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Résumé

L’objectif de la présente étude est de contrdler la qualité microbiologique et physico-chimique
du fromage fondu stérilisé « O’kids » fabriqué par le groupe industriel Goumidi « GIG » a
Blida. D’une part, nous avons vérifié la présence ou l'absence de certains germes indicateurs
des conditions d'hygiene (les germes totaux, les coliformes, les spores du Clostridium et
S.aureus) qui peuvent étre a l'origine de toxi-infections alimentaires, compte tenu des
reglements sanitaires; et d’autre part nous avons étudié les parameétres physico-chimiques
(I’extrait sec, mati¢re grasse, I’humidité..) des matiéres premieres ( poudre de lait, cheddar ,
beurre); outre que ceux de I’eau (TA, TAC, TH, CI, Cly, conductivité et pH). Tous les

parametres étudiés ont été conformes aux normes.

De surcroit, les résultats des analyses microbiologiques du produit fini ont révélé une absence
totale des germes recherchés ; les résultats des analyses physico-chimiques révelent un pH du
5,67; un taux d’extrait sec de 39,52% et 16% de matiere grasse, ce qui donne au fromage une
texture tartinable avec une douce saveur. D’aprés ces résultats, qui s’aveérent conformes aux

normes du JORA n° 35, on conclut que le fromage fondu « O’kids » est de trés bonne qualité.

Mots clés : fromage fondu, matiéres premiéres, qualité microbiologique, qualité physico-

chimique.




Abstract

In the present study we set a goal of controlling the microbiological and the physicochemical
quality of sterilized processed cheese "O’kids™ manufactured by the industrial group Goumidi
"GIG" in Blida. First, we have verified the presence or the absence of some germs hygiene
indicator's (total bacteria, coliform bacteria, Clostridium’s spores and S.aureus) which may be
the cause of food-borne infections, given health regulations; secondly, we have studied the
physicochemical parameters (dry extract, fat, moisture ..) of raw materials (milk powder,
cheddar, butter); farther than those of water (TA, TAC, TH, CI, CI2, conductivity and pH),
and

In addition, the results of the microbiological analyzes of the finished product revealed a total
absence of germs sought; the result of the physicochemical analyzes reveal a pH in order to
5.67, a dry extract in order to 39.52% and 16% of fat, which gives the cheese a spreadable
texture with a sweet flavor. Based on these results, which prove comply with the standards of
JORA n° 35, it is concluded that melted cheese "O’kids" is very good.

Keywords: processed cheese, raw materials, microbiological quality, physicochemical
quality.
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INTRODUCTION




Introduction

Le fromage a de tout temps été une valeur sdre de lI'alimentation humaine. C'est le résultat d'une
transformation trés ancienne du lait, en ce sens que des écrits témoignent de sa fabrication
quelque trois mille ans avant notre ére. Il a été 1'un des premiers moyens de conservation du lait,
matiere premiere rapidement périssable. Cependant, plusieurs procédes ont été développés afin
de prolonger la durée de vie du fromage. C’est ainsi que le fromage fondu est une préparation
beaucoup plus récente, qui permet une stabilisation plus poussée des protéines laitieres, tout en
conservant plus ou moins au produit fini l'aspect d'un fromage. C'est encore aujourd’hui un type
de fromage parfaitement adapté aux habitudes de consommation, c'est un aliment énergétique
riche en protéines et en minéraux ; il est digeste, d'une grande sécurité microbiologique et de
surcroit, il se conserve a température ambiante tout en offrant une grande pratique pour son

utilisation (Boutonnier, 2000).

Les fromages fondus sont des aliments complexes habituellement obtenus en mélangeant une ou
plusieurs variétés de fromages avec des agents émulsifiants (les sels de fonte), de nombreux
ingrédients optionnels incluant des ingrédients laitiers et de I'eau. Le produit final caractérisé par
une teneur en eau, un pH légérement acide et une activité de I'eau (aw) élevés et conditionné dans
des emballages fermés hermétiquement, présente des risques d'activité microbienne et

spécialement celle des Clostridium et d'autres microorganismes anaérobies.

Selon les estimations, 1’Algérie est le premier consommateur laitier du Maghreb : 1,7 milliards
de litres en 2004, avec un taux de croissance de 8% et une consommation moyenne de I’ordre de
100 a 110 litres/habitant/an (Benelkadi, 2005). Cette consommation augmente régulierement et a
atteint les 115 litres/habitant/an en 2010. Cette forte consommation augmente les risques de toxi-

infections liées aux activités microbiennes spécifiques.

A D’effet d’apporter notre modeste contribution au controle de la qualité de ces produits, nous
avons effectué un stage durant trois mois au niveau de la laiterie fromagere "GIG" (Groupe
Industriel GOUMIDI) qui se situe dans la zone industrielle d’Ouled-Yaich, wilaya de Blida.
Nous avons procédé, durant cette phase, a une étude qui porte sur la qualité microbiologique et
physico-chimique du fromage fondu UHT (Ultra-High Temperature) « O’kids », en effectuant un
controle de qualité tout au long de la chaine de fabrication, qui s’étend de ’acquisition des
matieres premicres (poudre de lait, cheddar, beurre...) jusqu’au produit fini (fromage en
portion), ainsi que la qualité¢ hygiénique de 1I’environnement par un contréle complémentaire du

personnel, des surfaces et de 1’air ambiant.
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Chapitre | : Généralités sur les fromages Synthése bibliographique

I.1. Définition du fromage

Le fromage selon la norme codex est le produit affiné ou non affiné de consistance molle ou semi
dure, dure ou extra dure, qui peut étre enrobé et dans lequel le rapport protéine de lactosérum
(caséine) ne dépasse pas celui du lait. On obtient le fromage par coagulation compléte ou
partielle du lait grace a I’action du présure ou d’autres agents coagulants appropriées et par
égouttage partielle de lactosérum résultant de cette coagulation; on peut aussi faire appelle a des
techniques de fabrication entrainant la coagulation du lait de maniére a obtenir un produit fini
ayant des caractéristiques physiques, chimiques et sensorielles similaires a celle de la définition
précédente (Gelais et al., 2002).

1.2. Méthode générale de fabrication des fromages (cf. Annexe I)

La transformation du lait en fromage se fait, généralement, en quatre étapes principales : la
coagulation, I'égouttage, le salage et l'affinage. Selon le lait initial et les paramétres
technologiques mis en ceuvre au niveau de ces étapes, une grande variété de fromages peut étre

obtenue (Agioux, 2003).

1.2.1. Préparation du lait
La premiére phase essentielle de fabrication des fromages dépend du produit a obtenir et des
variétés désirées. La préparation du lait passe par de multiples actions qui s’enchainent d’une
maniere continue (Roux, 1994) :
= Réglage de la matiére grasse.
= Standardisation en matieres protéiques.

= Assainissement microbienne.

1.2.2. Coagulation
La coagulation du lait constitue une forme ancestrale de conservation des protéines, de la matiere
grasse ainsi que d’une partie du calcium et du phosphore, dont les qualités nutritionnelles et
organoleptiques sont appréciées par 1’homme dans presque toutes les régions du globe (Abi
Azar, 2007). En industrie fromagere, le procédé choisie pour la coagulation a un large effet sur
la texture du produit fini (Herbert et al., 1999).
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1.2.3. Egouttage
L'égouttage se traduit macroscopiquement par une élimination du lactosérum qui s'accompagne
d'une rétraction et d'un durcissement du gel. 1l ne s'agit pas d'une simple déshydratation. Il
résulte, a la fois, d'un processus actif, appelé synérése : un mécanisme complexe résultant d'un
pouvoir de contraction de la trame protéique ; et de I’aptitude du gel a évacuer le lactosérum
occlus, selon sa porosité et sa permeéabilité, la plus grande partie des éléments solubles du lait
(lactose, sels minéraux) et quelques fractions insolubles mineures (protéines solubles) sont

expulsées du gel avec I'eau (Gelais et al., 2002).

1.2.4. Salage
Le salage représente une étape importante, non seulement pour la formation de la crodte et le
gol(t salé des fromages affinés, mais aussi parce qu'il conditionne la phase d'affinage en
intervenant sur l'activité de I'eau des fromages qui régit les développements microbiens et
enzymatiques, principaux agents de I'affinage (Riahi, 2006). Il est réalisé, essentiellement avec
du chlorure de sodium, selon deux méthodes (Mahaut et al., 2000) :
= salage a sec par saupoudrage superficiel, frottage ou incorporation dans la masse du
caillé,

= salage en saumure par immersion dans une solution de chlorure de sodium saturée.

1.2.5. Affinage
L’affinage résulte de 1’action des enzymes provenant du développement des quatre groupes des
microorganismes suivants (Amiot et al., 2002 ) :
= les moisissures de genre Penicillium (crodte fleurie et pate persillée),
= les bactéries aérobies de genre Brevibacterium associées a des levures ou a des
moisissures (crodte lavée),
= les bactéries productrices de gaz du genre Propionibacterium (affinage dans la masse
avec ouvertures),
= les bactéries lactiques.
Sa durée peut aller de quelque jours pour les fromages affinés a pate molle jusqu’a quelques
années pour les autres fromages tels que le «Wheel of Parmigiano-Reggiano» (Katz et
Weaver,2003).

Les enzymes responsables de la transformation ont trois origines : celles présentes naturellement
dans le lait, les agents coagulants ajoutés et celles des différents micro-organismes bactériens,

levures et moisissures (Goudédranche et al., 1999).
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1.3. Flore microbienne du fromage

1.3.1. Les micro-organismes utiles

Dans le domaine de 1’industrie fromageére, de multiples microorganismes utiles sont impliqués:

1.3.1.1. La flore bactérienne

les bactéries lactiques : Ce sont des bactéries Gram™* (coques ou bacilles) produisant
de I’acide lactique par fermentation des glucides simples ou oses (fermentation
lactique), tolérant des pH acides, de niches écologiques anaerobies ou anaérobies
facultatives et se montrant catalase négative. On distingue principalement : les
lactocoques, les leuconostocs, les pédiocoques, les streptocoques thermophiles, les
lactobacilles mésophiles et thermophiles et les entérocoques. Elles ont pour réle
essentiel d’acidifier le lait et le caillé, de participer a la formation du gofit (protéolyse,
production d’ardmes), de la texture et de I"ouverture des produits laitiers (fromage,
beurre, yaourt, lait fermenté). Ces bactéries sont maintenant largement utilisées sous
formes de levains sélectionnés (Hermier et al., 1992).

les bactéries propioniques : Ce sont des bactéries Gram*, fermentant les lactates pour
donner de D’acide acétique et propionique, ainsi que du CO2 (fermentation
propionique). Elles participent a la formation du gotit et de ’ouverture des fromages a
pate pressée cuite (Emmental, Comté, Gruyere) (Hermier et al., 1992).

Les microcoques, les staphylocoques non pathogénes (Staphylococcus equorum,
S.xylosus, S. lentus), les bactéries corynéformes (Brevibacterium, Arthrobacter, etc.).
Ce sont des bactéries Gram®, constituants de la flore de surface des fromages affinés.
Elles jouent un role essentiel dans la formation du go(t des fromages, notamment des
fromages a crotte lavée, fleurie ou crotite mixte (Munster, Camembert, Pont I’Evéque,

etc....) (Hermier et al., 1992).

