.2. Dénombrement des salmonelles

Ce sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives, leur survie voire leur
multiplication est possible dans un milieu privé d’oxygéne. Elles se développent dans
une gamme de température variant entre 4°C et 47°C, avec un optimum situé entre 35 et
plus 40°C.

La recherche de Salmonella a été réalisée selon la méthode de référence indiquée
selon le JORA n° 42 (2005). La recherche de ces bactéries s’effectue en quatre étapes :
- 1*" jour : 10ml de la solution mére sont ensemencé dans un milieu SFB et 2 gouttes
sont étaler sur un milieu SS.

- 2°™ jour : Aprés 24heures toutes les colonies lactose (-) incolore de milieu SS sont
repiquées sur des milieux TSI, et a partir de SFB on fait I’isolement avec anse de platine
sur un autre milieu SS.

- 3émejour : Toutes les colonies a lactose(-) de milieu SS sont repiquées sur des milieux
TSI et faire la lecture des TSI precédentes en prenant en considération les TSI qui
présentent lactose(-) glycose(+), H,S (-ou+).

- Les tubes de TSI sont maintenus pour 1’identification biochimique Api 20.

- 4™jour : Lecture de I’ Api 20.




Syntheése bibliographique CHAPITRE Il : Le fromage

e Incubation
- L’enrichissement incubé¢ a 37°C de 24h.
- L’isolement incubé a 37°C pendant 24h.
e Lecture
Les salmonelles se développent sous forme de colonies vertes ou bleutées avec ou
sans centre noir.
6. Le procede de fabrication du fromage frais moulé a la louche
Le fromage frais est caillé sous I’action des bactéries lactiques bien qu’une petite
quantité de présure soit ajoutée pour améliorer sa fermeté. Une fois égoutté, le caillé est
conditionné et vendu sans aucun affinage.
Le fromage frais moulé a la louche est apprécié des consommateurs pour son
caractére traditionnel.
Le choix des ferments, la durée d’acidification et le taux d’égouttage

conditionnent les caractéristiques gustatives et I’arome (Dudez, P. et al., 2011).
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Figure 8 : Processus de transformation du fromage frais faisselle, battus, petits
suisses [6]

6.1. Préparation du lait

Dans de nombreuses fabrications de fromages fermiers, le lait, encore tiéde, est
mis en coagulation des la traite, aprés une simple filtration. Dans certains cas, on laisse
le lait reposer quelques heures dans un local frais afin de procéder a un écrémage partiel
en recueillant la créme monteée a la surface et afin de permettre le démarrage de la flore
lactique intervenant dans la coagulation et I'égouttage. Ces procédés ont l'avantage de
permettre d'utiliser et de conserver sur place, de fagon trés simple, le lait et constituent
un moyen non négligeable d'améliorer les ressources alimentaires et les revenus des

éleveurs. Leur inconvénient est de donner des produits de qualité variable. En outre, ils
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sont inapplicables aux laits de mélange soumis au transport, a la réfrigération et au
stockage, dont les aptitudes technologiques sont toujours modifiées et irréguliéres.

A l'usine, la valorisation de ces laits ainsi que la nécessité de produire des
fromages de composition réguliére et de qualité hygiénique et organoleptique bonne et
constante imposent la mise en ceuvre d'une matiére premiere dont le comportement est
chaque jour identique. Pour cette raison, on est amené a faire subir au lait des correctifs
avant de le mettre en fabrication. La préparation du lait comprend plusieurs opérations
(citées ci apres), certaines pouvant étre facultatives ou obligatoires selon la technologie,
la réglementation, les produits voulus, etc.

Nettoyage du lait par filtration statiqgue ou centrifuge. Il permet de retenir les
impuretés du lait. L'opération centrifuge est plus efficace; elle retient notamment les
leucocytes.

Standardisation lait en matieres grasses et en matieres protéiques. L'ajustement
de la teneur en matiéres grasses se fait soit par apport de lait écrémé dans du lait entier,
soit par apport de creme dans du lait entier. La standardisation en matieres protéigques se
fait par ajout au lait de poudre de lait, de caséine ou de caséinates, ou encore par
ultrafiltration. La teneur en protéines du lait de fromagerie est le plus souvent comprise
entre 33 et 40 g/litre au maximum. [3]

6.1.1. Assainissement du lait

Il se fait tres généralement a I'aide d'un traitement thermique. 1l faut rappeler que
la pasteurisation peut entrainer diverses modifications de la composition et de la
structure physico-chimique du lait défavorables aux fabrications fromageéres. Les
protéines solubles retenues dans le caillé rendent I'égouttage difficile et peuvent étre a
I'origine, lors de la maturation, de saveurs défectueuses. Il faut souligner aussi une
rupture de I'équilibre phosphocalcique du lait se traduisant par un appauvrissement en
sels de calcium soluble qui provoque des difficultés de coagulation.

Le choix d'une combinaison temps/température en fromagerie se pose dans les
termes suivants: ou bien le chauffage est suffisant pour assurer la destruction de tous les
micro-organismes pathogenes, mais le lait subit des modifications génantes pour
certaines fabrications; ou bien le chauffage est modéré et ne modifie pas les aptitudes
fromageres du lait, mais la sécurité hygiénique risque d'étre insuffisante.

Pour éviter la confusion entre la pasteurisation et les traitements thermiques

moins séveres utilisés en fromagerie, on leur réserve souvent le terme de thermisation.




Syntheése bibliographique CHAPITRE Il : Le fromage

Sans offrir les garanties d'assainissement identiques a celles données par la
pasteurisation telle qu'elle est pratiquée pour le lait de consommation, la thermisation
constitue néanmoins un traitement assurant, outre la destruction d'une bonne partie des
germes indésirables en fabrication, celle de la plupart des pathogénes. Les éventuels
pathogénes résiduels sont, le plus souvent, inhibés sous l'action de I'acidification et de
I'affinage. [3]

6.1.2. Rééquilibrage en calcium.

Pour redonner au lait pasteurisé (comme au lait refroidi) un comportement
normal au cours de la coagulation et de I'égouttage, il suffit généralement de lui ajouter
du chlorure de calcium anhydre a une dose maximale de 0,2 g/litre. [3]

6.1.3. Maturation.

Elle a pour but d'améliorer le lait en tant que milieu de culture pour les bactéries
lactiques et d'amener le lait a son pH optimum d'emprésurage. Secondairement, elle
contribue a reconstituer les équilibres physico-chimiques du lait ayant pu étre perturbés
par des traitements antérieurs (réfrigération principalement). 1l existe diverses méthodes
de maturation dont le choix est fonction de la qualité du lait regu, de I'organisation du
travail et de la nature du fromage. [3]

6.2. Ecrémage du lait frais

Le lait frais est tout d’abord écrémé dans une écrémeuse centrifuge. Le lait peut
étre entierement écrémé ou partiellement (Dudez, P. et al., 2011).

6.3. Etape facultative- pasteurisation

La pasteurisation a pour objectif la destruction des micro-organismes contenus
dans le lait, notamment les micro-organismes pathogenes, afin de faciliter 1’action des
ferments lactiques ajoutés lors de 1I’ensemencement.

Elle se découle dans une cuve de pasteurisation a 80°C pendant 30 secondes.
Plus le lait est « sale » (contaminé par des microbes), plus la température et le temps de
pasteurisation sont importants (jusqu’a 90°C pendant plusieurs minutes) (Dudez, P. et
al., 2011).

— Conseil pratique

Le temps et la température de pasteurisation doivent étre notés sur une fiche de

fabrication ou consignés par écrit dans les documents de suivi. (Dudez, P. et al., 2011)
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6.4. Ensemencement du lait

Apres écrémage et éventuellement pasteurisation, le lait est refroidi entre 20 et
23°C.
Les ferments sont ajoutés : c’est I’ensemencement.

11 existe plusieurs techniques d’ensemencement. L utilisation de ferments directs
sous forme de poudre préte a I’emploi est la plus pratique. Les ferments sont introduits
directement dans la cuve de fabrication. Pratiques, les sachets de ferments se conservent

au froid (dans un réfrigérateur par exemple) (Dudez, P. et al., 2011).

Conseil pratique

Dans le cas de la fabrication de fromage blanc au lait cru, I’ensemencement doit

suivre de trés prés la traite afin de ne pas laisser le temps aux microbes indésirables de
se développer. Les conditions sanitaires en amont de I’ensemencement doivent &tre

irréprochables (Dudez, P. et al., 2011).

Les fabricants précisent le dosage. Un sachet suffit pour ensemencer 500 a 1000
litres de lait frais. Le choix des ferments est capital pour les caractéristiques gustatives
du produit.

Pour le fromage blanc au lait cru, il s’agit de compléter la flore naturelle
acidifiante et aromatisante, donc d’utilis¢é des doses faible de ferments lactiques
(sensiblement la moitié des doses prescrites).

Les fournisseurs proposent une gamme variée de ferments. Il est parfois difficile
pour le producteur fermier de s’y retrouver. La méthode la plus sure pour obtenir un
ferment qui vous souhaitez obtenir : fromage frais battu, en faisselle, aromatique...

Lors du lancement de la production, il est donc conseillé de faire des essais avec
trois a quatre ferments différents.

Une technique d’ensemencement plus traditionnelle consiste a utiliser du petit

lait de la fabrication précédente a 70°Dornic conservé au froid (Dudez, P. et al., 2011).
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Conseil pratique

Il est conseillé de choisir des ferments riches en Leuconostoc cremoris et en
Lactocoques diacetylactis. Ces bactéries apportent aromes et fruité au fromage frais. Ce
sont des ferments « mésophiles hétéro-fermentaires ».

On peut aussi utiliser des ferments dits « mésophiles homo-fermentaires ». Ils
produisent majoritairement de 1’acide lactique. L’acidification est rapide (inférieure a 20
heures et assure une meilleure productivité, mais aboutit a des fromages blanc moins
typés (Dudez, P. et al., 2011).

En effet, le petit lait contient les ferments lactiques qui vont ensemencer le lait.
Cette solution est plus est nécessaire pour assurer une bonne acidification.

Toutefois, cette technique ne garantit pas totalement le producteur contre les
risques les risques d’accident de fabrication. Le petit lait peut &tre contaminé par des
microbes indésirables lorsque 1’acidité du lactosérum est insuffisante (moins de 60
°Dornic).

Il convient de prendre toutes les mesures d’hygiéne qui s’imposent pour réduire
les risques (Dudez, P. et al., 2011).

6.5. Emprésurage

Une heure aprés I’ensemencement, la présure est ajoutée en petite quantité a
raison de 2 a 6 ml pour 100 litres de lait (présure a 520 mg de chymosine active/litre).on
opere a basse température (20 °C environ. plus on ajoute de présure, plus le caillé est
ferme et rapide a se former.

Les produits issus d’autres sources que 1’origine animale ne peuvent prétendre a
I’appellation « présure ».les substituts a la présure animale sont appelés « agents
coagulant » ; ils sont d’origine microbienne( enzyme coagulante venant des micro-
organisme , bactéries ou champignons )ou végétale (chardonette, figuier ,gaillet jaune
ou «caillé-lait » ou encore grasette vulgaire. selon la réglementation, les agents
coagulants peuvent avoir d’autres origines :porc , champignons microscopique
,végétaux (chardon , figuier).

La présure vendue dans le commerce se caractérise par sa « force ».la force de la
présure indique le nombre de litres de lait que peut coaguler un litre de présure a la
tempeérature de 35°C en 40 minutes. Exemple : une présure au 1/500 signifie qu’un litre

de présure coagule 500 litres de lait dans ces conditions.la force de la présure s’exprime
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généralement en mg de chymosine active par litre ou en IMCU (International Milk
Clotting Unit) (Dudez, P. et al., 2011).
6.6. Coagulation / acidification

L’opération dure environ 20 heures. On recherche sur le lactosérum une acidité
de 60 a 65 °Dornic et a pH de 4.2 a 4.4 au moulage .la mesure de I’acidité s’effectue sur
du lactosérum sans particules de caillé (Dudez, P. et al., 2011).

La coagulation du lait correspond a une déstabilisation de I'état micellaire
originel de la caséine. Les micelles de caséine doivent leur stabilité a deux facteurs:

La charge de surface: les caséines ont un caractére acide trés net; au pH normal
du lait, elles ont un fort exceés de charges négatives. Les micelles sont elles aussi
chargées et de fortes répulsions électrostatiques empéchent leur rapprochement.

Le degré d'hydratation: I'eau fixée par les micelles est importante (3,7 g par g de
protéines); une partie de cette eau forme autour de chaque micelle une enveloppe
d'hydratation protectrice.

En fromagerie, la déstabilisation est réalisée soit par voie fermentaire a l'aide de
bactéries lactiques, soit par voie enzymatique a l'aide d'enzymes coagulantes, en
particulier la présure. [3]

6.6.1. Coagulation par acidification lactique

Sous l'action des bactéries lactiques, le lait s'acidifie progressivement. Cette
acidification entraine une neutralisation des charges négatives portées par les caséines.
Dans le méme temps se produit une déminéralisation progressive des micelles qui se
désintegrent en sous-unités.

Lorsque le pH est voisin de 5, la charge des submicelles est tres réduite et la
précipitation s'amorce. (Point isoélectrique de la caséine), la neutralisation des charges
est complete; les micelles de caséine floculent et se soudent formant au repos un gel
homogene qui emprisonne le lactoserum et occupe entiérement le volume du lait. Au
cours de la déminéralisation du complexe phosphocaséinate de calcium, le calcium
colloidal migre dans le sérum. [3]

6.6.2. Coagulation par action de la présure

Diverses enzymes protéolytiques ont la proprieté de coaguler le lait. Elles sont
soit : d'origine animale (présure, pepsine), soit d'origine vegétale (broméline, ficine),
soit d'origine microbienne (enzymes de certaines moisissures ou de bactéries).