1.3.1.2. La flore fongique

Les levures (Kluyveromyces, Geotrichum candidum, Debaryomyces, Candida,
Yarrowia) :

Les levures se retrouvent de maniére plus importante (en moyenne 100 fois plus) a la
surface des fromages (a pate molle notamment) qu’a I’intérieur. Elles interviennent
dans la désacidification de la pate en début d’affinage, permettant ainsi 1I’implantation
ultérieure d’une flore acido-sensible comme les bactéries corynéformes, et

interviennent également dans la formation du godt (Hermier et al., 1992).
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= Les moisissures : genre Penicillium et Mucor
e P. camemberti est present a la surface des fromages a pate molle a cro(te
fleurie comme le Camembert ou les fromages de chévre.
e P. roqueforti est la moisissure interne des bleus comme le Bleu d’auvergne
(lait de vache) ou le Roquefort (lait de brebis).
e Mucor est la moisissure dominante a la surface de la Tomme de Savoie et est

présente également a la surface du Saint Nectaire fermier.

Par leurs aptitudes biochimiques, les moisissures jouent un role déterminant dans la

formation des caractéristiques sensorielles des fromages (Hermier et al., 1992).

1.3.2. Les micro-organismes responsables d’altération
Du fait méme de leur composition et des conditions de production, le lait et les produits laitiers
peuvent étre contaminés par des microorganismes qui, en se multipliant dans le milieu,
provoquent des transformations nuisibles a la qualité des produits par dégradation de leurs
constituants (protéines, lipides, lactose) et/ou libération en leur sein de composés indésirables.
Ces dégradations peuvent étre dues a des bactéries, levures et moisissures et se traduisent par des

défauts de gott, d’odeur, d’aspect et de texture (Hermier et al., 1992).

1.3.2.1. La flore bactérienne

= Les coliformes peuvent étre responsables de gonflements précoces dans les fromages,
conduisant notamment en pate molle, a des accidents spectaculaires (fromage a aspect
spongieux). Ce gonflement est dii principalement a la formation d’hydrogene tres peu
soluble dans le fromage. Lors de leur développement dans le lait et les produits
laitiers, les bactéries psychrotrophes (genre Pseudomonas principalement, mais
également Bacillus) peuvent produire des lipases et protéases extracellulaires,
généralement thermostables. Ces enzymes peuvent provoquer des défauts de goGt dans
les fromages (godt de rance, amertume) ou é&tre responsables (protéases) de la
déstabilisation des laits UHT (Hermier et al., 1992).

» Les bactéries butyriques (Clostridium tyrobutyricum) peuvent se développer dans
les fromages (a pate pressée cuite et non cuite) et donner des défauts de godt et
d’ouverture « gonflement tardif » par fermentation butyrique (production d’acide

butyrique et d’hydrogene) (Hermier et al., 1992).
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1.3.2.2. Levures et moisissures

= Elles se manifestent dans le fromage mais trés peu dans le lait. Ainsi, Mucor est
responsable de ’accident dit « poil de chat » principalement en fromage a pate molle,
se caractérisant par un défaut d’aspect des fromages, et par 1’apparition de mauvais
godt. De méme, Geotrichum candidum peut devenir un agent d’altération (défaut de
texture et de golt) en technologie pate molle s’il est amené a trop se développer

(accident de la « graisse » ou de la « peau de crapaud ») (Hermier et al., 1992).

Il est a noter, toutefois, que le regroupement des microorganismes en flore utile ou flore
d’altération est a nuancer en fonction des technologies considérées. Par exemple, le Mucor est
utile en Tomme de Savoie, mais nuisible en Camembert (accident du « poil de chat ») (Hermier
etal., 1992)

1.3.3 Les micro-organismes potentiellement pathogenes

La contamination du lait et des produits laitiers peut étre aussi 1’ceuvre de germes dangereux
pour la santé du consommateur. C’est ainsi que le Staphylococcus aureus peut produire des
entérotoxines dont I’ingestion provoque des vomissements, souvent accompagnés de diarrhée.
Salmonella peut provoquer les mémes symptomes, caractéristiques d’une toxi-infection
alimentaire, ainsi qu’Escherichia coli. Listeria monocytogenes peut provoquer la listériose qui
atteint préférentiellement la femme enceinte (avortement), le nouveau-né et 1’adulte
immunodéprimé (septicémies, méningites) (Hermier et al., 1992).

Outre ces quatre bactéries pathogénes classiquement recherchées en contrdle qualité, le lait et les
produits laitiers sont susceptibles de contenir d’autres micro-organismes potentiellement
pathogenes tels que Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus ou
Aspergillus (production de mycotoxines). (Hermier et al., 1992)

I.4. Classification des fromages

1.4.1. La notion de fromage a appellation contrélée (AOC)
L'Appellation d'Origine Contrdlée (AOC) indique que la désignation fromagére est conforme a la
réglementation, notamment le type et la race de I'animal dont provient le lait, I'emplacement de
production de lait et le fromage, les techniques de production (y compris la pasteurisation), la
composition finale du fromage (sa teneur en matiéres grasses et la teneur en eau, par exemple),
ainsi que les attributs physiques et sensoriels des fromages, dont la forme, la taille et, bien sdr, la
saveur (Katz et Weaver, 2003).
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1.4.2. Principales classifications des fromages
Il existe plusieurs fromages mais il n’existe pas une méthode unique et standard pour leur
groupage (Katz et Weaver, 2003). Parmi ces classifications nous avons choisi trois
classifications, la premiére étant la plus répandue et la plus ancienne, c’est la classification du
Kelling (1947), la deuxiéme est la classification du codex alimentaire (1978), la troisieme est la

plus récente c’est la classification de Steven Jenkins (1996).

1.4.2.1. La classification de KELLING (cf. Annexe I1)
Kelling cité par Vessyre (1979) a établi en 1947 une premiére classification des fromages, basée

sur des criteres d’ordre technologiques. 1l a fait ressortir trois groupes de fromage :

= Fromages frais : caractérisés par une fermentation lactique suivie d’un léger égouttage,
mais sans maturation ultérieure. Ce sont les fromages blancs, fromage frais mis en forme

(petit suisse et demi dur)

= Fromages affinés : constituent le groupe le plus important auquel appartiennent les

variétés a appellation d’origine. Ils comprennent les catégories suivantes :

e Fromages a pates molles: a égouttage naturel ou a égouttage accéléré par
découpage et brassage du caillé. On distingue dans cette catégorie :
- Ceux a moisissure externe : carré de 1’est
- Ceux a moisissures interne : les bleus, roquefort

- Ceux a croute lavée : Livarot.

e Fromages a pate dure :
- Pressés et cuits : Gruyere, Emmental, Comté

- Pressés non cuits : Saint Paulin, Cheddar

= Fromages fondus : obtenus par fusion des fromages avec I’ajout de créme fraiche, de

beurre, de la poudre du lait et d’émulsifiants.

1.4.2.2.Classification du codex alimentarius
Elle est en fonction de la consistance, de la teneur en matiére grasse, et des principales
caractéristiques de 1’affinage. La classification d’un fromage, selon les normes du codex
alimentaire est obtenue apres application des trois formules suivantes (Codex alimentarius,
1978) :
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= Formule 1:
Calcul de la Teneur en Eau en pourcentage dans le Fromage Dégraissé « TEFD ». Ce
pourcentage correspond au premier élément de la dénomination.
Poids du l'eaudu fromage

TEFD = x 100
Poids total du fromage — matiére grasse

Tableau I: Dénomination de la pate des fromages selon le TEFD.
TEFD TEFD <41 49<TEFD <56 | 53<TEFD <63 | 61<TEFD <69 | TEFD »67

Pate Extra dur Dure Demi-dure Demi molle Molle

* Formule 2:
Calcul du pourcentage de la Maticre Grasse dans I’Extrait Sec « MGES » Ce pourcentage
correspond au second élément de la dénomination.

Teneur en matiére grasse du fromage
MGES = — x 100
Poids total du fromage — eau du fromage

Tableau I1: Dénomination des fromages d’aprés la MGES.
MGES MGES)» 60 | 60< MGES<45 | 45< MGES <25 | 25< MGES< 10

Fromage | Extragras Tout gras Mi gras Quart gras

= Formule 3:

Tableau I11: Dénomination des fromages d’aprés la principale caractéristique d’affinage.
Fromage Affiné Affiné aux moisissures Frais non affiné
Principalement o
Principalement en surface I
A en surface
Caractéristiques _
Principalement o
Principalement dans la masse I

dans la masse

1.4.2.3.La classification de Steven Jenkins (1996)
Steven Jenkins décrit huit familles de fromage (y compris les fromages fondus), cette
classification est basée sur les caractéristiques généraux du fromage (apparence, mode de
production...) (Katz et Weaver, 2003) :

10
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= Fromage frais
Aprés la formation du caillé a partir du lait (et aussi, parfois, le petit-lait), le fromage est
habituellement emballé. Les fromages sont consommeés frais, non affinés, et n‘'ont pas de cro(te.

La Mozzarella fraiche est incluse dans cette catégorie car il ne forme pas une crodte.

= Fromages a crolte fleurée.
Appelée simplement "fromages molle affinés, cette catégorie comprend les fromages comme le
francais Camembert et Brie, qui sont recouverts de velours moisissures blanches qui affine le

fromage d’apres 1’extérieur.

= Fromage a crodte lavée.
Ces fromages oranges, collants, sont frottés avec de l'eau, de la saumure, de l'alcool ou de
solution pour activer la croissance des bactéries et des moisissures sur leurs croltes. A titre
d’exemple le fromage frangais "Livarot" surnommé " Le Colonel " qui est entouré de raphia

bandes et d'alsace munster.

»= Fromage a croQte naturelle.
La formation de la crofite est naturelle, en ce sens qu’elle est due a leur contact avec ’air. Les

fromages de chevre a moisissures externes et Stilton britannique sont de bons exemples.

= Fromage bleu veiné
Afin de permettre la croissance de leurs intérieurs bleuétres ou verdatres, ces fromages ne sont
jamais pressés. lls sont généralement injectés avec la souche de la moisissure, puis percé pour
exposer les entrailles a l'air. lls sont enveloppés dans du papier aluminium, comme l'italien

Gorgonzola ou vendu sous forme de rondes naturelles comme le Stilton britannique

* Fromage non cuit, a pate pressée.
Il s'agit d'une catégorie définie par type de traitement. Ces fromages sont pressés pour retirer le
lactosérum, mais ne sont pas cuits, tels que les fromages Emmental suisse (parfois I'emmental) et

le Gruyere.

* Fromage cuit et pressé

Il s’agit de fromages tels que I’Emmental suisse et le Gruyere cuit.

11
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= Fromage fondu
Ce fromage est créé par le mélange et le chauffage d'un mélange de fromages naturels et des
émulsifiants. Les éléments nutritifs contenus dans ce fromage restent trés proches de celui du
fromage naturel, bien que la teneur en sodium soit plus élevée. Toutes ces caractéristiques les

rendent populaires.
I.5. Composition, intérét nutritionnel et thérapeutique des fromages

1.5.1. Composition et intérét nutritionnel
Le fromage a une longue tradition dans l'alimentation humaine. Autrefois, il s'agissait
principalement d'une forme concentrée de lait qui avait l'avantage d'avoir une durée de
conservation prolongée. Des recherches récentes en nutrition ont mis en évidence la contribution
du fromage dans l'alimentation et la santé (Walther et al., 2008). Le tableau 1V présente la

composition nutritionnelle de quelques fromages.

1.5.1.1 La matiére grasse

Les lipides sont 1I’'un des composants principaux du fromage, ils présentent 20 a 35% de 1’extrait
sec total avec une teneur d’environ 60g/kg d’acides gras mono-insaturés, et 46g/kg d’acides gras
polyinsaturés (la composition varie selon la saison). La matiére grasse contribue a la flaveur du
fromage frais et affiné (Walther et al., 2008), cependant, la plupart des acides gras se présentent
sous forme de triglycérides, mais parfois plus de 5g/kg en fromage peut étre présenté sous forme
d’acides gras libres, qui sont issus de I’hydrolyse des lipides du lait par les lipases d’origine
microbienne, et a moindre mesure par la présure ajoutée pendant la fabrication. Leur présence est
essentielle pour la flaveur de plusieurs fromages qui sont ainsi absorbés rapidement lors de la
digestion (Renner, 1993).

1.5.1.2. Les protéines
Les constituants protéiques de I’alimentation doivent couvrir les besoins en acides aminés
essentiels a la nutrition, et les protéines animales sont plus indiquées que les protéines d’origine
végétale (Scott et al., 1998 ). Les besoins protéiques pour 1’adulte sont approximativement de
1g/kg du poids corporel ; le fromage étant une source convenable de protéines; puisque

normalement il apporte tous les acides aminés essentiels (cf. Tableau V) (Renner, 1993).

12



Chapitre | : Généralités sur les fromages Synthése bibliographique

Il est évident que la valeur biologique des protéines du fromage est lIégérement faible a celle des
protéines du lait entier, en ce sens que cette derni¢re n’est nullement affectée par les opérations
normales de fabrication. En revanche, dans certains fromages frais ou le lait est concentré par
ultrafiltration (standardisation), toutes les protéines du lactosérum sont retenues et par
conséquent la valeur nutritionnelle du produit augmente (Walther et al., 2008). Parmi les
avantages recensés des composants issus de la protéolyse, nous pouvons cité la diminution de la
pression artérielle (Walther et al., 2008), ainsi que les effets antimicrobien, anti-carcinogéne,

anti-carie dentaire, anti-inflammatoire, et abaissement de la cholestérolémie (Sipola, 2002).

1.5.1.3. Le lactose
Bien que le lait contient du lactose, les fromages et surtout les affinés ne contiennent pas une
quantité appréciable de ce dernier (Scott et al., 1998), du fait qu’il est perdu en lactosérum
pendant la fabrication ou converti en acide lactique, lactate, et ultérieurement en diacétyle ,
acétaldéhyde, acide acétique, éthanol et CO2 pendant le procédé d’affinage (Walther et al.,
2008). Ces fromages peuvent étre consommés sans risques pour les gens qui souffrent de
I’intolérance au lactose, puisque la teneur en acide lactique varié de 0,2% (camembert) a 1,3

(cheddar) (Scott et al., 1998).

1.5.1.4. Minéraux et vitamines
Comme il a été représenté dans le tableau IV, le fromage contient des quantités appréciables de
minéraux, ou le fer, le calcium et le phosphore sont les plus abondants, en effet 100 g de fromage
dur peut approvisionner les besoins journaliers d’un adulte moyen par 50% des besoins en
phosphore (Tsuchita et al., 2001). Cependant, plusieurs traces d’éléments tels que le zinc,

I’iode, le sélénium et le cuivre ont été trouvés dans le fromage.

La teneur en vitamines liposolubles de fromage dépend de sa richesse en matiere grasse. Pour les
fromages gras, environ 80% de vitamine "A" passe du lait au fromage. La teneur en vitamine "B"
est aussi importante et sa concentration dépend de plusieurs facteurs tels que le type d’inoculum,

la durée de la période d’affinage et la quantité synthétisée par la flore bactérienne (Dillon, 1997).
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Tableau IV: Valeurs typiques de la composition des principaux groupes des fromages (par 100 g
du fromage) (Scott et al., 1998)

Fromage Parmesan | Cheddar | Edam | Feta | Fromage fondu
Composants
Eau(g) 18.4 36 43.8 58 42.31
Protéines(g) 39.4 25.2 6.0 20 24.73
Lipides(Q) 32.7 344 25.4 21 25.01
Cholestérol (ng) 100 100 80 70 85
Energie(Kcal) 452 412 33 250 334
Vitamine A/Beta-Caroténe 345 325 175 - 198
Vitamine D/Cholécalciférol 0.25 0.26 0.19 0.5 0.5
Vitamine E/Tocophérol 700 530 480 370 340
Vitamine B1/Thiamine 30 30 30 40 14
gﬂ Vitamine B2/Riboflavine 440 400 350 210 276
g Vitamine B3/Niacine 120 70 70 200 38
E Vitamine B6/Pyridoxine 130 100 90 70 36
= Vitamine B12/Cobalamine 1.9 1.1 2.1 1.1 1.23
Vitamine B9/Folate 12 33 40 23 6
Vitamine B5/Pantothénate 430 360 380 360 260
Biotine (Vitamine B8) 3.3 3.0 1.8 2.4 -
Sodium 1090 670 1020 | 1440 1370
Potassium 110 77 97 95 216
Calcium 1200 720 770 360 772
S | Magnésium 45 25 39 20 29
‘E’ Phosphore 810 490 530 280 762
§ Fer 1.1 0.3 0.4 0.2 0.61
< | Cuivre 0.3 003 | 004 | 007 0.027
zinc 53 2.3 2.2 0.9 3.61
Sulfure 250 230 - - -
Chlorides 1820 1030 1570 | 2350 -
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Tableau V: Acides aminés essentiels en protéines du lait et en caséines (%) (Scott et al., 1998)

Lait Caséines
Arginine 3.7 3.9
Histidine 2.2 3.0
Thréonine 4.6 4.5
Valine 7.1 7.4
Leucine 12.1 10.0
Isoleucine 6.7 6.4
Lysine 7.4 8.1
Méthionine 2.8 3.3
phénylalanine 55 54
Tryptophane 24 9.6

1.5.2. Intéréts thérapeutiques

1.5.2.1. La défense contre la carie dentaire
Il existe de nombreuses études qui suggerent que les fromages peuvent protéger I’homme contre
la carie dentaire pour des raisons diverses, parmi lesquelles sa richesse en calcium et en

phosphore qui affecte la déposition et I’extraction des minéraux des dents (Walther et al., 2008).

1.5.2.2. L’effet anti carcinogéne
Plusieurs investigations ont démontré I’effet antimutagéne des produits laitiers fermentés
contenant des bactéries lactiques (Goldin et al., 1980). Les métabolites produits par les bactéries
lactiques tels que I’acide butyrique (parfois appelé le butyrate) possédent une activité anti-
tumeur (Soomro, 2002). Le mécanisme intervenant est largement inconnu, mais dans le cas du
cancer du colon, il a été suggéré que les acides biliaires peuvent étre un facteur important,
I’action de la microflore est de décomposer ces acides avant qu’ils n’aient un effet négatif lors de

la neutralisation de leurs phosphates (Scott et al., 1998).

1.5.2.3. Effet sur la pression artérielle
Deux tri-peptides bioactifs synthétisés par Lactobacillus helveticus : les VPP (Valyl-Prolyl-
Proline) et IPP (Isoleucyl-Prolyl-Proline), détectés dans le lait fermenté, abaissent la pression
artérielle. Ces peptides ont également été détectés en quantités significatives dans divers types de
fromage (Walther et al., 2008).
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I1.1. Historique et origine des fromages fondus

A la fin du XIX siecle, des progrés considérables réalisés en technologie laitiére ont largement
contribué a I'expansion de la fromagerie en Europe, aux Etats Unis et en Australie. A cette méme
époque, la solution au probleme de conservation des fromages affinés était partiellement trouvée:
un procedé de pasteurisation du fromage a pate molle, le Camembert, a été développé par trois

firmes allemandes, aprés mise en boite.

En 1899, le Hollandais J.Hendrickzoon Eyssen traita thermiquement le fromage de Hollande.
Mais ces techniques se sont averées inutilisables pour les fromages a pate pressée cuite, tel que

I'Emmental, au désespoir des exportateurs suisses.

En 1911 la Société GERBER a Thun (Suisse) réussit la premiére fabrication du fromage fondu.
Elle a utilisé du citrate de sodium comme sel de fonte, qu'elle produit elle-méme, en mélangeant
de l'acide citrique avec du carbonate de sodium ou du bicarbonate. L'acide citrique ainsi que
I'alcali étaient et sont encore aujourd'hui partiellement mis en solution, puis portés a ébullition,
afin de permettre a I'acide carbonique de s'‘échapper. Ce procédé n'est plus utilisé aujourd'hui
dans les pays fabriquant du fromage fondu a base d'Emmental (Berger, 1988).

11.2. Définition du fromage fondu

Les fromages fondus sont des produits obtenus par la fonte d'un fromage ou d'un mélange de
fromages, et d'autres produits laitiers, comme le lait en poudre, creme, beurre, et lactosérum y
sont, éventuellement, additionnés. L'addition d'eau a pour objectif I'ajustement de I'extrait sec
ainsi que l'obtention d'une dispersion homogene des matiéres premiéres a froid et d'une émulsion
a chaud. Le fromage fondu est un systeme complexe composé de protéines, matiere grasse, sels
minéraux et d'autres ingrédients. Ses propriétés sont affectées par des variables comme la
composition et la nature de la matiére premiére, le type et la quantité des agents émulsifiants, le

procédé de fabrication et d'autres facteurs supplémentaires (Carie et al., 1985).

11.3. Différents types de fromage fondu

En effet, il existe une grande variété de fromages fondus : les pates dures, les fromages a tartiner,
les fromages aux herbes, aux arémes, aux condiments, aux noix, au jambon, fromage fumé, etc.
Dailleurs, d'apres Berger (1988), on ne doit retenir que cing variétés qui se distinguent

fondamentalement par leurs types de structure :
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= Fromage fondu du type "bloc”

Fromage fondu en tranche :
e avec un haut pouvoir de refonte

e tranche traditionnelle

Fromage fondu a la coupe

Fromage fondu a tartiner
e avec crémage : triangle ...

e sans crémage : verre, tube, barquette ...

Fromage fondu stable a la chaleur.

Le fromage fondu en bloc doit avoir une concentration en matiére séche d'au moins 50% et le
taux de matiére grasse sur sec d’au moins 40%. Par ailleurs, la matiére séche pour le fromage a
tartiner doit étre comprise entre 44% et 50%, celui de la matiére grasse rapportée a la matiére
seche d'au moins 40%. Toutefois, la législation francaise permet la fabrication de fromages
fondus pour tartine contenant de 20% a 30% de matiere grasse sur sec et 31% de matiére seche
(Cogitore, 1981).

La matiere grasse végétale peut, également, étre substituée a la matiere grasse butyrique
(Meyer,1973). Aux Etats Unis, ce type de produit est plus utilisé pour l'alimentation scolaire a

cause de son bas prix.

Dantas et ses collaborateurs ont utilisé une matiére grasse végétale hydrogénée dans la
fabrication du fromage "Requeijao tradicional”, en substitution partiel a la matiére grasse laitiere.
D'aprés ces auteurs, la substitution de la matiére grasse laitiere en taux inférieur a 40% pour la
matiére grasse végétale ne provoque pas de changement de couleur, de goQt ni de flaveur, percue

en analyse sensorielle (Dantas et al., 1992).
11.4. Procédeé de fabrication du fromage fondu

11.4.1 Le processus de fonte
Sur le plan physicochimique, la fabrication du fromage fondu comporte trois phases
fondamentales : la phase de dispersion, la phase de structuration et la phase de crémage ou
cuisson (Scharpf, 1971).
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11.4.1.1. Phase de dispersion
C'est la phase qui correspondant a I'homogénéisation de I'ensemble (fromage, eau, sel de fonte) a
température ambiante sous 1'effet de I'agitation mécanique (Scharpf, 1971).