Les enzymes utilisées en fromagerie sont la présure, la pepsine et celles d'origine

fongique. La plus ancienne et toujours tres employée est la présure constituee d'un
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mélange de chymosine (80) et de pepsine (20), elle est sécrétée dans la caillette des
jeunes ruminants nourris au lait. Outre son activité coagulante, spécifique sur la caséine,
la chymosine a une activité de protéolyse générale pouvant se manifester sur toutes les
protéines.

La coagulation du lait par la présure comprend deux phases: une phase
enzymatique, au cours de laquelle la chymosine dégrade la caséine K de facon
spécifique, et une phase de coagulation, qui correspond a la formation du gel par
agrégation des micelles modifiées. [3]

6.6.3. Coagulation mixte

Les caractéres de ces caillés dits mixtes sont déterminés par I'importance relative
de chaque agent coagulant. La coagulation strictement acide est peu utilisée, sauf dans
quelques fabrications fermiéres. L'action enzymatique seule conduit a un coagulum qui,
pour étre transformé en fromage, nécessite une acidification. Ainsi, un coagulum de
fromagerie résulte presque toujours de I'action combinée de I'enzyme et de
I'acidification. Toutefois, son caractére est différent selon que l'acidification débute
avant l'emprésurage (pates molles et certaines pates pressées non cuites) ou que
I'acidification débute apreés I'emprésurage et la gélification (pates pressees cuites). [3]

e Coagulums de fromagerie

Les mécanismes d'action de la présure et de l'acide lactique, tres différents,
aboutissent a deux types de coagulums dont les aptitudes a I'égouttage et a l'affinage
sont spécifiques de leur mode de formation. Entre ces types extrémes se placent les
coagulums obtenus par I'action simultanée de I'acidification et de I'enzyme.

Selon le mode de coagulation dont ils résultent, on classe habituellement les
coagulums en trois types conduisant a trois grandes catégories de fromage: coagulums a
caractére lactique dominant (type «pate fraiche»: fromages blancs, petits suisses,
cottage, etc.); coagulums a caractére présure dominant (type «pate pressée»: saint-
paulin, edam, cantal, cheddar, gruyere); coagulums a caractére mixte (type «pate

molle»: camembert, brie, munster, bleu, etc.). [3]
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Conseils pratiques

Pour les grandes quantités de lait, on peut diluer la présure dans dix fois son
volume d’eau (pour un volume de présure, on ajoute dix volumes d’eau) et agiter pour
assurer une coagulation réguli¢re du lait. Attention a la qualité de 1’eau.si elle est trop
chlorée, elle détruit la présure. On utilise alors une eau du commerce.

Aprées agitation, on doit veiller a stopper tout mouvement dans la cuve a I’aide

d’une plaque propre et désinfectée (Dudez, P. et al., 2011).

6.7. Moulage et égouttage en faisselle

Le lendemain, le caillé est mis en moules puis égoutté. L’égouttage permet
d’évacuer le sérum (ou petit lait) du fromage fais. On obtient des produits de textures
tres différentes selon la durée et la température d’égouttage car 1’extrait sec peut varier
sensiblement. Certains fromages moulés sont vendus avec un faible égouttage, laissant
une petite couche de sérum au-dessus du caillé. Le produit doit étre adapté en fonction
des attentes de la clientéele, d’ou I'utilité des tests de produits avant le lancement de la
production.

Le moulage doit s’effectuer en prenant délicatement le caillé a la louche pour le
déposer dans les faisselles (moule perforé de trous).plus le caillé sera brisé en petit
morceaux, plus I’égouttage sera prononcé.

Le moulage est une opération longue et fastidieuse car elle est le plus souvent
manuelle. Le répartiteur est un petit équipement qui permet de remplir en méme temps

plusieurs pots a la fois (Dudez, P. et al., 2011).

—— Conseils pratiques

Pour les fromages blancs au lait entier, il est conseillé de réaliser un pré-

égouttage en sac qui permet de mieux répartir la matiere grasse dans la masse du produit

par mélange il fait veiller a bien rincer et désincruster les restes du produit dans les sacs

a I’aide d’un trempage préalable avant nettoyage et désinfection (Dudez, P. et al.,
2011).

6.8. Salage

Pour la plupart des fromages, une opération de salage entre I’égouttage et
I’affinage est indispensable, cette phase consiste a enrichir la pate fromagere en chlorure
de sodium (Veisseyre, 1979). Pour cela, plusieurs techniques sont envisagées :

incorporation de sel par dépét en surface ou dans la masse, ou par immersion en
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saumure (Eck et Gillis, 2006; Fox et Kelly, 2006). Par son action sur 1’activité d’eau
(Aw), le salage compléte 1’égouttage et joue un réle important au cours de I’affinage des
fromages (Ouberzou, E., Khelfaoui, M., 2017).
6.9. Affinage

L’affinage est la transformation biochimique des constituants du caillé¢ sous
I’action d’enzymes, pour la plupart d’origine microbienne (Eck et Gillis, 2006). A
I’exception des fromages frais, tous les autres types de fromages subissent une
maturation biologique plus ou moins prononceée, destinée a développer leur saveur, tout
en modifiant leur aspect, leur texture et leur consistance (Ouberzou, E., Khelfaoui, M.,
2017).
6.10. Conditionnement et stockage au froid

Les faisselles contenant le caillé sont mises en pots puis fermées par un
couvercle.les pots sont aussitot placés en chambre froide ventilée afin de permettre un
refroidissement rapide a +6 °C.

Les produits sont conservés a ces températures jusqu'a la vente au consommateur
(Dudez, P. et al., 2011).
7. Le lactosérum ou petit lait

Le lactosérum ou sérum ou encore petit lait, ¢’est un sous-produit laitier liquide
de couleur jaune verdatre obtenu pendant la production du fromage, de la caséine ou de
produits similaires, par séparation du caillé aprés coagulation du lait (figure 9). Le
caillé représente I’ensemble des protéines non solubles, et la matiere grasse alors que le
lactosérum contient toutes les substances solubles du lait : eau, lactose, protéines et
minéraux solubles, un peu ou de trace de matiere grasse.

Il a longtemps été considéré comme un déchet encombrant car a la fois tres
polluant et produit en grandes quantités par l'industrie fromagére (Chaque fois qu'un
litre de lait est mis en ceuvre pour fabriquer un fromage, il y a production de 0.6 a 0.9

litre de lactosérum) (Ali Mahamane, O., Yacouba Mai Kodomi, A., 2016).
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Photo 1 : lactoserum (Ali Mahamane, O., Yacouba Mai Kodomi, A., 2016)
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7.1. La fabrication du lactosérum

La fabrication des différents types de fromages est illustrée dans le schéma ci-

dessous (Fig.10).

Réception et analyse du lait

Ecrémage et
Standardisation

. J

[ Pasteurisation (facultative) ]

[ Coagulation

)

f, I B

Voie Voie
d'a,CIdIfI_Catlon mixte
prédominante

Voie enzymatique

prédominante

Egouttage

Egouttage Egouttage
Edouiiage E%(:uttage par par pression par pression
pression et broyage et cuisson
Lactosérum Lactosérum Lactosérum Lactosérum Lactosérum
acide acide acide doux doux

J

Figure 9 : Production des différents types de lactosérum. (Bardy, S..et al., 2016)
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7.2. Différents type de lactosérum

Selon I’enzyme utilisée pour la coagulation du lait au cours de la fabrication des
produits consommables nous pouvons distinguer deux types de lactosérum a savoir :
lactosérum doux et lactosérum acide.
7.2.1. Lactosérum doux

Comme son nom I’indique le lactosérum doux est issu de la fabrication du
fromage a pate cuite, a pate presseé et de la caséine, apres le traitement du lait par voie
enzymatique, généralement par la présure, avec un pH variant entre 5,7 et 6,5 avec une
acidité varie entre 15 et 22° Dornic (Dendouga, 2006).
7.2.2 Lactosérum acide

C’est la phase aqueuse résultant de la fabrication des fromages a pates molles ou
fraiches ou de caséines, pour lesquels le caillage a lieu sans emprésurage c'est-a-dire par
acidification (coagulation lactique) d’ou leur nom. Le pH du lactosérum acide varie
entre 4 et 5,5 avec une acidité de 120° Dornic (Benaouida, 2008).
7.3. Composition chimique du lactosérum

A chaque type de fromage et a chaque étape de fabrication est associé un
lactosérum. Les lactosérums doux sont pauvres en calcium et phosphore contrairement aux
lactosérums acides, tout en présentant une teneur peu supérieur en lactose et protéine. Le
lactosérum emporte avec lui la plus grande partie de I'eau du lait. Il est donc fait a 94 %

d'eau, a 4 a 5 % de lactose puis de protéines solubles (9 % de ms), de sels minéraux.

Tableau 5:Composition typique du lactosérum doux et acide en g/l
(Ali Mahamane, O., Yacouba Mai Kodomi, A., 2016 et Boucherit, Z., 2011)

Composition Lactosérum doux | Lactosérum acide | Référence

Solides Totaux 63,0-70,0 63,0-70,0 Tebbouche, 2012
Lactose 46,0-52,0 44,0-46,0 Tebbouche, 2012
Protéine 6,0-10,0 6,0-80 Tebbouche, 2012
Calcium 4,0-6,0 1,2-1,6 Tebbouche, 2012
Phosphate 1,0-3,0 2,0-4,5 Tebbouche, 2012
Lactate 2 6,4 Tebbouche, 2012
Chlorite 11 11 Tebbouche, 2012
pH 6,5-6,7 45-5 Adrian et al., 1991
Acidité 13,83; 67,16, Alais, 1981

(1): Degré DORNIC.
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7.4. Utilisations industrielles

Les concentrés de protéines sériques de bonnes qualités organoleptiques sont
principalement utilisés dans l'alimentation animale, la fabrication des fromages frais,
des produits diététiques, glaces, sauces et en boulangerie-patisserie. Les concentrés de
protéines sériques sont trés recherchés en diététique en raison de leur trés haute valeur
nutritive. Les produits pour sportifs, seniors et pour le contréle du poids a base de

protéines sériques sont en constant développement en Europe (Benslama, A., 2016).
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Préeambule

Notre étude se porte sur I’« essai de fabrication de fromage frais fermier », et qui a
été effectuée dans trois milieux différents ou dans chaque laboratoire une mission a été
accompli : le laboratoire n°05 de 1'université 8 mai 1945 faculté (SNV) (Guelma), le
laboratoire bactériologique de la direction de santé et de population(Guelma) et enfin le
laboratoire physico-chimique/bactériologique de laiterie Edough (ONALAIT Annaba).
1. Identification de différents lieux de travail
1.1.Situation Géographique de la wilaya de Guelma

La wilaya de Guelma se situe au Nord-est du pays et constitue, du point de vue
géographique, un point de rencontre, voire un carrefour entre les pdles industriels du
Nord (Annaba — Skikda) et les centres d’échanges au Sud (Oum-El-Bouaghi et
Tébessa), outre la proximité du territoire Tunisien a I’Est [7].

Sur une superficie de 3.686,84 Km? et abrite une population (Estimée a fin
2009) de 494079 Habitants dont 25 % sont concentrés au niveau du Chef Lieu de
Wilaya. La densité moyenne de cette population est de 132 Hab. /Km?. La Wilaya de
Guelma, créée en 1974, comprend 10 Dairates et 34 communes [7].
1.2.Situation géographique de la wilaya d’Annaba

La Wilaya d'’Annaba est une wilaya d'Algérie en Afrique du Nord. Elle est loin
de la wilaya de Guelma de 64 km de distance.

Elle compte 609 500 habitants sur une superficie de 1 412 km2. La densité de
population de la Wilaya d'Annaba est donc de 431,6 habitants par km?2
Annaba, EI Bouni et Sidi Amar sont les plus grandes villes de la Wilaya d'’Annaba

parmi les 12 villes qui la compose [9].



http://fr.db-city.com/Algérie--Annaba
http://fr.db-city.com/Algérie
http://fr.db-city.com/Afrique-du-Nord
http://fr.db-city.com/--Annaba
http://fr.db-city.com/--El-Bouni
http://fr.db-city.com/--Sidi-Amar
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Carte 1 : carte géographique de Carte 2 : carte géographique de la wilaya
la wilaya de Guelma [10]. d’Annaba [11].

e présentation de la laiterie Edough Annaba
Adresse : Route d'El Hadjar I'Allelich, EI Bouni BP 3084 23006 El Bouni Algérie.

La laiterie de ’Edough 1 d’Annaba (LEA) est une unité de transformation affiliée
au groupe étatique GIPLAIT (Groupe Industriel des Productions Laitieres).

Cette usine assure 1’approvisionnement en lait pasteurisé et ses dérivés pour les
cing wilayas du Nord-Est de 1’Algérie. Il y a 3 wilayas sur le littoral (Annaba, Skikda et
El-Tarf) alors que 2 autres sont a l’intérieur du pays (Guelma et Souk-Ahras)
respectivement ¢loignées de 7 et 1 km d’Annaba ville.

Crée en 1969 I’ex-office national du lait (ONALAIT) qui avait hérité des trois
coopératives de production opérant dans le secteur (COLAITAL Alger, COLAC
Constantine et LACLO Oran), a €té chargé de : La collecte et le ramassage du lait La
fabrication du lait et des produits laitiers La distribution de ces produits jusqu’au
détaillant. L’Edough est une montagne qui surplombe la ville d’Annaba du c6té Nord-
Ouest.

Elle culmine a 936m du niveau de la Mer Méditerranée. Elle fait partie de la petite

commune de Séraidi [12].