11.4.1.2. Phase de structuration
Cette phase correspond a l'organisation moléculaire des différents composants sous l'action
conjuguée de la température (65°-70°C), de l'agitation mécanique et du réemploi; ce dernier
concerne le fromage fondu issu d'une fabrication antérieure, dont la présence permet d'obtenir la

gélification de la pate fondue (Scharpf, 1971).

11.4.1.2.1. Les sels de fonte

L'une des maniéres les plus efficaces de maitriser les propriétés du fromage fondu est d'utiliser
des sels émulsifiants. Ces derniers sont des agents chélatants du calcium qui possédent, en plus
du pouvoir peptisant, un pouvoir émulsifiant de la matiere grasse et favorisent la rétention de
I'eau ; de ce fait ils affectent les propriétés chimiques, physiques et microbiologiques du fromage
fondu. Les poly-phosphates et les citrates forment la base des formules actuellement utilisées,
sous forme de mélanges, dans des proportions qui dépendent de la nature des matieres premieres
a fondre ainsi que des types de fromage (tartine, bloc) a fabriquer. L'ortho-phosphate de sodium
est employé surtout sous la forme tri-substitué, en mélange avec d'autres émulsifiants, pour
élever le pH. Par ailleurs, les poly-phosphates ont une forte réaction de crémage tandis que le
citrate et I'ortho-phosphate n'ont aucun effet (Scharpf, 1971).

11.4.1.2.1.1. Interaction avec le calcium
Tous les sels ont une certaine tendance a se lier au calcium y compris le calcium contenu dans
les fragments de protéine. Le calcium lie aux fragments de caséine diminue leur solubilité dans

I'eau, lequel & son tour, réduit leur pouvoir émulsifiant (Shimp, 1985).

Dans la fabrication du fromage fondu, les sels émulsifiants de sodium sont utilisés pour ajuster le
pH, pour faire la chélation du calcium et enlever les ions calcium des constituants de la protéine.
Comme conséquence, ils dispersent, hydratent et solubilisent les constituants de la protéine, qui a
son tour, augmentent I'émulsification et la stabilité de la matiére grasse. Une structure adéquate

est, ainsi, obtenue apres refroidissement (Carie et al., 1985).
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11.4.1.2.1.2. Les protéines emulsifiantes
Les protéines émulsifiantes et structurales du fromage sont des caséines ou des fragments de
caséines. Pour la plupart des fractions de caséines, I’une des régions terminales contient des
groupes de phosphates de calcium et porte essentiellement toute la charge de la protéine, et est
soluble I’eau; tandis que l'autre région est de nature organique, non polaire et est soluble dans la
matiere grasse; c'est ce phénoméne qui donne a ces protéines leur propriété émulsifiante
(Ellinger, 1972).

D'aprés Shimp (1985), les protéines émulsifiantes peuvent étre modifiées par plusieurs facteurs :
= Laquantité de calcium dans la région terminale du phosphate de calcium.
= Le pH du fromage
= L'age du fromage

= Latempérature a laquelle le fromage est sujet au cours du procédé.

Le calcium affecte la solubilité : plus le calcium est présent, moins soluble est la région terminale
de la protéine compatible avec I'eau, et moins elle a de pouvoir émulsifiant. Le pH du fromage
affecte la configuration de la protéine: c’est ainsi qu’a certains pH, les protéines tendent a se
rétracter dans les sphéres en minimisant leur interaction. Le vieillissement du fromage tend a
fragmenter la protéine comme le fait une enzyme, ceci peut aider I'émulsification ou non. Tandis
que le chauffage tend a dénaturer les protéines et a diminuer leurs propriétés émulsifiantes, le
taux de chauffage nécessaire est largement dicté par le besoin de pasteurisation du fromage, et le

degré de 1'action du temps est déterminé par la flaveur désirée (Shimp, 1985).

11.4.1.3. Phase de crémage ou cuisson
La rupture des ponts inter et intra-chaines, résultant de la capture du calcium, a pour
conséquence la peptisation de la para-caséine. Le crémage est, apres la peptisation, I'épisode de
la fonte qui détermine la qualité future du fromage fondu. Ce terme (crémage) employeé
couramment en pratique signifie plus précisément « gonflement et hydratation » (Lee, 1981).
La notion de gonflement peut s'appliquer a 1'augmentation de viscosité pendant la fonte, a la
fixation d'eau, ou a la transformation de la pate d'un jeune fromage en une pate crémeuse plus

courte (Paquet, 1988).
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Il nécessite des températures qui varient entre 70° et 90°C, du fait que cette étape est considérée
comme l'opération clef au cours de laquelle le fromage acquiert sa consistance, de plus, elle
assure la destruction thermique des microorganismes et des enzymes. Le crémage ou hydratation
des protéines est obtenu par une association de trois facteurs: 1’agitation, le traitement
thermique, et 1'action dispersante des sels de fonte. Cette association fait apparaitre des zones
hydrophiles a la surface de la caséine, ce qui facilite la liaison des molécules avec I’cau, et fait

augmenter la viscosité du fromage fondu (Scharpf, 1971).

11.4.2. L’homogénéisation
En méme temps que se déroule le processus d'hydratation, la para-caséinate de sodium émulsifie
la matiere grasse libérée sous forme de gros globules gras dans le mélange en cours de la fonte.
D'apres Rayan et ses collaborateurs, I'homogénéisation provoquée par les effets simultanés des
sels émulsifiants, du chauffage et de I'agitation, réduit la taille de ces globules gras et améliore

ainsi la stabilité de 1'émulsion (Rayan et al., 1980).

La prolongation du crémage provoque un épuisement de la capacité d'hydratation des protéines,
d'ou le risque de voir de faibles perturbations du systeme (pH, température), ce qui entraine
I'effondrement de I'ensemble (Lee, 1981).

Au cours du refroidissement, il est probable que se produit une réorientation des protéines, de

sorte que les forces structurantes interviennent & nouveau (Mair-Waldburg et Sturm, 1968).

11.4.3. Le conditionnement

Le conditionnement étant une étape tres complexe, il est réalis¢é a 1’aide de machines
automatiques a des cadences tres rapides, surtout pour le fromage fondu, ce qui permet de
produire de 20 a 800 portions par minute. Il s’effectue dans des feuilles d’aluminium vernis sur
les deux faces. La feuille est préformée par pression sur la machine sous forme d’une coquille,
qui aprés remplissage avec la pate fondue recoit un couvercle avant 1’accomplissement du
scellage qui ce situe entre 60° et 70°C, ce qui permet d’utiliser la seule chaleur du fromage fondu

comme énergie de scellage (Boutonnier, 2000).

L’avantage de I’automatisation du conditionnement est de réduire les risques de contamination

de la pate aprés la pasteurisation ou la stérilisation (Luquet et Boudier, 1981).

11.5. Les étapes de fabrication du fromage fondu selon Goumidi (cf. Annexe I11)
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I. Lieu de stage

Notre stage a été effectué au niveau du laboratoire de controle de qualité au sein de la laiterie

fromagere "GIG" (Groupe Industriel GOUMIDI) qui se situe au niveau de la zone industrielle

d’Ouled-Yaich, wilaya de Blida, durant la période s’étalant du 22 mars 2015 au 17 juin 2015. Ce

stage porte sur un controle microbiologique et physico-chimique du fromage fondu UHT
"O’kids".

1. Matériel

I1.1. Matieres premieres

Les matieres premieres utilisées sont les suivantes:

Poudre de lait: la poudre de lait est une matiére résultant de 1’enlévement partiel de
I’eau du lait, elle se trouve étre conditionnée dans des sacs de 25 kg en polyéthyléne
recouvrés par des sacs en papier.

Cheddar : le cheddar est fromage a pate dure dont la couleur oscille du blanc ou jaune,
fabriqué a partir de lait doux entier, cru ou pasteurise. A partir du lait cru, il est
généralement fermier, sa date de péremption, dure au moins 60 jours et jusqu’a 6 mois,
quelque fois 1 ans, il se présente généralement sous forme de bloc de 36 cm de diamétre
et 30 cm d’épaisseur, pesant entre 27 et 35 kg.

Beurre : ce produit a humidité faible (15%) et a teneur en lipides élevée (80%) est
microbiologiquement stable. L’eau est présente sous forme de fines gouttelettes en
émulsion dans la phase liquide. 1l se présente sous forme de bloc de 25 kg enveloppés
d’une pellicule en cellophane.

L’eau de process :(cf. Annexe 1V)

11.2. Matériel nécessaire

Le matériel de laboratoire, les appareils de mesure, ainsi que les milieux de culture et réactifs

utilisés lors des analyses microbiologiques et physico-chimiques sont représentés dans les
annexes V, Vl et VII.
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I11. Méthodes

I11.1 Prélevement
L'étape d'échantillonnage a une influence directe sur la qualité des résultats analytiques obtenus.
A leffet d’obtenir un échantillon représentatif et de minimiser les risques associés a la
contamination de ce dernier, le préleveur doit s'assurer, au préalable, de la qualité du
prélevement, de la conservation et du transport adéquat des échantillons avant qu'ils ne soient
soumis a un laboratoire (C.E.A.E, 2006).

I11.1.1. Technique de prélevement
Le prélévement doit s’effectuer dans des conditions de travail aseptiques en utilisant un bec
Bunsen, ou sur le terrain, une lampe a gaz (genre lampe a souder portative). Il faut éviter les

courants d’air, les déplacements et discussions inutiles.

111.1.2. Prélevement de la matiére premiére
La poudre de lait :
= Conditionnée dans des sacs en polyéthyléne de 25 kg, la poudre de lait est entreposée
dans un magasin a température ambiante, sur des palettes en bois a I’effet d’éviter le
contact direct avec le sol. Ces sacs sont généralement doublés ou triplés avec du papier
de Kraft et fermés hermétiquement. Le prélévement s’effectue par un choix au hasard sur
des sacs qui seront nettoyés avec de 1’eau de javel.
= A l’aide d’une sonde de prélévement stérile, on préleve environ 100 g de poudre a partir
de trois niveaux (la surface, le milieu et le fond du sac).
Le cheddar :
= Concernant cette maticre, le prélevement s’effectue des réception de ce dernier au
magasin, dans les mémes conditions que celles réalisées lors du prélevement de la poudre
de lait et a ’aide d’une sonde de fromage a partir de la surface, le milieu et le fond.
Le beurre :
= Le prélévement s’effectue a partir de cing blocs de beurre de 25 kg, choisis au hasard de
la palette de stockage. A I’aide d’un couteau stérilisé, on procéde a I’ouverture de
I’emballage et au découpage des morceaux de beurre qui sont introduits aseptiquement

dans un bécher stérile et bien fermé.
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L’eau de process :
=  On préleve a chaque fois 500 ml de I’eau de process qui est stockée dans un tank d’une
capacité de 20.000 litres. Cette procédure nécessite la désinfection, au préalable, du
robinet dont I’extrémité est convenablement nettoyée et flambée. Avant de remplir les
flacons déja stérilisés et bien fermés, on doit laisser couler les premiers jets quelque

instants.

111.1.3. Prélevement du produit apres stérilisation
Avant le remplissage des flacons, on utilise toujours la flamme lors du prélevement et on laisse

couler le produit quelques minutes.

111.1.4. Prélevement du produit fini (fromage fondu)
Le préléevement du produit fini porte sur cinq boites de fromage de 16 portions et s’effectuer
directement en retirant aléatoirement, du coté, du milieu, du haut et du bas de la palette. Ces
¢chantillons ont été utilisés pour les différentes analyses, et font ’objet d’un stockage a une

température ambiante (entre 22° et 27 °C).
Les dates de prélévements ainsi que les quantités prélevées sont représentées dans I’annexe 1X

I11.2. Analyses microbiologiques

Au cours de la présente étude, nous nous sommes fixés comme objectif a vérifier la présence ou
I'absence de germes indicateurs des conditions d'hygiene. Les germes d'importance particuliére
qui peuvent étre a l'origine des toxi-infections alimentaires sont principalement les coliformes

totaux, les coliformes fécaux, les staphylocoques et les spores anaérobies gazogenes (SAG).
111.2.1. Analyses microbiologiques des matieres premiéres et du produit fini

Les germes recherchés dans les différents prélevements de matiére premiére et du produit fini
sont déterminés par le Journal Officiel de la République Algérienne (JORA) n°35 daté le 27 Mai
1998 (cf. tableau VI)
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Tableau VI: Analyses microbiologiques effectuées sur les différents préléevements.

Eau de Produit
Poudre de lait | Cheddar | Beurre
process fini

Germes totaux + - + + +
Coliformes + - + n ¥
S.aureus + + + - +
Levures et moisissures + - + - +
Clostridium sulfito-réducteur + + + + +
Streptocoques fécaux - - - + -

111.2.1.1. Préparation des dilutions (cf. figure 1/ figure 2)
La préparation des dilations se fait selon directive générale pour la préparation des dilutions en

vue de I’examen microbiologique : NF V08-057-2.

111.2.1.1.1. Suspension mere (premiére dilution)
La suspension mere est une solution ou émulsion obtenue aprés qu’une quantité pesée (unité
d’analyse) du produit a analyser ait ét¢ mélangée, avec un homogénéisateur si nécessaire et en
observant des précautions appropriées, avec une quantité neuf fois égale de diluant, sauf

exception, en laissant se déposer les particules grossiéres, s’il y en a (ISO 6887-1,1999).

Procédure
Prélever I’échantillon de fagon représentative et le peser. Ajouter une quantité de diluant égale a
9 fois la masse de I’échantillon (généralement 25 g d’aliment avec 225 ml de TSE "Tryptone Sel

Eau"). Cette premiére dilution correspond a la dilution mére (DM) 107 (cf. figure 02)

En cas d’un produit liquide, 1’échantillon lui-méme correspond a la suspension mére (SM) et est

égale a 1 (cf. figure 01).

111.2.1.1.2. Dilutions décimales
Il s’agit de suspensions ou de solutions obtenues en mélangeant un volume déterminé de la
suspension mere avec un volume neuf fois égal de diluant, et en répétant cette operation pour
chaque dilution préparée, jusqu’a 1’obtention d’une gamme de dilutions décimales appropriées

pour I’inoculation des milieux de culture (ISO 6887-1,1999).

25




Matériel et méthodes

Procédure

Transférer a 1’aide d’une micropipette 1 ml de la suspension ou la dilution mére dans un tube

contenant 9 ml de TSE. A

I’aide d’un agitateur mécanique, mélanger le tube pendant 5 a 10

secondes afin d’obtenir la dilution 107 pour les produits liquides et la dilution 102 pour les

produit solides. Répéter ces opérations pour la dilution 1072 et les dilutions décimales suivantes

afin d’obtenir les dilutions 1073, 10, 10°, etc., en changeant la micropipette pour chaque

dilution, jusqu’a I’obtention d’une gamme de dilutions décimales appropriées.

Dans une zone
stérile

-]

-

1

Solution meére

(73> 7 3> 4 x>

—

9ml
TSE

9ml
TSE

9ml
TSE

101 10 103

Figure 1: Préparation des dilutions décimales pour les produits liquides.

Dans une zone

Iml Iml
stérile
9Iml 9Iml
259 + 225 ml TSE TSE
TSE
Dilution mere 102 102
101

Figure 2: Préparation des dilutions décimales pour les produits solides.
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111.2.1.2. Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux (GAMT)

La recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux se fait selon la norme NF
V08-051, relative au dénombrement des microorganismes par méthode de comptage des

colonies.

Selon les normes internationales, les micro-organismes reviviscibles se définissent comme étant
la totalité des bactéries, levures et moisissures capables de former des colonies dans ou sur le

milieu de culture spécifié dans les conditions d’essai décrites (Rodier, 1996).
Principe

Les germes aérobies totaux ne constituent pas une famille bactérienne particuliere. Il s’agit des
microorganismes formant des colonies dénombrables aprés leur multiplication dans des
conditions définies de laboratoire. Le milieu de culture utilisé est la gélose PCA (plate count
agar) selon 1’Organisation Internationale de Normalisation (ISO) avec incubation a 30°C pendant

72 h (Ghafir et Daube , 2007).
Mode opératoire
= Matiéres premieres et le produit fini (cf. figure 3)

Prélever aseptiquement, a I’aide d’une pipette Pasteur stérile, un millilitre de la solution meére et
des dilutions décimales successives allant de 10 a 10 et mettre en culture en profondeur dans

des boites de Pétri stériles, vides, préparées et pré-numérotées.
Compléter avec environ 15 a 20 ml de gélose PCA fondue puis refroidie a 45 + 1°C.

Faire ensuite des mouvements circulaires et en forme de « 8 » pour permettre a I'inoculum de se

mélanger a la gélose utilisee.

Laisser solidifier sur paillasse, puis rajouter une deuxieme couche fine de la méme gélose. Cette

double couche a un réle protecteur contre les contaminations diverses.

Incuber les boites renversées a 30°C pendant 72 heures avec une premiere lecture a 24 heures,

une deuxiéme lecture a 48 heures, et une troisieme a 72 heures.
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= Eau de process (cf. figure 4)

A partir de I’eau a analyser, mettre 2 fois 1 ml dans deux boites de Pétri vides, stériles et pré-

numerotées.
Compléter ensuite chacune des boites avec environ 15 a 20 ml de gélose PCA.

Mélanger avec précaution en mouvement rotatoire et de va-et-vient en forme de « 8 »puis laisser
solidifier. Retourner les boites et incuber Iune a 22 °C pendant 24 h a 48 h, et ’autre a 37 °C
pendant 72 h.

Solution mére 101 10—2 103
1ml 1ml 1ml 1ml
Boites de Pétri
vides et stériles
|
15 & 20 ml gélose
. PCA
Incubation a 30°C c
pendant 24/ 48 a |
72 h |
(- i
O Compter les colonies
- ayant une forme
lenticulaire en masse

Figure 3: Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux (GAMT) dans les

matiéres premiéres et le produit fini.
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Lecture

Il s'agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en tenant compte des boites

contenant entre 15 et 300 colonies, et qui se présentent sous forme lenticulaire en masse.

Le résultat final est exprimé en UFC (unité formant colonie) /g de produit analysé ou par

UFC/ml (dans le cas d’eau de process); le nombre de microorganismes est obtenu par

I’application de la formule suivante :

N = zC
11

N = le nombre de microorganismes
C = nombre de colonies dans chaque boite

d = la dilution décimale

Dénombrement

Il s'agit de faire un comptage de toutes les colonies ayant poussé sur les boites en référence aux

facteurs suivants :
= ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies,

= multiplier toujours le nombre trouveé par l'inverse de sa dilution,

= faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

Eau a analyser

1ml 1ml

<= o/ = I

1 5
Incuber & 22°C 15220 mi Incuber & 37°C
pendant 24 & 48h. Gelose PCA pendant 72h.
I |
I
L
a Compter toutes les colonies

Figure 4: Recherche et dénombrement des germes aerobies mésophiles totaux (GAMT) dans

I’eau de process.
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111.2.1.3. Recherche et dénombrement des coliformes

Les coliformes correspondent a des organismes en batonnets, non sporogenes, a coloration de
Gram négatif, oxydase négative, aérobies ou facultativement anaérobies. Elles sont capables de
croitre en présence de sels biliaires ou d'autres agents de surface, et possédent des activités
inhibitrices de croissance similaires, et capables de fermenter le lactose avec production d'acide
et d'aldéhyde en 48 heures, a des températures de 35° a 37 °C (Rodier, 1996).

Les coliformes fécaux ou coliformes thermo-tolérants sont des coliformes qui fermentent le
lactose mais a 44°C (Rodier, 1996). L’espéce la plus fréquemment associée a ce groupe
bactérien est Escherichia coli (E.coli), et, dans une moindre mesure, certaines especes des genres
Citrobacter, Enterobacter, Klabsiella et Serratia (OMS, 2000).

= Méthode de comptage des colonies (cf. figure 5)

La recherche et le dénombrement d’aprés cette méthode se fait selon la norme NF V 08-

017 relative au dénombrement des coliformes.
Principe

Numérotation des colonies caractéristiques des coliformes totaux qui se développent en 24 h a
37°C et les coliformes fécaux qui se développent en 24 h a 44°C, sur gélose VRBL (gélose
lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre) puis confirmation du nombre de colonies par
fermentation du lactose (NF 1SO 4832, 2006).

Mode opératoire

Prélever aseptiquement, a I’aide d’une pipette pasteur stérile, 1 ml de la solution mere et des

dilutions décimales dans des boites de Pétri stériles, vides, préparées et pré-numérotées.

Compléter par la suite avec environ 15 a 20 ml de gélose VRBL fondue puis refroidie a 45 + 2°C

dans un bain Marie.

Homogéneiser parfaitement le contenu en effectuant des mouvements circulaires, de «va-et-
vient» et en forme de «8» sur une surface fraiche et horizontale pour permettre a 1’inoculum de

se mélanger a la gélose et laisser solidifier.
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Incuber les boites renversées a :
= 37°C pendant 24h pour les coliformes totaux ;

= 44°C pendant 24h pour les coliformes fécaux (thermo-tolérants).
Lecture

Les colonies caractéristiques des coliformes présentent une couleur violette avec un diametre de
0,5 mm ou plus, et sont parfois entourées d’une zone rougeatre due a la précipitation de la bile.

Les résultats sont exprimes en nombre de coliformes / ml du produit.

Solution mére 101 102 103

,
-
-

1ml 1ml 1ml 1ml

Boites de Pétri
vides et stériles
| 15420 ml gélose

VRBL
Incubation & :
|

e 37°C pendant 24 h |

(coliformes totaux)
e 44°C pendant 24h _

(coliformes fécaux) s S Compter les colonies

S violettes (parfois entourées

d’une zone rougeétre)

Figure 5: Recherche et dénombrement des coliformes par comptage des colonies sur milieu
VRBL.

=  Méthode du nombre le plus probable (NPP)

La recherche et le dénombrement des coliformes selon cette technique se fait selon une méthode
officielle (qui faite I'accord entre les resultats obtenus a des moments différents ou par des
analyses différents ou dans des laboratoires différents).
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Principe

La technique du nombre le plus probable (NPP) en milieu liquide fait appel a deux tests

consécutifs a savoir :
» Test présomptif

Ce test est réservé a la recherche des coliformes totaux et est effectué en utilisant le bouillon
lactosé bilié au vert brillant (bouillon VBL) pour I'analyse des échantillons de matieres premieres
ainsi que du produit fini, et en utilisant le bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (bouillon
BCPL) pour I'analyse de I'eau de process. Tous les tubes sont munis de cloches de Durham pour

déceler le dégagement éventuel de gaz dans le milieu (plus de 1/10 du volume de la cloche).
Mode opératoire

= Matiéres premieres et produit fini (cf. figure 6)
Préparer dans un portoir une série de tubes contenant le milieu sélectif VBL a raison de trois

tubes par dilution.