2. Echantillonnage

Nous avons préparé 30 échantillons d’un fromage frais fermier au niveau du
laboratoire a partir du lait cru et pasteurisé des 3 espéces (vache, brebis, chévre)
provenant de différentes fermes situées dans la wilaya de Guelma. Le lait est collecté
dans de bonnes conditions hygiéniques (nettoyage de trayon, la propreté des récipients,

et la salubrit¢ d’échantillonneur) afin de réduire le risque de contamination. La
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fabrication du fromage a été réalisée a partir des 15 échantillons de lait (6E-V, 6E-C,

3E-B). Chaque échantillon de lait a été divisé en deux : cru/ pasteurisé.
Puis, nous avons fait un contr6le microbiologique et des analyses physico-chimiques de
ces echantillons (lait, lactosérum, fromage).
2.1.Prélévement du lait

Les échantillons du lait collecté de la traite, sont prélevés dans des bouteilles
stérilisées pour les analyses physicochimiques et dans des tubes a essais stérilisés pour
les analyses microbiologiques, et ceci aprés une homogénéisation (par agitation) du lait
de chaque femelle (vache, chevre, brebis). Les échantillons de lait sont placés dans une
glaciére et transportés au laboratoire.

Photo 2 : Echantillons de lait (Gana, Photo 3 : Glaciére (Gana, A., Seridi,
A., Seridi, K., Ziar, C., 2018) K., Ziar, C., 2018)
3. Matériels

3.1.Matériels biologique et appareillages
Voir annexe 1.
3.2.Réactifs
Les réactifs doivent étre de qualité analytique. L’eau utilisée doit étre de 1’eau
distillée ou de I’eau de pureté au moins équivalente.
- Solution de phénolphtaléine a 1% (m/v) dans 1’éthanol a 95%.
- Solution titrée d’hydroxyde de sodium 0.1N.
- Acide sulfurique concentré pyy =1.820 £ 0.005 g/ml, incolore ou & peine ambré
ne contenant aucune impureté pouvant agir sur le résultat.
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- Alcool amylique CsH1,0 po =1.813 + 0.005 g/ml.
4. Méthodes d’analyses

La méthodologie de travail adoptée dans cette étude est récapitulée dans le

schéma suivant :

Le lait de vache, chévre, brebis

Le lait cru Fromage frais

’I
\I

Analyses de laboratoire

Analyses microbiologiques Analyses physico-chimiques

- Dénombrement de la flore Mesure du pH

mésophile totale, coliformes Dosage de ’acidité titrable
totaux et fécaux. Détermination des taux des

- Recherche des bactéries matieres séches et cendre
pathogeénes : salmonelle, Dosage de la matiére grasse
listéria, Staphylococcus aureus. La densité

Figure 10 : schéma présente les analyses microbiologiques et physico-chimiques
(Gana, A, Seridi, K., Ziar, C., 2018)
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% Préparation des échantillons

» Prise d’essai
- Le lait étant un produit liquide, il constitue d’emblée une solution mere (SM).
- Le fromage étant un produit solide, il fera 1’objet de dilutions décimales.
- Les prises d’essai sont effectuées sur 1’échantillon homogénéisé.
» Cas des produits liquide
Dilutions décimales
Introduire aseptiquement a I’aide pipette en verre graduée, 1 ml de la SM (lait),
dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9ml méme diluant : cette dilution est
alors au 1/10 ou 10™%. Introduire par la suite 1 ml de la dilution 10™ dans un tube & vis
stérile contenant au préalable 9ml du méme diluant : cette dilution est alors au 1/100 ou
10°,
Introduire ensuite aseptiquement a 1’aide d’une pipette en verre graduée et
stérile, 1ml de la dilution 10 dans un tube & vis stérile contenant au préalable 9ml du

méme diluant, cette dilution est alors 1/1000 ou 107>,

Photo 4 : les dilutions décimale (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

» Cas des produits solides
Introduire aseptiquement 25 grammes de fromage dans un bocal stérile
probablement taré contenant au préalable 225 ml d’eau physiologique (diluant) et
homogénéiser. Cette suspension constitue alors la dilution mere (DM) qui correspond
donc & la dilution 1/10 ou 10°™%. Préparer les dilutions décimales.




CHAPITRE | : Matériels et méthodes

Partie expérimentale

Photo 5 : préparation de la solution mére (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

4.1.Analyses physico-chimiques et bactériologiques de lait cru
Ces analyses ont été réalisées au niveau de la laiterie Edough (Annaba).
Le laboratoire dans lequel nous avons travaillé, est trés adéquat pour faire un travail
propre et correcte, car il est bien propre en question d’hygiéne et équipé de tout
matériels et équipements nécessaires a la fabrication du fromage et les produits
d’analyses diverses. (Voir annexe 1)
e Milieux de culture
- les milieux de culture utilisés dans la partie contréle de la qualité du fromage

étudié « fromage frais fermier » sont décrits dans I’annexes 2.
4.1.1. Analyses physico-chimiques
4.1.1.1. Mesure du pH

Le pH est déterminé par I’immersion de 1’¢électrode du pH-metre dans le lait bien

homogénéise.

Photo 6 : Mesure du pH de lait (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)
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4.1.1.2. Mesure de ’acidité titrable

L’acidité titrable de lait est exprimée en degré Dornic (°D).Elle a été mesurée
par dosage de I’acide lactique a 1’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium 0.1 N
(NaOH 0.1IN). Et en présence de la phénolphtaléine qui indique la limite de
neutralisation au point de virage par changement de couleur vers le rose.

A l'aide d'une pipette graduée, nous prélevons 10 ml de lait, puis nous ajoutons 4
gouttes de phénolphtaléine a 1 %. Nous procédons ensuite au titrage par NaOH (N/9)
jusqu'a l'apparition d'une couleur rose claire qui indique la fin du titrage. L’acidité en

degré Dornic, est indiquée par le nombre de dixiéme de ml de soude (N/9) utilisée.

Photo 7 : Mesure de I’acidité titrable de lait (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

4.1.1.3. Détermination de la densité
Nous avons introduit 250 ml du lait dans une éprouvette graduée, dans laquelle
nous plongeons le thermo- lactodensimetre. Aprés stabilité de ce dernier, nous
procédons a la lecture de la densité a 15 °C directement sur le lactodensimeétre. Si la
détermination de la densité n’a pas été effectuée exactement a la température de 15° C,
le résultat doit étre réajusté. La correction de la densité se fait comme suit :
e Si la température est supérieure a 15°C, il faut ajouter 0,2 pour chaque degré en
plus.
e Si la température est inférieure a 15°C, il faut retrancher 0,2 pour chaque degré

en moins.
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4.1.1.4. Détermination de la matiére grasse par la méthode Gerber

La méthode utilisée appelée également méthode acido-butyrométrique permet
d'évaluer la teneur en matiere grasse du lait. Dans un butyrométre a lait, nous
introduisons 10 ml d'acide sulfurique en évitant de mouiller le col du butyrometre, puis
nous ajoutons 11 ml du lait a analyser & I'aide d'une pipette en évitant un mélange
prématuré du lait avec I'acide. Puis, nous versons a la surface du lait 1ml d'alcool iso
amylique. En bouchant le butyrometre, nous procédons a I'agitation jusqu'a ce que la
caseine soit entierement dissoute.

Nous plagons le butyrometre dans la centrifugeuse a 1000-1200 tours pendant 5
a 6 minutes. La lecture du résultat doit se faire rapidement aprés avoir retiré le
butyrometre de la centrifugeuse et le placé verticalement, I'ampoule vers le haut. Il faut
ajuster le niveau inférieur de la phase lipidique en tirant ou en poussant légerement sur

le bouchon avant la lecture qui se fait directement sur le butyromeétre.

Photo 8 : Détermination de la matiere grasse par la méthode Gerber de lait
(Gana, A, Seridi, K., Ziar, C., 2018)

4.1.1.5. Détermination de la matiére seche (extrait sec totale ‘EST’)

Avec une pipette, nous aspirons 10 ml du lait et nous l'introduisons dans une
capsule d'aluminium.

Apreés l'avoir pesé, nous le plagons dans une étuve a 105 + 2°C pendant 5 heures
jusqu'au séchage. Une deuxiéme pesée est effectuée apres refroidissement.

Le taux de matiére séche est donné par la formule suivante:
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EST (g/l) = (M1 — MO) x 1000/V

Avec:

MO: La masse de la capsule vide

M1: La masse des résidus secs refroidis

V: Le volume de prise d'essai

4.1.1.6. Détermination de taux d’humidité

Le taux d’humidité (Hm) est ensuite calculé selon la formule suivante.

Hm =100 - EST

4.1.2. Analyses microbiologiques
4.1.2.1. Etude de la flore microbienne

Nous avons procédé dans cette étude au dénombrement et détection de quelques
groupes susceptibles d’évoluer dans le lait cru entrepose a la température ambiante.
4.1.2.1.1 Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (FTAM)
Cette flore appelée aussi « flore mésophile revivifiable » (FTAM) est un bon indicateur
de la qualité générale et de la stabilité des produits ainsi que la qualité (propreté) des
installations (Guiraud J.P., 1998). Les FTAM se développent dans un milieu nutritif
gélosé défini non sélectif. Leurs ensemencements sont réalisés en placant 1 ml de la
dilution choisie (10 ™, 10 ™) dans des boites de pétris, ensuite nous ajoutons un tiers de
milieu gélosée Plat Count Agar (PCA) préalablement refroidie, puis homogénéiser le
contenu (faire des mouvements circulaires en dessinant des 8 sur la paillasse), et enfin
laisser solidifier la culture.
e Incubation

L’incubation a 30°C pendant 24- 48 heures. L’apparition de FTAM est sous
forme de colonies de tailles et de formes différentes.
e Lecture

Nous dénombrons toutes les colonies jaunes apparentes sur la gélose dont le
nombre est compris entre 30 et 300 germes/ml. Le résultat obtenu est multiplié par
I’inverse de la dilution et compar¢ avec les normes.
4.1.2.1.2. Détection de la flore sulfito-réductrices -Clostridium-(thermorésistante)

Ces microorganismes se développent dans un milieu viande foie (VF) leur

ensemencements est en profondeur, nous avons mit 5 ml de lait dans un tube a
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hémolyse aprés I’avoir chauffé pendant 5 minutes a une température de 90°C, puis nous

rajoutons 20 ml de VVF et une couche de 2 a 3cm de paraffine.

Photo 9 : Détection de la flore sulfito-réductrices - Clostridium (Gana, A.,
Seridi, K., Ziar, C., 2018)

e Incubation

Incubés a 37°C pendant 48 heures.
e lecture

Leur dénombrement est la présence ou 1’absence des colonies entourées par halo
noires.
4.1.2.1.3. Dénombrement des Staphylococcus aureus

Nous utilisons le milieu Giolitti/Cantoni, qui est utilisé plus particulierement
pour I’analyse des laits et des produits laitiers. Nous avons introduit 19 ml de Giolitti,
puis nous avons ajouté 10 gouttes de solution stérile de Tellurite de potassium a 17, et
inocule 1 ml de lait, aprés ensemencement et homogénéisation nous versons
soigneusement dans chaque tube sur une hauteur de 2 a 3 cm de paraffine.
e Incubation

Incubés a 37 °C pendant 24h.
e Lecture

La culture de staphylocoques est indiquée par la formation d’un précipité noir ou
le noircissement total de tube.
e Confirmation

Il est toutefois nécessaire de confirmer la présence de staphylocoque par culture

sur milieu gélose (milieu de Chapman).
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e Incubation

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 h.

e Lecture de développement sur milieu gélosé (milieu de Chapman)

Sur ce milieu les staphylocoques peuvent se présenter sous forme de colonies d’un
diametre de 1 a 1,5 mm rondes a contour régulier, opaques, convexes, blanches ou
pigmentée en jaune.

¢+ Confirmation du pouvoir pathogene du staphylocoque isolé

e Coloration de Gram

Pour I’identification de la forme et la couleur de germe (les étapes de la
coloration sont indiquées dans 1’annexes 4).
e Epreuve de pathogénicité
Trois enzymes indiquent si un staphylocoque est pathogéne sont :

- Coagulas

- Phosphatase

- D-anase
L’épreuve de coagulase est le test le plus utilisé pour la confirmation de la présence de
Staphylococcus aureus.

» Test de coagulase
Nous avons mit les colonies jaunes qui ont apparu dans un tube a essai contenant
3 ml de bouillon nutritif (BN) stérile, & 37°C pendant 20-24 heures, aprés nous avons
introduit dans un tube a hémolyse 0.5 ml de cette culture et 0.5 ml de plasma humaine.

- Nous mettons un tube contenant le sérum seul comme un témoin.

e Incubation

Incuber a 37°C et examiner les tubes en vue de la formation d’un coagulum
chaque heure pendant 2 a 4 heures.
e Lecture

Les lectures de la réalisation doivent étre effectuées toutes les heures, ou pendant
les 5 premiéres heures, les staphylocoques pathogenes entrainent la coagulation du
plasma en un temps variant d’une demi-heure a 24 heures.

La prise en masse du plasma est généralement totale, au point de pouvoir
retourner le tube, lorsque le caillot est moins compact 1’épreuve doit cependant étre

tenue pour positif, méme si elle se produit aprés 24 heures.
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4.1.2.1.4. Dénombrement des coliformes totaux et fécaux

Les coliformes sont des germes de contamination fécale. lls vivent normalement
dans I’intestin de ’homme et des animaux. Les coliformes se caractérisent par leur
aptitude de fermenter le lactose avec production de gaz d’ou I’utilisation pour leur
rechercher des milieux contenant du lactose. Notre travail est basé uniquement sur le
milieu solide.

Nous avons introduit 1 ml des dilutions de lait choisi (10%10) sur le fond des
boites de pétri, apres nous avons coulé la gélose de Desoxycholate jusqu'a 1/3 de chaque
boite de pétri. Et homogeénéiser le contenu des boites.

e Incubation
- Incuber les boites des coliformes totaux a 37°C pendant 24 heures.
- Incuber les boites des coliformes fécaux a 44°C pendant 48 heures.
e Lecture
- Les colonies apparaissent rouges foncés de 0.5 mm de diamétre
- Nous comptons le nombre de colonies et nous ramenons au nombre de germe

par ml en tenant compte de la dilution.
5. Protocole de fabrication de fromage frais fermier

Le fromage fermier a été fabriqué dans une période de 3 jours a base de lait cru
et pasteurisé de vache, de brebis et de chevre. Nous avons ramené 1.5 L du lait de
chaque ferme et de chaque espéce.