A partir des dilutions décimales 10 a 10 voire la solution mére, porter aseptiquement 1 ml
dans chacun des trois tubes correspondant a une dilution donnée :
= 3 fois 1 ml de la dilution mére (10) dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu VBL muni
d’une cloche de Durham.
= 3 fois 1ml de la dilution 10" dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu VBL muni d’une
cloche de Durham.
= 3 fois 0,1ml de la dilution 10~ dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu VBL muni d’une

cloche de Durham.

= Eau de process (cf. figure 7)
Il s’agit d’utiliser des pipettes stériles pour ensemencer:
= 1 flacon de 50 ml de bouillon BCPL, a D/C (double concentration), avec 50 ml de l'eau a
analyser.
= 5 tubes de 10 ml de bouillon BCPL a D/C, avec 10 ml de I'eau & analyser.
= 5 tubes de 10 ml de bouillon BCPL a S/C (simple concentration) avec 1 ml de l'eau a
analyser.

= 5 tubes de 10 ml de bouillon BCPL a S/C avec 0,1 ml de I'eau & analyser.
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Chasser le gaz présent éventuellement dans les cloches. Mélanger convenablement le milieu et
incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures.

Lecture
Sont considéres comme positifs les tubes présentant a la fois :

= Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche).

= Un trouble microbien accompagné d'un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le

témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).

La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table de Mac Grady qui se trouve en annexe
VIII.

» Test confirmatif (recherche des Coliformes fécaux)

Appelé encore test de Mac Kenzie, il réservé a la recherche des Coliformes fécaux (parmi

lesquels on redoute surtout la présence d’Escherichia coli) a partir des réactions positives du test
de présomption (OMS, 2000).

Mode opératoire
= Matiéres premieres et produit fini (cf. figure 6)

Les tubes de VBL recensés positifs lors du test présomptif feront I'objet d'un repiquage a l'aide
d'une pipette pasteur dans a la fois:

- Un autre tube de VBL muni d'une cloche et ;

- Un tube contenant de I'eau peptonée exempte d'indole (EPEI).
= Eau de process (cf. figure 7)

- A partir des tubes de BCPL positifs, prélever, a 1’aide d’une pipette Pasteur,
quelques gouttes afin de faire le repiquage dans un tube contenant le milieu

Schubert muni d’une cloche de Durham.

Chasser le gaz present éventuellement dans les cloches de Durham et bien mélanger le milieu et

I’inoculum puis incuber a 44°C pendant 24 heures.
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Lecture
Sont considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :
= Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche) dans les tubes de
VBL utilisés pour I’analyse des matic¢res premicres et du produit fini, ainsi que dans les
tubes du BCPL utilisés pour I’analyse de I’eau de process ;
= Un anneau rouge en surface, ttmoin de production d'indole par E.coli aprés adjonction de
2 a 3 gouttes du réactif "Kovacs" dans le tube d'EPEI et celui contenant le milieu
Schubert.

La lecture finale s'effectue également selon les prescriptions de la table de Mac Grady (cf.

annexe VIII) en tenant compte du fait qu’E.coli est a la fois producteur de gaz et d'indole a 44°C.

Dilution mére (10%) 102 10°
1mlx3 | Imlx3 | 0,1m|><3|
= | B ! ! B b ! N n Tubes contenant
2 ’ ' ' ’ ' ' ’ ’ ’ 10 ml de milieu
2 VBL + cloche de
5 | Incubation Durham
B a3rc g
= |pendant24 R N i
a 48h ' '
Trouble microbien Réaction négative
+ dégagement du
v | gaz
'y | |
_ Incubation a _
VBL 44°C EPEI
E= L pendant 24h
(48]
S
=
I \
8 2 a 3 gouttes
kz du réactif
— " "
g Kovacs % <«— Anneau rouge
"~ Réaction positive
v

Figure 6: Recherche et dénombrement des coliformes dans les matieres premiéres et le produit
fini par la méthode du nombre le plus probable (NPP).
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Eau de process a analysée

|
A 50ml 10ml x5 10ml x5 0,1mlx5
M - o & - s mE & S
-"'-
|”’I”| |"I | |”I |
2| BCPL (DC) BCPL (DC) BCPL (SC) BCPL (SC)
g P |-
3 < >
by Incubation & 37°C pendant 24 & 48h
(%]
e |
| |
v @
4 Repiquage
p1quag l Réaction négative
= o |
£ Incubation & 44°C Milieu Schubert
= pendant 24h
S
: l
|_
2 a 3 gouttes du <— Anneau rouge
réactif "Kovacs"
v

Figure 7: Recherche et dénombrement des coliformes dans 1’eau du process par la méthode du

NPP.
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111.2.1.4. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs

La recherche et le dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs se fait selon une méthode

officielle.

Les Clostridium sulfito-reducteurs (ou leurs spores) sont des bactéries commensales de l'intestin
ou sapropHytes du sol; ils réduisent les sulfites en sulfures. (Joffin C. et Joffin J.N, 1993). Les
colonies typiques des ces bactéries sont issues de spore de Clostridium (Dellarras, 2000), cette
forme est beaucoup plus résistante que les formes végeétatives des coliformes et des
Streptocoques. Ce test est considéré comme un test de contamination fécale éventuellement

ancienne vu la résistance des spores a I'extérieur (Rodier et al., 2005).

Principe
La recherche des bactéries sulfito-réductrices se fait principalement en trois étapes
(Rejsek,2002) :

A. Destruction de la forme végétative.
B. Préparation du milieu de culture.

C. Ensemencement et incubation.

Mode opératoire

Prélever aseptiquement 1 ml de la solution mére et 1 ml de chaque dilution dans 4 tubes stériles

(cf. figure 8), et 5 ml de I’eau de process a analyser dans cinq tubes (cf. figure 9).

Elaborer pour les 9 tubes un chauffage a 80°C au bain Marie, pendant 10 minutes; puis un
refroidissement brutal sous I’eau de robinet (provoquer un choc thermique a I’effet d’éliminer la

forme végétative et conserver uniquement la forme sporulée des bactéries sulfito-réducteurs).

Compléter par la suite chacun des tubes avec environ 15 ml de gélose VF (viande-foie)

additionnée d’1 ml d’alun de fer et 5 ml sulfite de sodium.

Mélanger avec précaution puis laisser solidifier, ensuite incuber a 37°C pendant 48 heures avec

une premicre lecture aprés 16 heures d’incubation.

36



Matériel et méthodes

Lecture

Seront considérés comme positifs, les tubes contenants de grosses colonies noires entourées d'un

halo noir, qui correspond au Clostridium sulfito-réducteur.

Le résultat est exprimé par le nombre de spores des Clostridium sulfito-réducteurs présents dans

100 ml d’eau de process a analyser.

Remarque

Parfois, aprés 48 heures d’incubation, le tube devient complétement noir et donc indénombrable.

Solution mére

1ml

Choc thermique

10t

-

1ml 1 ml

-

102

-

-

1ml

103

-

e Chauffage a 80°C
pendant 10

o Refroidissement
brutal

P

Incubation a 37°C
pendant 48 heures
avec une premiere

15 & 20 ml gélose
VF

lecture apres 16 h.

Compter les colonies noires

entourées d'un halo noir

Figure 8: Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs dans les matieres

premiéres et le produit fini.
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Eau de process a analysée

1 ml dans chaque tube

-
(

15 & 20 ml gelose
VF
|

Choc thermique :
e Chauffage a 80°C
pendant 10 min.

o Refroidissement brutal.

-
(

Incubation & 37°C
pendant 48 heures avec
une premiére lecture
aprés 16 h.

|
!

Compter les colonies noires

entourées d'un halo noir

Figure 9: Recherche et dénombrement
process.

des Clostridium Sulfito-Réducteurs dans 1’eau de
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111.2.1.5. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux dans I’eau de process
La recherche et le déenombrement des Streptocoques fécaux se fait selon une méthode officielle.

Les Streptocoques fécaux sont des cocci Gram positif, groupes typiguement en chainettes plus au
moins longues. Ce sont des germes anaérobies facultatifs, généralement micro-aérophiles et trés
exigeant au point de vue nutritionnel, et qui se développent a 37°C. Ce sont des h6tes normaux
de l'intestin de I'nomme et des animaux & sang chaud (Rodier, 1996). Parmi les Streptocoques
fécaux, quatre espéces possédent une substance antigénique (acide téichoique) caractéristique du
groupe D de LANCEFIELD : Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Eterococcus

durans, Streptococcus bovis
Principe

Le dénombrement des Streptocoques fécaux présumés est rarement effectué indépendamment
des dénombrements des Coliformes totaux et Coliformes fécaux présumés. Leur recherche
associée a celle des Coliformes fécaux, constitue un bon indice de contamination fécale. Ils
témoignent d'une contamination d'origine fécale ancienne tandis que les Coliformes fécaux

témoignent d'une contamination d'origine fécale récente. (Rodier, 1996).

La recherche des Streptocoques fécaux ou Streptocoques du groupe «D», se fait en milieu liquide

par la technique du NPP.
Mode opératoire (cf. figure 10)
» Test de présomption

11 s’agit d’utiliser des pipettes stériles pour ensemencer :
= 1 flacon de 50 ml de bouillon ROTHE a D/C avec 50 ml de I'eau a analyser.
= 5 tubes de 10 ml de bouillon ROTHE a D/C avec 10 ml de I'eau & analyser.
= 5 tubes de 10 ml de bouillon ROTHE a S/C avec 1 ml de I'eau a analyser.
= 5 tubes de 10 ml de bouillon ROTHE a S/C avec 0,1 ml de I'eau a analyser.

Bien mélanger le milieu et I’inoculum puis incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures.
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Lecture
Seront considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :

= Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu est présumé contenir un

streptocoque fécal.
= Aucun dénombrement ne se fait a ce stade, les tubes positifs feront I'objet d'un repiquage.
» Test de confirmation

Il est basé sur la confirmation des Streptocoques fécaux éventuellement présents dans le test de
présomption. Il s’agit de prélever, a I’aide d’une pipette Pasteur, quelques gouttes a partir des
tubes ROTHE positifs, qui feront 1’objet d’un repiquage dans un tube contenant le milieu EVA
LITSKY a I'éthyl violet et I’azide de sodium. Bien mélanger le milieu et I’inoculum puis incuber

a 37°C pendant 24 heures.

Lecture

Seront considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :
= Un trouble microbien.
= Une pastille violette (blanchétre) au fond des tubes.

Noter le nombre de tubes positifs dans chaque série et se reporter aux tables de NPP (cf. annexe

VI11) pour connaitre le nombre de Streptocoques fécaux présents dans 100 ml de I'échantillon.
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Eau de process a analysée

! 1
A 50ml 10 ml x 5 10ml x5 0,1mlx5

. L | | L : | L : |
§ ROTHE (DC) ROTHE (DC) ROTHE (SC) ROTHE (SC)
\g « »
o - >
E Incubation & 37°C pendant 24 & 48h
I
| |

A H
Repiquage i Réaction négative

5 o .
E Incubation & 37°C Milieu Eva Litsky
€ pendant 24h
8
3
|_ l

il ' Trouble microbien

<— Pastille violette (blanchatre)

Figure 10: Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux dans 1’eau de process.
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111.2.1.6. Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus
La recherche et le déenombrement des Staphylocoques se fait selon une méthode officielle.