Un demi-litre est destiné pour la réalisation des analyses physico-chimique et
bactériologique et un litre (*2 | lait cru et % | lait pasteurisé) pour la fabrication du

fromage.
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Lait pasteurisé

Pasteurisation Lait cru
75a 85°C pendant
15 secondes
Refroidissement Chauffage
20-23°C 20-23°C

Rééquilibrage en calcium

0.2 ml /1 (4 gouttes)

Ensemencement par
ferments/lactosérum

Emprésurage

2 gouttes de présure

‘ Coagulation/ acidification |

Moulage/ égouttage en
faisselle

Démoulage/ sechage 24h

Conservation de 3 a
Tioiurs

Figure 11 : Diagramme de fabrication de fromage frais
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Matériel et ingrédients nécessaires
Un litre de lait frais de chévre, brebis ou vache (lait cru et pasteurise).
De la présure liquide d’origine animale.
Ferment lactique.

Calcium ca™.

Sel de table.

Un bécher.

Une plaque chauffante.

Une faisselle.

Thermométre.

Bain marie.

Bloc (support, plateau, moules).

pH meétre.

La préparation

Amener le lait a une température de 35° pour le lait cru et 72°C pendant 15
secondes pour faire une pasteurisation.

Laisser le lait pasteurisé se refroidir jusqu'a une température de 22 °C, apres
amener les deux types du lait a la méme température 22-23 °C puis ajouter une
goutte de ca™ pour les deux types du lait.

Mettre les béchers dans un bain marie pendant 3 heurs a 25-30 °C pour la
maturation.

Incorporer une (01) goutte de présure et mélanger trés doucement 1’ensemble.
Recouvrir les béchers avec un papier aluminium et laisser le lait reposer durant
24 heures minimum, a environ 20°C.

Au bout de 24 heures, le lait a laissé place a un caillé (masse blanche) et a du
sérum (liquide plus ou moins jaune ou blanc).

Egoutter le caillé en remplissant délicatement les faisselles avec une louche
Laisser reposer quelques minutes dans 1’assiette creuse, puis vider le liquide qui
s’est écoulé et remplir de nouveau la faisselle. Laisser égoutter le caillé 24

heures.

Attention, la dimension et le remplissage de la faisselle conditionnent la dimension de

votre futur fromage.
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- Il est maintenant temps de retourner les fromages dans leurs moules. Tout en

étant tres délicat, car a ce stade le fromage est tres fragile. Le plus simple est de
retourner la faisselle dans une main, de passer le fromage dans 1’autre main en le
retournant et de le replacer dans son moule.

- Une fois dans la faisselle, prendre une pincée de sel et saler la partie du fromage
accessible. Renouveler la manipulation 1 & 2 jours, sans oublier de saler le
fromage a chaque fois. Progressivement, on constate que votre fromage prend de

la consistance. Lorsqu'il en a assez vous pouvez le déposer sur une assiette, ou

mieux une clayette.

Photo 10 : Les principaux étapes de la fabrication de fromage frais (Gana, A.,
Seridi, K., Ziar, C., 2018)

6. les analyses physicochimiques et microbiologiques de fromage
Ces analyses ont été réalisées dans des différents laboratoires et avec différentes
méthodes.
6.1. Analyses physicochimiques
6.1.1. Détermination du pH
Meéthode 01 : « laboratoire pédagogique »
10g de fromage frais sont mélangés avec 90 ml d’eau distillée, puis

homogénéisé. Le pH de I’échantillon est déterminé aprés une heure en utilisant un pH-

metre numérique ou 1’électrode a été insérée directement dans 1’échantillon.
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La valeur de pH et la température de melange sont lues directement sur I'écran de

I'appareil.
Méthode 02 :« laboratoire central de ’Edough »

Les mesures de pH sont réalisées avec un pH metre, nous plagons directement
I’¢lectrode de pH métre dans la masse fromagere.
6.1.2. Détermination de I’acidité titrable

90 ml d’eau distillée stérile est chauffée a une température de 40°C, et ajouter 10
g de fromage finement broyé. Le mélange est bien homogeénéisé, puis 10 ml de cette
suspension est titrée par la soude N/9, en présence de phénol phtaléine. La
phénolphtaléine indique la limite de neutralisation par changement de couleur (rose

pale). Le résultat est exprimé en degré Dornic par gramme de fromage (°D/g).

iml ——— 10°D

1°D — 5 0.01% d’acide

Photo 11 : Détermination de I’acidité titrable de fromage
(Gana, A, Seridi, K., Ziar, C., 2018)

6.1.3. Détermination de la matiére séche
Meéthode 01 : « laboratoire pédagogique »

La méthode consiste a mettre 5 g de fromage dans une capsule d’étuvage qui est
placée dans une étuve a une température comprise entre 101°C et 105 °C pendant 3
heures. Les capsules sont ensuite transférées dans un dessiccateur pendant quelques
minutes le temps qu’elles se refroidissent et atteignent la température ambiante, puis
elles sont pesées.
Méthode 02 : « laboratoire centrale de I’Edough »

La méthode consiste a mettre 10 g de fromage dans une capsule d’étuvage qui
est placée dans une étuve a une température comprise entre 101°C et 105 °C pendant 5
heures.
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Les capsules sont ensuite refroidies sur la palliasse et ont atteint la température

ambiante, puis elles sont pesées.

Le résultat est calculé selon la formule :

EST = (P3 - P1) / (P2— P1) x 100

Avec :

e P1: le poids de la capsule vide
e P2:le poids de la capsule + poids du fromage avant étuvage

e P3: le poids de la capsule plus celui du fromage aprés étuvage et dessiccation

NP : cette formule a été utilisée pour les deux méthodes.

Photo 12 : Détermination de la matiére seche de fromage (Gana, A., Seridi, K.,
Ziar, C., 2018)

6.1.4. Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité (Hm) est ensuite calculé selon la formule suivante.

Hm =100 - EST

6.1.5. Détermination du taux de cendre
Il est déterminé selon la méme méthode utilisée pour les produits laitiers
liquides. Son principe repose sur 1’incinération de 1’échantillon a 550°C pendant 16

heures. Aprés refroidissement les creusets sont pesés, le taux des cendres est calculé

selon I’équation suivante :
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x 100

Cendre =

a : poids de I’échantillon incinéré + poids du creuset.
b: poids du creuset.

c: poids de I’échantillon + poids du creuset.

Photo 13 : Détermination du taux de cendre (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

6.1.6. Détermination de la matiére grasse par la méthode Gerber

Cette analyse a été réalisée uniquement au niveau de laboratoire central de
I’Edough.

La méthode utilisée appelée également méthode acido-butyrométrique. Dans un
godet en verre préalablement taré, peser 3 grammes de fromage frais, introduire le godet
contenant la prise d’essai dans la panse de butyrometre, et fixer le bouchon au col apres
nous avons jouté I’acide sulfurique par 1’ouverture de la tige, jusqu’a ce que le niveau
de I’acide dépasse le godet.

Ensuite, nous avons placé les butyromeétres, le bouchon du col en bas, dans le
bain marie a 65°C pour assurer la dissolution totale du fromage. Apres deux heures
environs, nous avons retiré les butyrometres de bain marie et introduire 1mL d'alcool
iso-amylique (3-méthyle, 1-butanol de densité égale a 0,818 g/ml) et ajouter 1’acide
sulfurique (H,S0O,) dilué jusqu’au trait 50 de la graduation.

Aprés nous appliquons une agitation modérée du butyrometre. La centrifugation
est réalisée pendant 5 min sous une vitesse de 1200 tours/minute. La teneur en matiére

grasse est exprimée en g /100 g de fromage et donnée par lecture directe sur le

butyrometre.
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Photo 14 : Détermination de la matiére grasse par la méthode Gerber(Gana,
A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

6.2. Analyses microbiologiques

Une analyse microbiologique nécessite une préparation rigoureuse de
I’échantillon a analyser en respectant les régles d’asepsie dans le but d’éviter toute
contamination.

6.2.1. Recherche et dénombrement des indicateurs de la qualité hygiénique
6.2.1.1 Dénombrement des bactéries mésophiles

6.2.1.1.1. Germes aérobies mésophiles

Méthode 01 « laboratoire de la DSP »

Cette flore appelée aussi « flore aérobie mésophile revivifiable » (FTAM). Les
FTAM se développent dans un milieu nutritif gélosé défini non sélectif. Leur
ensemencements sont reéalisés en placant 0,25 ml (4 gouttes a 1’aide d’une pipette
pasteur) de la dilution choisie (10, 10°,10°) dans des boites de pétris contenant de la
gélose nutritive et nous étalons la suspension.

e Incubation
Incubés a 30°C pendant 24- 48 heures.
e Lecture
L’apparition de FTAM est sous forme de colonies de tailles et de formes différentes.
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6.2.1.1.2. Germes totaux
Méthode 02 : « laboratoire central de I’Edough »
Ils sont dénombrés sur milieu PCA .1ml de la dilution choisie (10, 10°®) est inoculé

en profondeur. Ensuite nous ajoutons un tiers de milieu gélosée Plat Count Agar (PCA)
préalablement refroidie puis homogeénéiser le contenu (faire des mouvements circulaires

en dessinant des 8), et enfin laisser solidifier la culture.

Photo 15 : Dénombrement des bactéries mésophiles (Gana, A.,
Seridi, K., Ziar, C., 2018)

e Incubation
Les boites sont incubées a 30°C pendant 48h.
e Lecture
L’apparition de FTAM est sous forme de colonies de tailles et de formes différentes.
6.2.1.2. Dénombrement des coliformes Totaux et coliformes Fécaux
La recherche des coliformes totaux et fécaux dans nos échantillons est réalisee
en milieux liquides en appliquant la technique du Nombre le Plus Probable (NPP) qui
est déterminé selon les tubes positifs.
Ont été considerés comme positif, les tubes présentant a la fois: (pour la
méthode 01 de chaque type de coliformes) :
- Dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche)
- Un trouble microbien accompagné d’un virage de milieu au jaune (ce qui constitue

le témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).
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6.2.1.2.1. Dénombrement des coliformes Totaux
Méthode 01 : « laboratoire de DSP »

La recherche des coliformes dans nos échantillons est réalisée en milieu liquide
qui est le bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLVBL) en appliquant la technique du
Nombre le Plus Probable (NPP). Ce milieu est réparti dans des tubes a raison de
10ml/tubes, munis d’une cloche de Durham. Aprés ensemencement de neufs (09) tubes
de BLBVB par échantillon.
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Photo 16 : Dénombrement des coliformes Totaux sur BLVBL (Gana, A., Seridi,
K.. Ziar. C.. 2018)
e incubation
Incubés a 37C° a 24h.
e Lecture
La lecture des résultats se fait en utilisant la table de Mac Grady (voir I’annexe 3)
(Arrété du 24 mai 2004 publié dans le JORA n° 43 du 4 juillet 2004).
Méthode 02 : « laboratoire centrale de ’Edough »
Nous avons introduit 1 ml des dilutions de fromage frais choisies (10%,10°%) sur
le fond des boites de pétri, apres nous coulons la gélose de Désoxycholate jusqu'a 1/3 de

chaque boite de pétri. Et homogénéisons le contenu des boites.

Photo 17: Dénombrement des coliformes Totaux sur la gélose de Désoxycholate

(Gana, A, Seridi, K., Ziar, C., 2018)
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e Incubation
Incubées a 37°C pendant 24 h.
e Lecture
- Les colonies apparaissent rouges foncés de 0.5 mm de diametre
- Nous comptons le nombre de colonies et nous ramenons au nombre de germe par ml

en tenant compte de la dilution.

6.2.1.2.2. Dénombrement des coliformes fécaux
Méthode 01 : « laboratoire de DSP »

A partir de chaque bouillon BLVBL positif pour la recherche des Coliformes,
ensemencer 2 a 3 gouttes dans un tube de milieu Schubert muni d’une cloche de
durham.

Photo 18: Dénombrement des coliformes fécaux sur milieu schubert (Gana, A.,
Seridi, K., Ziar, C., 2018)

e Incubation
Incubés a 44 °C pendant 24h.
Apres incubation, nous ajoutons 2 gouttes de Kovacs dans chaque tube positif
(présence de gaz + trouble microbien).
e Lecture
- La formation d’un anneau rouge confirme la présence des coliformes fécaux
(E’coli)

- Lalecture des résultats se fait en utilisant la table de Mac Grady.
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Méthode 02 : « laboratoire centrale de ’Edough »

Nous avons introduit 1 ml des dilutions de fromage frais choisie (102,107%) sur le
fond des boites de pétri, apres nous coulons la gélose de Désoxycholate jusqu'a 1/3 de
chaque boite de pétri. Et homogéneiser le contenu des boites.

e Incubation
Incubées a 44°C pendant 48 h.
e Lecture
- Les colonies apparaissent rouges foncés de 0.5 mm de diametre
- Nous comptons le nombre de colonies et nous ramenons au nombre de germe par ml
en tenant compte de la dilution.
6.2.2. Recherche des germes pathogéne
6.2.2.1. Dénombrement des staphylocoques présumé pathogene
Méthode 01 : « laboratoire de la DSP »

Pour la recherche des Staphylococcus pathogénes, nous étalons 4 gouttes de la

solution mere sur un milieu gélosé Chapman préalablement fondu, coulé en boite de

pétri stérile et bien séchée par rateau.

i A
Photo 19 : Dénombrement des staphylocoques présumé pathogene sur milieu
Chapman (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

e Incubation
Incubées a 37°C pendant 24 h a 48 h.
e Lecture
Nous dénombrons les colonies jaunes dorées d’une taille moyenne, lisse,

brillante, c'est-a-dire manitol(+).
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6.2.2.1.1. Identification de genre et d’espéce

% Teste confirmatif par coloration de Gram
e Frottis

Nous avons pris une colonie jaune a partir d’une boite de Chapman positive pour
faire un frottis.