Les Staphylococcus aureus sont des bactéries Gram positif, immobiles, aéro-anaérobies
facultatives, coagulase et catalase positives. Elles se présentent sous forme de sphere d’un
diamétre de 0,5 a Ium, et résistent au sel et a plusieurs facteurs bactéricides

(OMS/PNUD,1995).
Principe

A partir de la solution meére, on réalise des dilutions décimales et, en parallele, on ensemence en
surface de gélose Baird Parker pré-coulée en boite de Pétri avec chacune des dilutions retenues
(NF 1SO 6888-1/A1).

Aprés une incubation de 24h a 48 heures a 37°C, les colonies caractéristiques et/ou non

caractéristiques apparues sont dénombreées.
Mode opératoire (cf. figure 11)

Sécher les boites de gélose dans une étuve a 45°C £ 1°C jusqu’a disparition compléte des

gouttelettes a la surface du milieu (couvercle enlevé et surface de la gélose tournée vers le bas).

Homogénéiser chaque dilution avant inoculation a la surface des boites gélosées et avant la

réalisation des dilutions décimales.

Déposer 0,1 ml, de la suspension mére et / ou des dilutions décimales retenues, a la surface de la

gélose en changeant de pipette a chaque dilution.
Etaler soigneusement I’inoculum le plus rapidement possible sans toucher les bords de la boite.

Laisser les boites, couvercle fermé, pendant 15 minutes a température ambiante puis les incuber

a I’étuve pendant 48 heures + 2 heures a 37°C + 1°C.
Lecture

Aprés 48h + 2h d’incubation, les colonies caractéristiques apparaissent noires ou grises,
brillantes et convexes avec un diameétre de 1 mm a 2,5 mm entourées d’un halo d’éclaircissement

et de précipitation.
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Les colonies non caractéristiques apreés 48h + 2h d’incubation sont noires et brillantes avec ou
sans bord blanc étroit, et ne présentent pas d’halo d’éclaircissement et de précipitation. Elles

peuvent étre grises et dépourvues de zone claire.
Dénombrement

Les boites contenant moins de 150 colonies caractéristiques et / ou non caractéristiques au
niveau de deux dilutions successives sont retenues ; mais 1’une d’entre elle doit renfermer au
moins 15 colonies. Les colonies caractéristiques et / ou non caracteristiques sont dénombrées

manuellement.

Solution mére 101 1072 103

,
-
-

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,2 ml

e Laisser les boftes,
pendant 15 minutes Gélose Baird
Parker
e Incuber a 37°C | |
pendant 24h 248 h |

Compter les colonies noires ou
- grises, brillantes entourées

d’un halo d’éclaircissement.

Figure 11: Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus.
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111.2.1.7. Recherche et dénombrement des levures et moisissures

La recherche et le dénombrement d’apres cette méthode se fait selon la norme expérimentale

XP:V08-059 relative au dénombrement des microorganismes par comptage de colonies a 22°C.

Les levures et moisissures sont des contaminants habituels du lait et des produits laitiers;
toutefois leur caractére fortement aérobie limite leur prolifération aux interfaces des substrats
avec l'atmospheére. Le développement équilibré de levures et de moisissures, ensemencées de
maniere naturelle sur de nombreux types de fromages, contribue efficacement par leur activité
enzymatique élevée et variée a la protéolyse et a la lipolyse de la pate au cours de l'affinage
(Eck A. et Gillis J.C, 1998).

Mode opératoire (cf. figure 12)

Sécher les boites de gélose Sabouraud dans une étuve a 45°C + 1°C jusqu’a disparition compléte
des gouttelettes a la surface du milieu (couvercle enlevé et surface de la gélose tournée vers le
bas).

Homogénéiser chaque dilution avant inoculation a la surface des boites gélosées et avant la

réalisation des dilutions décimales.

Déposer 0,1 ml de la suspension mére et / ou des dilutions décimales retenues, a la surface de la

gélose en changeant de pipette a chaque dilution.

Etaler soigneusement 1’inoculum a 1’aide d’un rateau stérile sur toute la surface de la gélose, puis

¢liminer le reste de I’inoculum avant incubation a I’étuve a 22°C pendant 3 a 5 jours.
Lecture

Apres la période d’incubation, compter toutes les colonies de deux dilutions successives
présentes, comprises entre 15 et 150 colonies/boite et appliquer la formule suivante :

2C

N=——
11d
N = le nombre de levures et de moisissures
C =nombre de colonies dans chaque boite

d = la dilution décimale
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e Etaler a I’aide d’un
rateau

e Incuber a 22°C
pendant 3 & 5 jours

0,1 ml

L

e Levure : colonies pigmentées

Solution mére 101 102 103
0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
| | |
=
)
)

e Moisissures : forme filamenteuse

Gélose
Sabouraud

Figure 12: Recherche et dénombrement des levures et des moisissures.

I11.2.2. Analyse microbiologique de I’environnement

Le tableau VI englobe les germes a rechercher, les milieux utilisés et les conditions d’incubation

pour le controle microbiologique de I’environnement (personnel, air ambiant et surfaces).

Tableau VII: Germes a rechercher, milieux utilisés et conditions d’incubation pour le contrdle

microbiologique de I’environnement (personnel, air ambiant et surfaces).

Echantillons Germes recherchés Milieux de culture | Incubation
_ _ - Germes totaux -PCA 30°C/72h
Air ambiant o ]
- Levures et moisissures - Sabouraud 22°C /5 jrs
- Coliformes totaux - VRBL 37°C/48h
Personnels - Coliformes fécaux - VRBL 44°C / 48h
- S.aureus - Baird Parker 37°C/48h
- Coliformes totaux - VRBL 37°C/48h
- Coliformes fécaux - VRBL 44°C [ 48h
Surface )
- S.aureus - Baird Parker 37°C/48h
- Levures et moisissures - Sabouraud 22°C /5 ]jrs
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111.2.2.1. Controles microbiologique de I’air ambiant
Le controle microbiologique de I’aire se fait selon la norme NF S 90-351 relative a la qualité de

’air au bloc opératoire.

Objectif

Controler et analyser la qualité de 1’air ambiant pour prévenir et maitriser les risques de
contamination. Surveiller et maitriser la contamination de 1’air d’une zone de production ou de
conditionnement est essentiel. En effet, si I’air ambiant est contaminé, il existe un risque de

retrouver des micro-organismes dans les produits finis.

Principe

Sédimentation sur boite de Pétri ouverte : C'est la technique la plus simple pour mettre en
évidence les micro-organismes vivant dans I'air qui nous entoure et que nous inhalons. Comme
toute méthode faisant appel a des milieux gélosés, seuls les germes vivants peuvent étre isolés et

le choix du milieu et de la température d'incubation sont déterminants.

Mode opératoire
Trois boites de Pétri, remplies d'un milieu gelosé nutritif spécifique (Sabouraud et/ou Baird
Parker) sont laissées semi-ouvertes pendant 10 a 30 min sur une surface. Elles sont placées
ensuite sous incubation a :

= 22°C pendant 5 jours pour le milieu Sabouraud.

= 37°C pendant 48 a 72h pour le milieu Baird Parker.

Il reste a dénombrer et identifier les colonies qui apparaissent a la surface du milieu.
111.2.2.2. Contrdéle microbiologique du personnel

La recherche de la flore microbienne pouvant étre transmise au produit fini par le personnel.

Cette transmission pourra étre effectuée par le contact des mains, des vétements ou de cheveux.

Mode opératoire

Nous avons réalisé chaque analyse avec 6 personnes dont 4 sont en contact direct avec les
matieres premieres : deux personnes travaillant au niveau du bec de lancement et deux travaillant
sur I’emballage ; les deux autres personnes sont des agents du laboratoire (un charge de la

vérification du bon déroulement de la procédure de fabrication, et le 2°™ une stagiaire).
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Le personnel examiné doit poser ses doigts dans des boites de pétri contenants des milieux
gélosé : VRBL pour la recherche des coliformes et Baird Parker pour la recherche des S.aureus.
Ces boites seront incubeées a :

= 37°C pendant 24 a 72h pour la recherche des coliformes (gélose VRBL).

= 44°C pendant 24 & 72h pour la recherche des coliformes fécaux (gélose VRBL).

= 37°C pendant 3 a5 jours pour la recherche du S.aureus gélose (Baird Parker).

111.2.2.3. Contr6le microbiologique des surfaces
Le contrdle microbiologique des surfaces se fait selon la norme NF/EN 1370 du Février 2012

relative au Controle de I'état de surface

Objectif
Quantifier voire qualifier la flore microbienne pour une surface donnée. Cette technique est
réservée aux petites surfaces ne permettant pas I’utilisation de gélose contact ou les surfaces

absorbantes ou irréguliéres.

Mode opératoire
Retirer 1’écouvillon de son étui et le plonger dans une solution de ringage stérile par exemple

I’eau distillée ou TSE pour I"humidifier.

Frotter la surface tout en tournant 1’écouvillon dans les deux sens.
Remettre I’écouvillon dans son étui jusqu’a son analyse.

Plonger I’écouvillon dans la solution de rin¢age.

A partir de ce tube, ensemencer 0,1 ml de la solution sur une gélose PCA pour la recherche des
germes totaux, et gélose Sabouraud pour la recherche des levures et moisissures puis incuber a :
= 37°C pendant 24 a 72h pour le milieu PCA.

= 22°C pendant 3 a 5 jours pour le milieu Sabouraud.

Lecture
Il s'agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites contenant entre 15 et 300

colonies.
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111.3. Analyses physico-chimiques
Les tableaux VIII et I1X reflétent toutes les analyses physico-chimiques effectuées.

Tableau VIII: Analyses physico-chimiques effectuees sur les différentes matieres premiéeres

selon le JORA n° 35.

Echantillons EST% MG% H° G/S % pH
Poudre de lait + + + - +
Cheddar + + + - +
Beurre + + + - +
Produit fini + + + + +

Tableau IX: Analyses physico-chimiques effectuées sur I’eau de process selon le JORA n° 35.

+ : nécessite analyse

Eau de process

TA (°F)

TAC (°F)

TA/TAC

TH (°F)

CI (mg/l)

Chlorure (mg/l)

pH

Conductivité

- . ne nécessite pas une analyse

Matiere premiere et produit fini : Chaque prélévement doit comporter trois échantillons dont

les parametres suivants ont été déterminés :

48



Matériel et méthodes

111.3.1. Détermination de I’extrait sec total (EST)

La détermination de I’extrait sec se fait selon la norme frangaise VV04-207 du septembre 1970

L’extrait sec est la proportion de mati¢re séche entrant dans la composition des aliments et qui
subsiste aprés une totale dessiccation a 1’étuve (103° £ 1°C pendant plusieurs heures). Il sert a

définir les différents types de fromage. (Luquet et Boudier, 1981)

Principe

C’est une dessiccation jusqu’au poids constant de 1’échantillon. La détermination de 1’extrait sec
est réalisée par un dessiccateur SARTORIW-M150, son principe repose sur 1’¢limination de
toute 1’eau a une température de 103 + 2°C jusqu’a obtention d’un poids constant de la prise

d’essai analysée.

Une prise d’essai est étalée sur toute la surface d’une capsule en aluminium préalablement tarée,

puis introduite dans le dessiccateur ou I’analyse est lancée.
Chaque analyse est répétée deux fois pour chaque substance.