Nous avons nettoyeé la lame a I'alcool, aprés nous avons déposé une goutte d’eau
distillée sur la lame a I'aide d'un lance de platine stérile pour prélever une colonie, nous
avons frottis la pointe dans la goutte d'eau, elle a été laissée sécher a l'air, puis nous
1I’avons fait passer par la flamme du bec Bunsen pour fixer la colonie.

e Coloration

Voir ’annexe 4.

.
~

.

Photo 20 : Frottis avant et aprés coloration (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

e Examen microscopique
Toute bactérie présente dans 1’échantillon sera répertoriée d’aprés sa forme et sa
couleur:
-La couleur: les bactéries soit "Gram Positif" (Violet), soit "Gram négatif" (rose)

-La forme: la forme la plus fréquente c’est la forme ronde (cocci)
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Photo 21: Examen microscopique de frottis (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

s Test confirmatif par Catalase

La catalase est un caractere quasi-constant chez les staphylocoques.

La mise en évidence de la catalase permet de distinguer parmi les coccis a Gram positif
les staphylocoques et les streptocoques.

Pour réaliser ce test, nous avons prélevé une colonie jaune positive de la gélose
Chapman a I’aide de lance de platine stérile pour la déposer sur une lame identifiée
nettoyée avec de 1’alcool, puis nous ajoutons une goutte de peroxyde d’hydrogéne (eau
oxygénée H,0,) directement sur la bactérie prélevée, finalement pour pouvoir lire le
résultat, nous étions trés attentives a tout dégagement de bulles sur la lame et ce
immédiatement apreés le dépbt de la goutte.

e Lecture

Le test de la catalase est positif quand il permet 1’observation des bulles

d’oxygéne, par contre le test négatif ne permet pas de distinguer de réaction provoquant

le dégagement d’oxygene.
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Photo 22 : Test confirmatif par Catalase, (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)

s Test confirmatif par Coagulase

Le test mettant en évidence 1’aptitude des bactéries a coaguler le plasma est le
principal test caractérisant S. aureus. Le test de détection consiste a incuber pendant 4
heures a 37°C un mélange de plasma de lapin (humain) et de la souche a tester.

L’apparition d’un caillot est observée en inclinant le tube a 37°C.
Le test de la coagulase permet 1’identification de 99% des souches de S. aureus mais
certaines souches ne produisent pas de coagulase.

Nous avons mit les colonies jaunes qui ont apparu dans un tube a essai contenant
3 ml de bouillon nutritive (BN) stérile, & 37°C pendant 20-24 heures, aprés nous avons
introduit dans un tube a hémolyse 0.5 ml (10 gouttes) de cette culture et 0.5 ml de

plasma humain.

L’identification de 1’espéce est dans ce cas réalisée par d’autres tests.

X |

Photo 23 : Test confirmatif par Coagulase (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)
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e Lecture
La prise en masse du plasma est généralement totale, au point de pouvoir
retourner le tube, lorsque le caillot est moins compact 1’épreuve doit cependant Etre
tenue pour positif.
e Test confirmatif par Identification biochimique
La détermination de 1’espéce peut étre réalisée a 1’aide de galeries biochimiques
pour I’identification des bactéries.
Elles sont partiellement ou totalement automatisées. Ces galeries sont utilisées
essentiellement pour I’identification des staphylocoques a coagulase positive.
e Utilisation de I’api Staph
La galerie APl comporte 20 micro-tubes contenant des substrats déshydrates.
Les micro- tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests.
Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par I’addition des réactifs. La lecture se fait a ’aide de
tableau de lecture, et 1’identification est obtenue a 1’aide d’un catalogue analytique ou
d’un logiciel d’identification «Api Web».
Les APIStaph sont utilises pour les Staphylocoques et Microcoques.
Le mode opératoire consiste a :
- Mettre de I’cau distillée dans le fond de la plaquette pour créer une atmosphére
humide.
- Réaliser un enrichissement des colonies de 24h dans le bouillon nutritif, puis prélever
4 gouttes et les mettre dans le medium de la plaque APIStaph pour préparer une
suspension bactérienne.
- Remplir les tubes a 1’aide d’une pipette, créer 1’anaérobiose dans les tests soulignés et
remplir tube/cupule dans les tests cadrés.
e incubation
Incubées a 37°C pendant 24h.
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Photo 24 : Test confirmatif par Identification biochimique « Utilisation de I’api
Staph » (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C.,2018)

Photo 25: Api Staph(Gana, A., Seridi, K., Ziar, C.,2018)

Méthode 02 : « laboratoire centrale de ’Edough »

Une quantité de 19 ml de Giolitti / Cantani (milieu pour 1’analyse des produits
laitiers) et 10 gouttes de solution stérile de tellurité de potassium (K,O3Te) a 1 % dans
25 tubes stériles, puis 1ml de lactosérum est inoculé aprés ensemencement et
homogénéisation.

Une quantité de paraffine (2 a 3 cm de hauteur) est versé dans chaque tube pour

créer I’anaérobiose de la culture.
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Photo 26 : Dénombrement des staphylocoques présumé pathogénesur
milieu de giolitti(Gana, A., Seridi, K., Ziar, C.,2018)

e Incubation
Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 48h.

e Lecture

La culture de staphylocoques est indiquée par la formation d’un précipite noir
entouré d’un précipite blanc et d’un halo d’éclaircissement ou le noircissement total du

tube.

e Confirmation
Il est toutefois nécessaire de confirmer la présence de staphylocoque par culture

sur milieu gélose (milieu de Chapman).

Photo 27 : confirmation de la présence de staphylocoque sur milieu Chapman

(Gana, A, Seridi, K., Ziar, C.,2018)
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e Incubation

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 h.

e Lecture de développement sur milieu gélosé (milieu de Chapman)

Sur ce milieu les staphylocoques peuvent se présenter sous forme de colonies
d’un diamétre de 1 a 1 ,5 mm rondes a contour régulier, opaques, convexes, blanches ou
pigmentées en jaune.

e Testes de confirmation de Sthaphylococcus pathogénes

Nous avons fait les mémes étapes qui ont été realisees dans la méthode 01.
6.2.2.2. Recherche des salmonelles
Méthode 01 : « laboratoire de la DSP »

Nous avons effectué un pré-enrichissement sur milieu SFB ou, nous avons
introduit une quantité (10 ml environ) de la solution mere de fromage a analyser dans 10
ml de bouillon SFB.

Un ensemencement en surface de milieu gélosé Hektoen est réalisé, coulé dans une

boite de pétri.

Photo 28 : Recherche des salmonelles (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C.,2018)

e Incubation

Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 h. Ensuite, I’isolement sur milieu gélose
(Hektoen) est effectué, ou une colonie est prélevée puis ensemencée en stries sur la
surface de la gélose. Aprés les boites sont incubées a 37°C pendant 24 h.
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e Lecture
Les salmonelles apparaissent vert foncé ou bleu-vert avec des colonies de petites
taille (2 a 4 mm de diamétre).
Dans le cas de I’apparition de ces colonies nous passons au test de confirmation.
e Test de confirmation
Nous faisons un ensemencement sur la gélose TSI (couler dans un tube).
- A partir d’une colonie suspecte prélevée sur un milieu d’isolement sélectif,
ensemencer le culot par pigdre centrale et la surface inclinée par des stries serrées.
- Il est nécessaire d’utiliser des cultures pures prélevées au centre de colonies bien
isolées, sinon les réactions croisées rendent 1’identification impossible a réaliser.
e incubation
Incuber a 37°C pendant 24 heures (capsules desserrées) de maniere a favoriser
les échanges gazeux.
e Lecture
L’utilisation de 1’'un des sucres contenus dans le milieu se traduit par une
acidification (virage au jaune du rouge de phénol). Une alcalinisation se révéle par une
coloration rouge foncé. La production de sulfure d’hydrogene a partir du thiosulfate est
mise en évidence par la formation d'une coloration noire.
La gélose TSI fournit quatre renseignements principaux :
(1) Fermentation de glucose
- Culot rouge : glucose non fermenté
- Culot jaune : glucose fermenté
(2) Fermentation du lactose et/ou du saccharose
- Pente inclinée rouge : lactose et saccharose non fermentés
- Pente inclinée jaune : lactose et/ou saccharose fermenté(s)
(3) Production de gaz
- Apparition de gaz dans le culot.
(4) Formation d’H2S

- Formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le long de la pigdre.
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e |dentification des Salmonelles

Pente Culot
Espéces Lactose/ Glucose H,S

Saccharose Gaz
Salmonella Typha™ - + - +
Salmonella Paratyphus A - + + _
Salmonella Choleraesuis ™ - + + ]
Salmonella Pullorum @ - + + +
Salmonella Paratyphi B - + + +
Salmonella Typhimurium® - + + +
Salmonella Enteritidis @ - + + +
Salmonella Gallinarum © - + - +

WAu cas ou Iinterprétation peut laisser suspecter la présence de salmonelles, il est
possible d’effectuer, a partir des cultures sur milieu TSI, la recherche de la B-

galactosidase, de I’uréase et de la lysine-décarboxylase.

Méthode 02 : « laboratoire central de I’Edough »
Cette recherche comporte les étapes suivantes :
- Enrichissement sur milieu bouillon de sélénite de sodium cystine
Nous avons introduit 1 mL de la solution mére de fromage a analyser dans 10 mL de
bouillon sélénite.
e Incubation
Incubés a 37°C pendant 24 h
e Lecture

La formation d’un anneau rouge indique la présence des salmonelles.

6.2.3.3. Recherche de listeria
Leur ensemencements sont réalisés en placant 0,25 ml (4 gouttes a 1’aide d’une
pipette pasteur) de la solution mere dans une boite de pétri qui contient de la gélose au
sang, puis nous étalons la suspension.
e Incubation
Incubé a 37°C pendant 24 h
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e |ecture

L’apparition de Listeria est sous forme de colonies noires entourées d’une zone

transparente (zone d’inhibition).

e ¥
‘ i

Photo 29 : Recherche de listeria sur milieu solide (gélose au sans)
(Gana, A, Seridi, K., Ziar, C., 2018)
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CHAPITRE Il : Résultats et discussion

1. Reésultats moyens des caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques du

lait cru

1.1. Caractéristiques physico-chimiques

Les résultats moyens des caractéristiques physico-chimiques du lait cru par

espéce sont reportés au tableau 7. Certaines caractéristiques moyennes de références

figurent au tableau 8.

Tableau 7. Reésultats moyens des Caractéristiques physico-chimiques moyennes
du lait cru par espéce

Espéces pH AT D MG MS H
Vache | 6,64+0,08 | 17+0,00 | 1,030,002 | 39+2,83 | 13,47+0,72 | 86,53+0,72
Chévre | 6,71+0,01 | 16+1,41 |1,023+0,004 | 34+1,41 | 12,92+1,10 | 87,08+1,10
Brebis | 6,84+0,15 | 19,25+2,47 | 1,04+0,004 | 54+2,83 | 17,75+0,22 | 82,24+0,22

Tableau 8. Caractéristiques physico-chimiques moyennes du lait cru par espece

Espéce Eau EST MP L Lipides MM
Vache 87 13 35 4,9 3,8 0,8
Chevre 86 14 3,8 4.8 4,5 0,9
Brebis 81 19 5,8 4.8 7,4 1

MG : Matiére grasse, MS : matiere séche, MM : matiére minérale, AT : acidité titrable

Comme indiqué dans la figure 12, les échantillons ont un pH compris entre 6,64

- 6,84. Le pH normal du lait cru varie entre 6,6 et 6,8 et tout pH en dessous de 6,5 et au

dessus de 6,9 est anormal.

L’acidité titrable (figure 14) est bien comprise dans les valeurs normales du lait:

16-19 °D si on tient compte des 3 espéces. Comme la totalité de nos échantillons ont un

pH normal, I’acidité serait le reflet du pH. En d’autres termes, le pH faible conduit a une

acidité élevée et vice-versa.

Le lait de brebis est assez peu sensible aux effets de la réfrigération que 1’on peut

observer par exemple sur du lait de vache (solubilisation des caséines et du phosphate

de calcium entrainant une moindre aptitude a la coagulation par la présure, des

difficultés d’égouttage et des pertes en fines plus importantes).
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Néanmoins, les travaux menés ont confirmé des effets du report de lait au froid sur les

qualités des laits et des fromages :
* une augmentation de la lipolyse
* une progression des flores psychrotrophes dont Pseudomonas pour les laits reportés
* des dénombrements en coliformes totaux plus élevés dans les fromages ;
* une diminution du rendement brut pour les fabrications réalisées avec des laits reportés
* par contre, peu d’effets du report, sur les caractéristiques sensorielles des fromages
fabriques ont été mesurés.
Enfin, les conséquences du report sur les qualités des fromages ont été

essentiellement mesurées pour une durée du report du lait au froid supérieure a 36

heures.
7.1 7 pH de lait 89 1 Humidité de lait
7= 88
6,9 1 87 A
6.8 = é 86 -
@
B 67 5 85 -
6,6 - E 84
6.5 7 83
6.4 - 82 - -
3 ’ ’ 81 . ‘
Vache Cheévre Brebis Vache Chévre Brebis
Especes Espéces
Figure 12. Figure 13.
7 Acidité titrable de lait 1,05 - Teomsits 3 Vadi
1,045
~ 207 1,04 -
a
4 - o 1035 1
27 5103 -
2 - & 1,025 4
b<] 1,02
Qo
< 1,015 -
1,01
0 ‘ ‘ 1,005 —— T
Vache Chevre Brebis Vache Chévre Brebis
Espéces Especes
Figure 14. Figure 15.
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607 Matiére grasse de lait ig 1 Matiére séche de lait
g 307 ~ 16
2 < 14 -
v 40 ¢
z = 12
& 30 - % 10 -
¢ @ "o
2 20 g
2 g ol
=10 A Sk

2 .
0 T T 1 0
Vache Chévre Brebis Vache Chevre Brebis
Especes Especes
Figure 16. Figure 17.

1.2. Caractéristiques microbiologiques du lait

La traite, méme réalisée dans des conditions d’hygiéne conformes,
s’accompagne toujours de contaminations par des microorganismes variés ; CEUX-Ci
constituent une flore exogéne qui se dissémine facilement et rapidement dans le lait.
Cette flore peut nuire a la conservation du lait et a la fabrication du fromage.

La recherche d’inhibiteurs (antimicrobiens) dés réception du lait, est un point

Produit Critéres d’hygiéne des procédes

Lait cru de vaches collecté | Germes a30°C <100000/ml (1)
Cellules somatiques Cellule somatiques <400000 (2)
Lait cru d’autres espéces que les | Germes a30°C <1500000/ml (3)
vaches

Lait cru de wvaches avant | Germes a30°C <300000/ml

transformation

Lait ayant fait 1’objet d’un | Germes a30°C <100000/ml

traitement thermique pour
fabrication

de produits laitiers

Lait d'espéces autres que les | Germes a30°C <500000/ml
vaches, pour fabrication de
produits au

lait cru sans traitement thermique.
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CT

CF GTM Staph | Salmonelle | Clostridium
Vache 1,42 x10% | 2,3 % 10° | 4,50 x10° Abs Abs Abs
Chévre |8,35x10° [ 33x10° | 1,27 x10" |  Abs Abs Abs
Brebis 1,84 x10° | 1,6 x 105 | 1,11 x10" |  Abs Abs Abs

CT : Coliformes totaux, CF : Coliformes fécaux, GT : Germes totaux mésophiles.




Partie expérimentale CHAPITRE Il : Résultats et discussion

2. Reésultats de la fabrication du fromage frais

Nos résultats de fabrication sont montrés dans les photos ci-dessous.

Photo 30 : Produit fini (fromage frais) (Gana, A., Seridi, K., Ziar, C., 2018)
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3. Résultats moyens des Caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques

des fromages frais

3.1. Caractéristiques physico-chimiques

Les résultats moyens des caractéristiques physico-chimiques du lait cru par

espéce sont reportés au tableau 9.

Tableau 10. Résultats moyens des Caractéristiques physico-chimiques moyennes
du fromage par type

Fromage Ph AT MG MS MM H

FVP 4,790a| 55,500a | 24,500 bc | 40,915a 1,863a| 59,085hb
FBP 4338b | 51,250ab | 39,000a| 31,693b 1,582a| 67,963a
FCC 4,613 ab | 47,500 bc | 21,000 bc | 37,895 ab 1,958 a | 62,105 ab
FCP 4815a| 45250c| 19,500c | 36,405 ab 1,598 a | 63,595 ab
FVvC 4515ab | 52,750a| 24,750b| 39,360 a 1,553a| 60,640b
FBC 4,680ab | 44,750c| 35250a| 41,798a 1,527a| 58,128b
Pr>F 0.243 0.001 0.000 0.083 0.934 0.063
Significatif Non Oui Oui Non Non Non

Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont significativement différent

La comparaison des divers fromages par espece et entre espéces et type de lait

(cru et pasteurisé) pour les divers paramétres étudiés a révélé des différences

significatives entre especes particulierement et intra especes pour I’AT et la MG.

La figure 18 montre que les pH moyens de nos fromages ont variés entre 4,3 et

4,8. Cette variation n’est pas significative aussi bien entre espéce qu’entre type de lait

(Cru ou pasteuris€). Cependant elle pourrait s’expliquer par la présence du lactosérum

occasionnée par un égouttage insuffisant, ce qui contribue a I’acidité des fromages. Les

valeurs les plus élevées du fromage de cheévre pour les deux de lait (C et P) s’explique

par la coagulation qui est normalement relativement longue (48 h). Il est donc trés

important de vérifier la qualité du lait frais pour éviter les accidents de fabrication.
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La mesure de I’acidité en degrés Dornic (AT) a donné des valeurs variables et

comprise entre 44 D° et 55 D° (figure 19).
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FP : fromage au lait pasteurisé, FC : fromage au lait cru

3.2. Caractéristiques microbiologiques

Les résultats moyens des caractéristiques physico-chimiques du lait cru par
espece sont reportés au tableau 11. Les fromages fabriqués a partir des laits des trois
especes apparaissent globalement comme étant peu contaminés. Cette tendance se
vérifie quel que soit le paramétre considéré (lait cru ou lait pasteurisé). Tous les
échantillons analysés sont considérés de bonne qualité pour ce qui concerne S. aureus et
la mise en évidence de Salmonelles L.M et Listerea. Ces résultats traduisent d’une part,

le soin avec lequel le cheptel est suivi sur le plan sanitaire et d’autre part, ’hygiéne des
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manipulateurs de la production & la consommation. Les niveaux de dépassement en

coliformes thermotolérants sont généralement faibles.

La charge microbienne est plus importante avec 1’égouttage réalis¢ a la
température ambiante. La population importante des FMAT et des Coliformes
thermotolérants observée pourrait étre liée une hygiene défectueuse.

Les laits de ruminants ont une charge bactérienne supérieure a 100 000
germes/ml c’est pour cela qu’ils doivent étre pasteurisés ou stérilisés. Cette action de
chauffage modifie le taux de vitamines et la qualité des protéines. Le lait de vache est de
loin le plus utilisé dans I’alimentation humaine. Il a un temps de digestion long (8-12h)
car la teneur en protéines est élevée (3,5-5,8%) et la coagulation se fait en gros flocons
fermes (90% de caseine).

Tableau 11. Résultats moyens des Caractéristiques microbiologiques moyennes
du fromage par type et par espece

Espéces CT CF FMAT Staph | Salmonelle | Listeria
FVP 36,25 Abs 7,51 x10° Abs Abs Abs
FVC 140,00 Abs 1,24 x10° Abs Abs Abs
FCP 132,50 Abs 1,20 x10° Abs Abs Abs
FCC 106,12 Abs 1,16 x10° Abs Abs Abs
FBP 140,00 Abs 6,50 x10° Abs Abs Abs
FBC 45,00 Abs 2,60 x10° Abs Abs Abs

Le report du lait permet d’avoir davantage de temps libre certains jours ou a
certaines périodes de I’année (début ou fin de lactation par exemple), en supprimant tout
ou partie de la fabrication ces jours-la. Le report du lait est généralement pratiqué par un
refroidissement et un maintien de chaque traite a une température inférieure a 4°C

pendant 12 heures a 36 heures (voire parfois 60 heures).
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Conclusion

De nombreuses especes animales produisent du lait qui est consommé par 1’homme.
La composition nutritionnelle du lait provenant d’espéces laitiéres mineures, c'est-a-dire des
animaux autres que les vaches, n’a bénéficié¢ jusqu’a présent que de peu d’attention de la part
des chercheurs. C’est regrettable car certains animaux tels que les chévres et les brebis sont
sous utilisés. En d'autres termes, la production de lait issu de ces espéces mineures pourrait
contribuer a améliorer la sécurité alimentaire, la santé et la nutrition des populations, tout en
générant des revenus.

L'étude que nous avons menée, nous a permis d’identifier et d’évaluer la qualité de
trois différents types de lait cru, du vache, chévre et de la brebis ainsi des fromages frais
réalisés a partir des ces trois types de lait:

Le principe de contrble de la qualité du lait des especes animales est trés simple, il
suffit de comparer les résultats obtenus par les normes et les regles citées dans la
réglementation.

Cette comparaison a pour but de juger la qualité et la valeur nutritive du lait.

Les analyses physico-chimiques qu’on a réalisé s’est avérée plus précise et plus proche
de la réalité, qui nous a permis de conclure que :

Le lait de brebis est le plus riche en EST en particulier le taux de matiére grasse, et le
moins acide.

La qualit¢ microbiologique de trois lait lors de I’analyse est en généralement
acceptable, il nous a indiqué 1’absence de différentes germes pathogene.

Notre étude montre que les fromages au lait pasteurisé de vache au point de vue
physico-chimique sont de meilleure qualité que celui fabrique au lait cru de méme espece. Par
contre, pour la chévre, les fromages au lait cru sont mieux que celle au lait pasteurisé. Et pour
les fromages de brebis, celles qui sont fabriqué au lait pasteurisé a un taux de matiére grasse
plus élevé (39 g/100g), mais pour le taux de la matiere séche en trouve que les fromages a

base au lait cru sont les plus riches.

Et d’un point de vue microbiologique, Concernant 1’apport en flore aérobies
mésophiles, les fromages frais a base de lait cru de brebis sont les moins bénéfiques, et les
fromages a base de lait cru de vache et le plus bénéfiques avec des taux de 2,60x10° et
1,24x10° (germe/100g).
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Ainsi. Pour les coliformes totaux, les fromages a base de lait pasteurisé de vache et a
base de lait cru de brebis sont les mieux que les autres fromages, avec un taux de 36,25 — 45
(UFC/1009).

Nos reésultats indiquent une absence totale des germes photogenes pour touts les
échantillons de lait et des fromages frais. Cela s’explique par leur acidité élevée, le traitement
thermique et les prétraitements auxquels ils étaient soumis lors de leur fabrication.

Les essais rapportés dans cette synthese ont été conduits dans des conditions de
fabrication fromagere non contrdlées. Les résultats qui en sont issus permettent donc de
montrer que les caractéristiques des animaux et de leur conduite peuvent modifier
sensiblement les propriétés du lait. Leurs effets peuvent apparaitre a différentes étapes de
I’¢laboration du fromage (des le moulage ou durant 1’égouttage). Ces effets varient selon le
type de fromage et peuvent dépendre des pratiques de traitement du lait mises en ceuvre.

Ces résultats constituent pour les filieres fromagéres des éléments objectifs importants
pour réfléchir en matiere de conditions de production du lait.

La demande des consommateurs pour les fromages artisanaux fabriqués au lait cru en
font un type d’aliment largement consommé par toutes les tranches de la population.

Une perte non négligeable de la qualité microbiologique survient lors des opérations de

stockage et de distribution.
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Annexe 1

Matériels de laboratoire et appareillage

1. Matériels biologiques
Le lait provenant de différentes especes (vache, chévre, brebis).

2. Appareillages
Centrifugeuse.
Béchers.
Flacon.
Lactodensimetre avec thermometre incorporé.
Eprouvette cylindrique sans bec, de hauteur apportée a celle de lactodensimétre.
Pipette a lait de 10 ml ou seringue de précision réglée a 10 ml.
Butyrometre a lait muni d’un bouchon approprié.
Pipette a lait.
Pipette ou systéme automatique permettant de délivrer 10.0 ml = 0.2ml d’acide
sulfurique.
Pipette ou systeme automatique permettant de délivrer 1.00 ml + 0.05ml
d’alcool amylique.
Centrifugeuse GERBER, dans laquelle les butyrometres peuvent étre placés
munie d’un indicateur de vitesse donnant le nombre de tours a la minute a + 50
tr/mn maximum prés.
Thermomeétre approprié destiné a vérifier la température du bain marie.
Capsule en platine ou en autre maticre inaltérable dans les conditions de 1’essai
de forme cylindrique de préférence avec couvercle.
Dessiccateur.
Pipette a lait de 5ml.
Boites pétris.
Microscope.
Loupe binoculaire.

Pince
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Microscope Balance analytique
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Etuve 103 °C Etuve Bain marie

Burette cylindrique Thermometre
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Annexes 2
Composition des diluants (g/l)
Eaupeptoné
Peptone 19
Chlorure de sodium 8,5¢
Eau distillée 1000 ml
Eau peptonéetamponée
NaCl 5¢
Peptone 109
Na2Hpo4.H20 9
Kh2p 0.3g
Eau distillée 1000 ml
Eau physiologie 9 /ml NaCl
NaCl 9g
Eau distillée 1000ml
Citrate de sodium (2%)
Citrate de sodium 29
Eau distillée 100 ml

Composition des milieux de cultures (g/l)

| .Géloses

Gélose nutritive standard Plate Count Agar (P.C.A)

Hydrolysat trypsique de caséine 2590
Extrait de viande 5¢
Glucose 19
Extrait de la levure 2590
Agar 159
Eau distillé g.s.p 1000 ml
pH 7+0.2 4 37°C
Gélose nutritive
Peptone 59
Extrait de viande 19
Extrait de levure 29
Chlorure de sodium 5¢
Agar 159
Eau distillée g.s.p 1000 ml
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TSI : Triple sugariron

Mélange de peptones 18 g/l
Extrait de levure 03 g/l
Extrait de viande 04 g/l
Lactose 10 g/l
Saccharose 10 g/l
D-glucose 01 g/l
Chlorure de sodium 05 g/l
Citratend’ammonium 0.3 g/
Thiosulfate de sodium 0.3 g/l
Rouge de phénol 0.025 g/l
Agar 14 g/l

pH final : 7.4 + 0.2

Gélose/Bouillon M17 (Terzaghi et Sandine, 1975)

Extrait de levure 2,59
Extrait de viande 5¢
Tryptone 59
Peptone papainique 2,59
Peptone pepsique de viande 5¢
Acide ascorbique 0,59
Lactose 5¢
Glycérophosphate de sodium 19¢

Mg SO, 0,25¢
Agar-agar 15¢g (uniguement gélose)
Eau distillée g.s.p 1000 mi

Gélose/Bouillon MRS : (De Man-Rogosa-Sharpe, 1960)

Extrait de viande 10g
Extrait de levure 5¢
Peptone 109
Acétate de sodium 59
Citrate de sodium 29
Glucose 20g
MgSO, 259
MnSO, 0,059
KH,PO, Zg
Agar-agar 15 g (uniquementgélose)
Tween 801 ml
Eau distillée g.s.p 1000 mi
Mac conkey
Peptone de caseine 179
Peptone de viande 39
Lactose 10g
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Mélange des els biliaires 1,59
Chlorure de sodium 5¢
Rouge neutre 0,039
Crystal violet 0,001g
Agar —Agar 13,59
Eau distillée 1000ml
pH 7,1
Autoclaver a 110 °C pendant 30 mn

CHAPMAN
Peptone 119
Extrait de viande 19
Chlorure de sodium 759
Mannitol 19
Rouge de phénol 0,025¢
Agar-Agar 159
Eau distillée 1000 mi
pH 74475
Autoclaver a 110 °C pendant 30 mn.

Viande - Foie (VF)

Base VF déshydraté 209
Glucose 29
Amidon 29
Aga-Agar 11g

Eau distillée 1000 ml
pH 7.2

Autoclaver a 115 °C pendant 30 mn

SS (Salmonella, Shigella)

Extrait de viande de beeuf 59
Polypeptone 5¢
Lactose 10g
Sels biliaires 850
Citrate de sodium 10bg
Thiosulfate de sodium 850
Citrate ferrique 19
Rouge neutre 0.025¢
Vert brillant Quelques traces
Eau distillée 1000 ml
pH 7.0

Ne pas autoclaver, porter a ébullition pendant 1 ou 2mn en agitant fréquemment
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Sabouraud :
Peptone de gélatine 10g
Glucose 209
Agar 179
Eau distillée 1000 ml
pH 5.6
I1. Bouillons

Bouillon BLBVB (Bouillon lactosé bilié au vert brillant) (Dunham et
Schoenlein,1926)

Lactose 10g
Peptone 10g
Bile déshydratée 209
Vert brillant a 1% 1,30
Eau distillée 1000 ml
pH 7,2

Autoclaver a 115 °C pendant 20 mn

Milieu ROTHE (S/C) (bouillon glucose a I’azide de sodium)

Tryptone 209

Glucose 59

Chlorure de sodium 5¢

Phosphate di potasique 2.79
Phosphate monopotassique 2,79
Azothydrate de sodium 0,29
Eau distillée 1000 ml
pH 7,2

Autoclaver a 121 °C pendant 20 mn

Milieu EVA Litsky (bouillon glucosé a I’éthyle violet et azide de sodium)

Tryptone 209
Glucose 5¢
Chlorure de sodium. 59
Phosphate di potassique 5¢
Phosphate monopotassique 2,79
Azothydrate de sodium 0,39
Eau distillée 1000 ml
Solution a 0,01 g d’éthyle Violet dans 100 |5 ml
ml d’H,0
pH 7,2

Autoclaver r a 121 °C pendant 20 mn

Bouillon au sélinite (SFB)

Sélinite de sodium

59
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Peptone trypsine de caseine 49
Lactose 4q
Phosphate disodique 409
Cystine 0.02g
Eau distillée 1000 ml
pH 7,0+0.2

Stériliser a 115 °C pendant 20 mn

Eau peptonée exempte d’indole

Peptone 209
Chlorure de sodium 209
Phosphate dissodique 9g
Eau distillée 1000 ml
pH 75
Autoclaver a 121 °C pendant 20 mn

Medium API 50 CH
Ammonium sulfate 29
Extrait de levure 059
Tryptone 19
Disodium phosphate 3,229
Monopotassiumphosphatea 0,129
Traces eléments 10ml
Rouge de phénol 0,179
Eau distillé 1000ml

I11. La composition des colorants de Gram

Violet de gentiane au cristal

Violet de gentiane 10g
Phénol 20g
Ethanol a 0.95 10 ml
Eaudistilée 1mil
Lugol

lode 5¢
lo dure de potassium 10g
Eaudistilée 19
Flacon brun

Fuchsine de Ziehl
Fuchsine bosique 10g
Phénol 509
Ethanol 2 0.5 10 ml
Eau distillée 1mil




Annexes

Annexe 3

Table de Mac Grady
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Annexe 4

% Lacoloration de gram
La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram qui
mis au point le protocole en 1884.
Les bactéries présentent toutes une paroi constituée d'une substance, la muréine qui est
un peptidoglycanne. Celle-ci est recouverte par une membrane externe chez les
bactéries Gram-, tandis que les bactéries a Gram+ en sont dépourvues. Cette paroi de
part son organisation permet de les classer soit dans les Gram+ ou les Gram-. Cette
information est importante car elle est utilisée dans la taxonomie. Elle permet ainsi,
avec la reconnaissance de la morphologique et le mode de groupement des bactéries de
renseigner sur l'ordre dont fait partie les bactéries étudiées.
Cette coloration de Gram se réalise en plusieurs étapes
Protocole a partir des boites de pétri
a) Faire un frottis

- Nettoyer une lame a l'alcool.

- Déposer une goutte d'H20 sur la lame.

- Toucher une colonie a l'aide d'une pointe jaune ou d'un cure-dent stérile pour

prélever des bactéries. Il n'est pas nécessaire de prendre beaucoup de bactéries
- Frotter la pointe dans la goutte d'eau. Laisser sécher a l'air.

- Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer

I'échantillon & la chaleur.

b) Coloration et explications: (attention aux éclaboussures, mettez des gants)
e Lacoloration au violet de Gentiane (colorant basique)
Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis

fixé.
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Laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries.

Jeter I'excés de colorant.

Rincer tres brievement en faisant couler de I'H20 sur la lame au-dessus du frottis (pas
directement sur le frottis).

e Mordancage au lugol (solution iodo-iodurée)
Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est un
mordant qui permet de fixer le violet dans les bactéries.

Laisser agir 30 secondes.

Jeter la solution de Lugol et rincer brievement a I'H20 comme précédemment décrit.

e Décoloration a I'alcool
Décolorer en faisant couler la solution de décoloration (alcool) sur la lame jusqu'a ce
que le violet ne s'écoule plus du frottis (30 secondes. Les pores de la paroi des Gram+
sont fermés par la déhydratation a I'alcool. La paroi est alors imperméable et le colorant
violet reste dans les bactéries. La membrane des Gram- est dissoute par le mélange
alcool-acétone. La paroi plus mince et de composition différente laisse alors sortir la
coloration violette.
Rincer a I'H20.
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e Contre coloration avec de la Fuchsine
Déposant la solution (rose) pendant 1 minute. Ce colorant permet de visualiser les
bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente. Cette coloration moins forte que le
violet n'affecte pas la couleur des Gram+.
Rincer a I'H20.

Laisser sécher a l'air.
- Observer au microscope (grossissement 100x ou, avec une goutte d'huile a

immersion).

Gram -

Fation g

Violet de )

gentiane
Mordancage

au lugol @
@ picoloration

Recoloration

a la saframine
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Annexe 5

Analyses de confirmation de staphylococcus

Analyses
Echantillons Gram | Couleur | Forme Catalase | Staphylo-
Coagulase
LV + Violet Cocci : grappe | + -
de raisin
FaVP + violet Cocci + +
FaVC + Violet Cocci : grappe | + +
de raisin
F,.CP + Violet Cocci + +
F.CP + Violet Cocci : grappe | - -
de raisin
F.BC + violet Cocci : en + +
chainette
F.vVC + violet Cocci : grappe + +
de raisin
FsCP - rose Bacille - /
FsVC + Violet Cocci : grappe + +
de raisin
FsCC - rose Cocci - /
FivC + Violet Cocci + +
F.CP + Violet Cocci + +
FaCC + Violet Cocci + +
F.BC - rose Bacilles - /
FsVC + violet Cocci + -
FsBC + violet Cocci : grappe | + -
de raisin
FsCP + violet Cocci : grappe + -
de raisin
FsV + violet Cocci + +
FsV + Violet Cocci : grappe + +
de raisin eten
chainettes

(+) : positif (-) : négatif
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Résultats des plaques AP
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e | ecture de la galerie miniaturisée API staphylocoque

—

api® Staph

07468K - fr - 2009/11

CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries et milieux se conservent a 2-8°C jusqu'a la
date limite d'utilisation indiquée sur I'emballage.

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)

API Staph ne doit pas étre utilisé directement & partir des
prélevements d'origine clinique ou autre.

Les microorganismes & identifier doivent dans un premier
temps étre isolés sur un milieu de culture adapté selon les
techniques usuelles de bactériologie.

MODE OPERATOIRE
Préparation de la galerie

« Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et
répartir environ 5 ml d'eau distillée ou déminéralisée [ou
toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz (Ex : Clz, COz ...)] dans les alvéoles pour créer
une atmosphére humide.

« Inscrire la référence de la souche sur la languette
latérale de la boite. (Ne pas inscrire la référence sur &
couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la
manipulation).

« Sortir |a galerie de son emballage individuei.

« Placer la galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de I'inoculum

« Réaliser une préculture sur gélose Columbia au sang
(ou Agar P) 18-24 H 4 36°C £ 2°C.

« Vérifier l'appartenance de la souche a la famille des
Micrococcaceae (morphologie, Gram, catalase...), ainsi
que sa pureté.

e Ouvrir une ampoule d'API Staph Medium comme
indiqué au paragraphe "Précautions d'utilisation".

o Préparer une suspension bactérienne homogéne,
d'opacité égale a 0,5 de McFarland. Utiliser préférentiel-
lement des cultures jeunes (18-24 heures).

Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

Inoculation de la galerie

« A l'aide d'une pipette ou d'une PSlpette, remplir les
tubes de la galerie avec API Staph Medium ensemence.
Ne remplir que les tubes et non les cupules, sans
dépasser le niveau du tube. Pour éviter la formation de
bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette
ou de la PSlpette sur le cdté de la cupule, en inclinant
Jégérement la boite d'incubation vers l'avant.

« Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE en
remplissant leur cupule d'huile de paraffine pour former
un ménisque convexe.

« Renfermer la boite d'incubation.

« Incuber a 36°C + 2°C pendant 18-24 heures.

LECTURE ET INTERPRVETATIQN

Lecture de la galerie

« Aprés incubation, lire les réactions conformément au

Tableau de Lecture en ajoutant 1 goutte de chacun des

réactifs suivants :

-~ TestVP: VP 1et VP 2.

" Attendre 10 minutes. Une couleur rose franche ou
violette indique une réaction positive. Une couleur
rose pale ou rose claire obtenue aprés 10 minutes
doit &tre considérée négative.

= TestNIT : NIT 1 et NIT 2.
‘" Attendre 10 minutes. Une coloration rouge indique
une réaction positive.

_~ Test PAL: ZYM A et ZYM B (¥).

Attendre 10 minutes. Une coloration violette indique
une réaction positive.

(%) Il est recommandé de contréler chaque ampoule
de réactif ZYM B avant la 1 utilisation.

Pour cela, il est recommandé d'utiliser la souche
ATCC® 700404 mentionnée au paragraphe Controle
Qualité afin d’exclure tout réactif défectueux.

« Noter les_résultats sur la fiche de résultats.
Test de résistance a la lysostaphine
Déterminer la résistance & la lysostaphine sur milieu
Agar P selon la procédure suivante ou selon les
recommandations du fabricant.
Pour cela, ensemencer par inondation la surface d'une
gélose Agar P avec une suspension bactérienne d’environ
107 germes/ml.
Laisser sécher 10-20 min & 36°C £ 2°C.
Déposer & la surface de la gélose, une goutte d'une
solution de lysostaphine a 200 pg/mi.
Incuber 18-24 H a 35-37°C.
Une lyse totale ou subtotale de la culture bactérienne
indique une sensibilité a 'enzyme.
Ce test constitue le 21°™ test de la galerie. Il est
considéré positif en cas de résistance a la lysostaphine.
Interprétation
L'identification est obtenue a partir du profil numérique.
« Détermination du profil numérique :
Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par
groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chacun. En additionnant & lintérieur de chaque
groupe les valeurs correspondant a des réactions
positives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil
numérique.
« Identification :
Elle est réalisée a partir de la base de données (V 4.1)
* a l'aide du Catalogue Analytique :
-Rechercher le profil numérique dans la liste des
profils.
* a l'aide du logiciel d'identification apiweb ™™
- Entrer manuellement au clavier le profil numérique a

7 chiffres.
HHHHEH §ANHEN RN HRREN
HHHERH AN URH B NG 558
Z ar [ me v omm
6 706 113 Staphylococcus epidermidis

0 [ AL A
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CONTROLE DE QUALITE
Les galeries, milieux et réactifs font 'objet de contréles de qualité systématiques 3 différentes étapes de leur fabrication.

Le Contrdle de Qualité Minimum peut étre utilisé pour vérifier aue les conditions de stockage et de transport n'ont pas

d'impact sur les performances de la galerie APl STAPH.

criteres attendues ci-dessus en lien avec le réferencie

|dentification Systems.

Ce
| CLS!I M50-A Quality Control for Commercial Microbial

controle peut étre réalisé en suivant les instructions et

Le controle peut étre fait en utilisant la souche Staphylococcus capitis ATCC® 35661 pour évaluer les performances
du test XYL. Des études réalisées par bioMérieux ont montré que sur 1a galerie APl STAPH, le test XYL est le test le
plus sensible. Lors du contrdle, lintégrité de la galerie peut atre vérifie en utilisant la souche Staphylococcus capitis

ATCC 35661.

Dans le cas ol un Contréle de Qualité Complet est exigé pour cette galerie, les trois souches suivantes devront étre
testées pour vérifier les réactions positives et négatives de la plupart des tests de la galerie API STAPH.

ATCC 35661
ATCC 700404

1. Staphylococcus capitis
2. Staphylococcus xylocus

3. Staphylococcus lentus

ATCC 700403

ATCC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2208, USA.

o | oL | FRU | MNE | MAL | LAC | TRE MAN | XLT | MEL NIT | PAL | vP | RAF | XYL | SAC | MDG | NAG ADH | URE
1.1 - + + + - - - V k- - + - + - - —* - - + -
2.1 - + + + + + + + + - + V — + + - + - +
3.| - 4 + < + + + + Vv + + Vv Vv + + + + + = =

+ Ce résultat peut varier en fonction du milieu de culture utilisé.

Profils obtenus aprés culture des souches surgélose au sang de mouton.
|| est de la responsabilité de l'utilisateur de s'assurer que le controle de qualité est mis en oeuvre conformément a la

législation locale en vigueur.

LIMITES DU TEST .

« Le systéme API Staph est destiné a l'identification des
espéces mentionnées dans la base de données (voir
Tableau d'ldentification en fin de notice), et a elles
seules. Il ne peut étre utilisé pour identifier d'autres
microorganismes ou exclure leur présence.

« Seules des cultures pures contenant un seul type de
microorganisme doivent étre utilisées.

RESULTATS ATTENDUS

Se référer au Tableau d'ldentification en fin de cette
notice pour les résultats attendus des différentes
réactions biochimiques.

PERFORMANCES

« Staphylocoques
2104 souches de diverses origines et souches de
collection appartenant aux espéces de la base de
données ont été testées :
- 92,49 % des souches ont été correctement identifiees

(avec ou sans tests complémentaires).

- 4,42 % des souches n'ont pas été identifiées.
. 3,09 % des souches ont été mal identifiées.

« Microcoques/Kocuria
171 souches de diverses origines et souches de
collection appartenant aux espéces de la base de
données ont été testées :
. 87,72 % des souches ont été correctement identifiées

(avec ou sans tests complémentaires). .

. 7,60 % des souches n'ont pas été identifiées. .
- 4,68 % des souches ont été mal identifiées.

ELIMINATION DES DECHETS

Eliminer les réactifs utilisés ou non utilisés ainsi que les
matériels & usage unique contaminés en suivant les
procédures relatives aux produits  infectieux ou
potentiellement infectieux.

Il incombe a chaque laboratoire de gérer les déchets et
les effluents qu'il produit selon leur nature et leur
dangerosité, et d'en assurer (ou faire assurer) le
traitement et [I'élimination selon les réglementations
applicables.
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TABLEAU DE LECTURE

. QTE RESULTAT
ESTS COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS / ENZYMES
(mgleup.) NEGATIF POSITIF
G Aucun Témoin negatif rouge —

GLU D-glucose 1,66 (Témoin positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 1.4 acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 14 acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 1.4 acidification (MALtose)
LAC (orgi.rl\aecé?v?ne) 14 acidification (LACtose) rouge * jaune

| D-tréhalose 1,32 acidification (D-TREhalose)

| D-mannitol 1,36 | acidification (D-MANNitol)

xylitol 1,4 acidification (XyLiTol)
D-mélibiose 1,32 acidification (D-MELibiose)
[ NIT 1 + NIT 2/10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 Réduction des NITrates en nitrites incolore-rose pale | rouge
ZYM A + ZYM B / 10 min
PAL R-naphtyl phosphate 0,0244 | Phosphatase Alcaline jaune I violet
VP 1+ VP 2/10 min

VP sodium pyruvate 1,804 f&‘;::?;g::fg; miéthil-Eatbinel incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 14 acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 182 acidification (SACcharose) rouge jaune
| LR, i il Ee
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 acidification (l\i-Acéty!-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,904 | Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 0,76 UREase jaune rouge-violet

Les tests d'acidification doivent étre lus comparativement aux témoins négatif (0) et positif (GLU).

* Les tests MNE et XLT peuvent étre oranges, lorsqu'ils sont entourés ou précédés de tests positifs. On doit alors les
considérer comme négatifs.

« Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des matieres premiéres.
« Certaines cupules contiennent des composants d'origine animale, notamment des peptones.

METHODOLOGIE

TABLEAU D'IDENTIFICATION
BIBLIOGRAPHIE

TABLES DES SYMBOLES

Il
1
v

vTTD
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Annexe 7

Journal officiel de la république Algérienne (normes)

Arrété interministériel du 25 Ramadhan 1418 correspondant au 24
janvier 1998 modifiant et complétant l'arrété du 14 sSafar 1415
correspondant au 23 juillet 1994 relatif aux spécifications
microbioligiques de certaines denrées alimentaires

csesasesescsesssacssessssssessssssssssssssssssasssscssse Po 7

( N°® JORA : 035 du 27-05-1998 )

Le ministre du commerce,
Le ministre de l'agriculture et de la péche et
Le ministre de la santé et de la population,

Vu la loi n°85-05 du 16 février 1985, modifiée et complétée,
relative a4 la protection et a4 la promotion de la santé;

Vu la loi n°88-08 du 26 janvier 1988 relative aux activités de
médecine vétérinaire et a4 la protection de la santé animale;

Vu la loi n©°89-02 du 7 février 1989 relative aux régles
générales de protection du consommateur;

Vu le décret présidentiel n©97-231 du 20 safar 1418
correspondant au 25 juin 1997 portant nomination des membres du
Gouvernement ;

Vu le décret exécutif n°90-39 du 30 janvier 1990 relatif au
contrdle de la qualité et a4 la répression des fraudes;

Vu le décret exécutif n°91-53 du 23 février 1991 relatif aux
conditions d'hygiéne lors du processus de la mise a4 la consommation
des denrées alimentaires, notamment son article 31;

Vu l'arrété du 14 safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994
relatif aux spécifications microbiologiques de certaines denrées
alimentaires;

Arrétent:

Article ler. - Le présent arrété a pour objet de modifier et de
compléter 1l'arrété du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994
relatif aux spécifications microbiologiques de certaines denrées
alimentaires.

Art. 2. - Les dispositions de l'article 2 de 1'arrété du 14 Safar
1415 correspondant au 23 juillet 1994 susvisé, sont modifiées et
complétées comme suit:

"Art. 2. - Les denrées alimentaires concernées par les
dispositions du présent arrété sont:

- les viandes rouges et blanches ainsi que leurs dérivés;

- les poissons et autres produits de la péche;

- les conserves et les semi-conserves;

- les ovoproduits, les patisseries et les crémes patissiéres;
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- les laits et les produits laitiers;

- les eaux et les boissons non alcoolisées;

- les graisses animales et végétales;

- les produits déshydratés;

- les confiseries;

- les plats cuisinés;

- les aliments pour nourrissons et enfants en bas age".

Art. 3. - Les annexes I de l'article 4, II de l'article 6 et III de
1'article 9 de l'arrété du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet
1994 susvisé, sont modifiées et complétées comme suit:

ANNEXE I
CRITERES MICROBIOLOGIQUES RELATIFS A CERTAINES DENREES ALIMENTAIRES

TABLEAU I
CRITERES MICROBIOLOGIQUES DES LAITS ET DES PRODUITS LAITIERS

PRODUITS InlcT m
e e n e eeee e eseeeeeseesecsseeeesesceeee——— I e
1. Laits cru: I I |
- germes aérobies a 30°C I11I-110e5
- Coliformes fécaux I11I-110e3
- Streptocoques fécaux I11I-1abs/0,1 ml
- Staphylococcus aureus I11I-1 absence
- clostridium sulfito-réducteurs a 46°C I3 Y=TY50
- antibiotiques I 11 -1 absence
E I ¥
2. Lait pasteurisé conditionné: L X X
- germes aérobies a 30°C I11-13.10e4
- coliformes: I I 1
* sortie usine L3 =% 1]
* a la vente I11I-110
- coliformes fécaux I I I
* sortie usine I11I-1 absence
* a la vente I 11 -1 absence
- Staphylococcus aureus | o [ G o
- phosphatase I 11 -1 négatif
I T I
3. Lait stérilisé et lait stérilisé UHT I I I
(nature et aromatisé): I 1 I
- germes aérobies a 30°C I15121<10/0,1ml
- test de stabilité I 510 I négatif
- test alcool I1510I négatif
- test chaleur I 5101 négatif
. XL I
4, Lait concentré non sucré: I I I
- test de stabilité I 5101 négatif
- test alcool I 5101 négatif
- test chaleur I 510 I négatif
I I
5. Lait concentré sucré: I I I
- germes aérobies a 30°C I1512T1 10e4
- coliformes I1 5101 absence
- Staphylococcus aureus I1 510 I absence
- clostridium sulfito-réducteurs a 46°C I1 5101 absence
- levures et moisissures I 5101 absence
- Salmonella I 5101 absence
I I I
6. Lait déshydraté conditionné (1): 1 1 I
- germes aérobies a 30°C I5I2T15.10e4
- coliformes L5121 5
- Staphylococcus aureus I 5101 absence
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- clostridium sulfito-réducteurs a 46°C I 5101 absence
- levures et moisissures I'51 2 I50
- Salmonella I 5101 absence
- antibiotiques I111I0T1I absence
I I I
TABLEAU I (suite)

PRORUITS | T S A m
----------------------------------------------------- e o
7. Lait déshydraté destiné aux industries alimentai- I I I

res: I I I

- germes aérobies a 30°C L 1 I =1 2.10e5

- coliformes Lt d=X1

- clostridium sulfito-réducteurs a 46°C I 5 121 absence

- antibiotiques I 1 I0T1I absence
I I I

8. Yaourts ou youghourts: IS5 I2110

- coliformes LS T2 119

- coliformes fécaux 'S5 -I.21 10

- Straphylococcus aureus I 5 121 < 10e2

- levures I 5 I0I absence

- moisissures I 5 I0T1I absence

- Salmonella I T I
I Ir I

9. Laits acidifiés: I 49 | ik

- coliformes I 5 I2T713.10e4

- coliformes fécaux I 5 : 12130

- Staphylococcus aureus I 5 I2T13.10e2

- Salmonella I 5 I01I absence
1 | I I

10. Fromages frais: I I I

- coliformes I 5 12110

- coliformes fécaux E 5 X2 % 19

- Staphylococcus aureus I 5127110

- Salmonella I 5 IO0I absence

-Listeria monocytogenes I 5 IO0I absence
I I I

11. Fromages a pates molle: I I 1

- coliformes I 5 I2T110e2

- coliformes fécaux 'S5 12110

- Staphylococcus aureus I 5 I1110e2

- clostridium sulfito-réducteurs a 46°C I 5 12X3

- Salmonella I 5 I0T1I absence

-Listeria monocytogenes I 5 I0T1I absence
I 1 I

12. Fromages a pates dure et demi-dure: I | R ¢

- Staphylococcus aureus I S I11 10e2

- Salmonella I 5 I0T1I absence

-Listeria monocytogenes I 1 IO0T1I absence
I ¢ I

13. Glaces et crémes glacées: I r I

13.1. Glaces et crémes glacées de consommation: I ¥ %

- germes aérobies a 30°C I 5 121S5.10e4

- coliformes I 5 I21 10e2

- coliformes fécaux T 5 32T

- Staphylococcus aureus L 5 2 I %0

- Salmonella 110 I 0 I absence
I I I

13.2. Préparation pour glaces et crémes glacées: I L. X

- germes aérobies a 30°C I 5 121 2,5.10e4

- coliformes L2

- coliformes fécaux LI 5 E2L7

- Staphylococcus aureus L5 EZ L0

- Salmonella I110 I 0 I absence
I I I
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Résumé

Le fromage est un produit d’excellente valeur nutritionnelle consommé par
plusieurs populations dans le monde. Il en existe différents types en fonction de la
technologie adoptée et dont la qualité se trouve liée. Dans cette étude, des échantillons
de lait cru vache, chévre et brebis ont été collectés dans des fermes différentes. Les
laits ont étés préleves et transportés dans des conditions correctes. Chaque échantillon
a été divise en deux, apres prélevements pour les analyses physico — chimiques et
microbiologiques. Un échantillon a été conservé cru, 1’autre a subi une pasteurisation.
Chaque échantillon a été utilisé pour fabriquer du fromage frais. Les mémes analyses
ont été effectuées sur le fromage.

Les résultats ont montré que les paramétres mesurés sur les trois laits sont
variables mais conformes aux moyennes de composition de chaque espece. La
microbiologie du lait est indemne des germes pathogénes habituellement recherchés.

Les résultats obtenus révelent des taux élevés de la flore indicatrice d’hygiéne
dans le fromage frais. Quant a la flore pathogene, aucune Salmonelle, Staphylococcus
aureus, listeria et coliformes fécaux ne sont retrouvés dans les échantillons analysés.

Les procédés d’hygiéne et le diagramme de fabrication, I’équipement,
conditions de fabrication et de conservation, matiére premiére ont tous un impact sur
la qualité microbiologique de nos fromages.

Mots-clés : lait cru, fromage frais, fromage artisanal, microbiologie, physico-

chimiques, échantillon, fabrication.



Abstract

Cheese is a product of excellent nutritional value consumed by many
populations around the world. There are different types depending on the technology
adopted and whose quality is linked.

In this study, raw cow, goat and sheep milk samples were collected from
different farms. The milks were taken and transported in the correct conditions.

Each sample was divided in two after sampling for physico - chemical and
microbiological analyzes. One sample was kept raw, the other was pasteurized.

Each sample was used to make fresh cheese. The same analyzes were carried out on
the cheese.

The results showed, on the one hand, that the parameters measured on the
three milks are variable but conform to the compositional means of each species. The
microbiology of milk is free from the pathogens usually sought.

On the other hand, the results obtained reveal high levels of hygienic indicator
flora in fresh cheese. As for the pathogenic flora, no Salmonella, Staphylococcus
aureus, listeria and faecal coliforms were found in the samples analyzed.

The hygienic processes and the manufacturing diagram, the equipment, the
manufacturing and storage conditions, the raw material all have an impact on the
microbiological quality of our cheeses.

Keywords: raw milk, fresh cheese, artisan cheese, microbiology, physicochemicals,

samples, manufacturing.
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