Préparation des capsules
Placer les capsules en aluminium dans I'étuve pendant au moins 1 heure, lorsque cette derniere

atteint la température requise.

Laisser refroidir les capsules dans le dessiccateur jusqu’a température ambiante et apres les peser

en enregistrant la masse de chacune d’elles.

Mode opératoire

= Lapoudre de lait :
Dans une capsule en aluminium stérile séche et tarée, on pése 2 g de poudre de lait puis
on les introduit dans 1’étuve a 103°C pendant 3 heures.

= Lefromage :
Dans une capsule en aluminium stérile seche et tarée, on pese 3 g et on les met dans
I’étuve a 103°C pendant 5 heures.

= Cheddar / beurre :
Dans une capsule en aluminium stérile seche et tarée, on pese 5 g et on les met dans

I’étuve a 103°C pendant 5 heures.
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Mettre ensuite la capsule dans le dessiccateur en verre pendant 45 min afin qu’elle se refroidisse

et que les traces d’eau soient absorbées par le gel de silice.

Calcul et expression des résultats

L’extrait sec est exprimé en pourcentage massique, et est ¢gal a :

M-m
EST (%) = x 100

D’ou:
M : Masse en gramme de la capsule et prise d’essai aprés dessiccation
m : masse en gramme de la capsule aprés dessiccation.

E : masse en gramme de la prise d’essai.

111.3.2. Détermination de I’humidité (H)
La teneur en eau, appelée aussi taux d’humidité s’exprime en pourcentage de masse de produit,

elle est déterminée selon I’équation :

H % = 100 — EST

111.3.3. Détermination de la matiére grasse (MG)
La détermination de la matiere grasse se fait selon la norme d’AFNOR: V 04-210 du Décembre

1971 pour la poudre de lait et la norme 2706-1992 pour les fromages.

La matiére grasse proprement dite, ou lipide neutre, constituée de glycérides ou acylglycérols qui
sont tres prédominants (98%). Elle est solide a température ambiante (c’est une grasse) comme
elle est presque entierement libre et se trouve en fine dispersion dans les globules gras. (Charles
et Guylinden, 2003).

Principe

Les composants du produit (fromage fondu) a I’exception de la matiere grasse sont dissouts par
I’acide sulfurique, sous I’influence de la force centrifuge (1040 tours/min). La matiére grasse se
sépare en une couche supérieure claire et transparente du reste des éléments du produit.
L’adjonction préalable de I’alcool iso-amylique permet de mieux visualiser cette séparation, la

teneur en matiere grasse se définit sur un butyromeétre préalablement calibré.
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Mode opératoire

=  Poudre de lait :

Introduire, dans un Butyrometre, 10 ml d’acide sulfurique de densit¢ 1,825 puis
ajouter 10 ml de I’eau distillée et 1 ml d’alcool iso-amylique.

Introduire ainsi 2,5 g de poudre de lait.

Fermer le butyrometre avec un bouchon sec et propre et le déposer dans un bain
Marie & une température de 65°C pendant 5 min.

Centrifuger pendant 10 min a une vitesse de 1040 tours/min.

Apres la centrifugation, plonger le butyrometre verticalement, bouchon en bas, dans
le bain Marie (65°C) et laisser pendant 5 min.

Faire la lecture avant 10 secondes, sin non remettre le butyrometre au bain Marie

pendant une autre phase de 5 min.

= Fromage:

Introduire, dans un Butyromeétre, 10 ml d’acide sulfurique de densité 1,522.

Ajouter ainsi 3 g du fromage et agiter le butyrométre énergétiquement et rapidement
mais avec précaution.

Déposer le butyrometre dans un bain Marie a une température de 65°C pendant 20
min jusqu'a avoir un fondu du fromage.

Ajouter 1 ml d’alcool iso-amylique et de I’acide sulfurique jusqu'a atteindre la
graduation 35 du butyromeétre.

remettre le butyrométre dans le bain Marie pendant 5 min apres une bonne agitation.
Centrifuger pendant 10 min a une vitesse de 1040 tours/min.

Remettre le butyrometre dans le bain Marie (65°C) et laisser pendant 5 min.

Faire la lecture avant 10 secondes.
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Cheddar / beurre :

Peser dans un godet du butyrométre préalablement taré 5 g du beurre ou du cheddar.
Introduire le godet dans le butyrométre et fixer le bouchon.

Ajouter délicatement et dans 1’ordre (afin d’éviter I’attaque rapide de la matiére
grasse) : 10 ml d’acide sulfurique de densité 1,820 ; puis 1 ml d’alcool iso-amylique.
Ajuster le niveau par de ’eau distillée jusqu’a la graduation 85 (cette opération
dépend du modeéle du butyrometre).

Fermer le butyrométre et opérer des retournements successifs (délicatement) jusqu’a
dissolution compléte du beurre (ou du cheddar).

Centrifuger pendant 10 min a une vitesse de 1040 tours/min.

Placer au bain Marie pendant 5 min a une température de 65°C.

Aprés 5 min passer a la lecture le plus rapidement possible (10 secondes), si non

plonger le butyromeétre dans le bain Marie et attendre de nouveau 5 min.

Calcul et expression des résultats

On maintient le butyrometre verticalement et on fait la lecture rapidement.

D’ou:

MG(%) = B— A

A : la valeur de matiére grasse lue sur I’extrémité inférieur de butyromeétre.

B : la valeur de matiére grasse lue sur I’extrémité supérieur de butyromeétre.

Les résultats sont exprimes en pourcentage massique (%).

111.3.4. Rapport G/S (matiére grasse dans la matiere séche)

La teneur en matiére grasse dans la matiére seche exprimée en gramme pour 100g de matiere

seche, est donnée par la formule suivante :

D’ou:

R—G x 100
S

= R:rapport G/S
= G: matiére grasse.

= S: matiére séche.
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111.3.5. Analyses physico-chimiques de I'eau

111.3.5.1. Détermination du titre alcalimétrique(TA) et titre alcalimétrique complet(TAC)
La détermination du titre alcalimétrique et du titre alcalimétrique complet se fait selon les
AFNOR T 90-501 et T 90-506 respectivement.

Principe
Ces déterminations sont basées sur la neutralisation d’un certain volume d’eau par un acide

minéral dilué, en présence d’indicateurs colorés.

111.3.5.1.1.Détermination du titre alcalimétrique (TA)
Le titre alcalimétrique ou TA mesure la teneur de l'eau en alcalis libres et en en carbonates

alcalins caustiques (Rodier et al., 2005).

Mode opératoire
Prélever 100 ml d’eau a analyser dans un bécher de 500 ml, ajouter 1 a 2 gouttes de solution

alcoolique phénophtaléine (0.5%). Une coloration rose doit se développer.

Verser ensuite doucement 1’acide sulfurique a 0,02 N dans le bécher a I’aide d’une burette, en

agitant constamment et ceci jusqu’a la décoloration complete de la solution.
Soit V : le nombre de millilitres d’acide utilisés pour obtenir le virage.

N.B:
Dans le cas ou il n'y a pas de coloration rose aprés l'ajout de phénolphtaléine, le titre
alcalimétrique (TA) de ce produit est égal a 0, et donc on parle généralement d’eau naturelle dont

le pH est inférieur a 8,3.

Expression des résultats
= S'il n'y a pas de coloration: TA=0.
= Présence de coloration: on va exprimer en degrés francais (°F), le volume (V) de Il'acide
sulfurique nécessaire pour la décoloration de la solution, et on exprime le titre

alcalimétrique en g/l ou en milliéquivalent (en divisant le volume par 5).

TA=V (°F) = V/5 (milliéquivalents /I)
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111.3.5.1.2.Détermination du titre alcalimétrique complet (TAC)
Le titre alcalimétrique complet ou TAC correspond a la teneur de I'eau en alcalis libérés,

carbonates et hydrogénocarbonates (Rodier et al., 2005).

Mode opératoire
Sur le méme échantillon utilisé pour la détermination du TA, ajouté 2 gouttes de solution
méthylorange a 0,5 % et titrer de nouveau avec le méme acide jusqu’au virement du jaune au

rouge orangé (pH 4).
Soit V’ le nombre de millilitre d’acide 0,02 N versés depuis le début du dosage.

N.B.:
Il faut s'assurer qu'une goutte est suffisante pour le passage du jaune vers le rouge orange

(pH=4).
Répéter 3 fois le titrage et prendre la moyenne des 3 valeurs pour le TA et pour le TAC.

En cas d’écart important (plus de 3 ml) entre différentes lectures, répéter jusqu’ a ce que soient

obtenus trois résultats concordants et on prend la moyenne.

Expression des résultats
Soit :
* V: le nombre de millilitres d’acide sulfurique a 0,02N utilisés pour obtenir le virage du
TA.

= V’ le volume d'acide sulfurique a 0,02N nécessaire a la neutralisation :

TAC = V+ V’ (°F) = V/5 (milliéquivalents /1)
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111.3.5.2. Détermination du titre hydrotimétrique (TH)
La Détermination du titre hydrotimétrique se fait selon les normes d’AFNOR T90-501 et
T90-506.

La dureté d’une eau ou titre hydrotimétrique (TH) est un indicateur de sa minéralisation et
surtout de sa teneur en ions calcium (Ca?" et magnésium (Mg?*"). Les teneurs en ions des eaux
s’expriment en mg/l alors que leur dureté est donnée en degré hydrotimétrique francais (°F) qui

correspond @ 10 mol/I de cations divalents.

Tableau X: Relation entre le titre hydrotimétrique d’une eau et sa dureté.

TH (°F) 0av7 7al5 15a25 25242 > 42
Eau Trés douce Douce Moyennement dure Dure Tres dure
Principe

Le titre hydrotimétrique est basé sur le titrage par complexométrie du Ca et du Mg avec une
solution aqueuse d’acide éthyléne-diamine tétra acétique (EDTA). Les ions des éléments

alcalino-terreux présents dans I'eau forment un complexe de type chélate avec ’EDTA.

La disparition des derniéres traces d'éléments libres a doser est décelée par le virage de

I'indicateur spécifique.

En milieu convenablement tamponné pour empécher la participation du magnésium, la méthode

permet de doser la somme des ions du calcium et du magnésium.

Mode opératoire
Prélever précisément 100 ml d’eau de process a analyser dans un bécher de 500 ml, ajouter 10
ml de solution tampon K10 et 2 a 3 gouttes de I’indicateur coloré noir ériochrome T (NET). Une

coloration rose-violet doit se développer.

Verser ensuite doucement ’EDTA a 0,02 N dans le bécher a 1’aide d’une burette, en agitant

constamment et ceci jusqu’au virement du rose-violet au bleu.

Expression des résultats

Soit V" : le nombre de millilitres d’acide utilisés pour obtenir le virage.

TH =V (°F) = V/5 (milliéquivalents /I)
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111.3.5.3. Détermination du Chlorures (CI")
La Détermination des chlorures se fait selon les normes d’AFNOR T 90-501 et T 90-506.

La teneur des eaux en chlorures est extrémement variée, elle est liée a la nature des terrains

traverses et indique la concentration de I'eau en ions Cl- ou NacCl.

Principe
Les chlorures sont dosés en milieu neutre par une solution titrée de nitrates d'argent (AgNO3) ou

de dichromate de potassium(K2Cr207).

Mode opératoire

Prélever 100 ml d’eau a analyser dans un Erlenmeyer de 500 ml, ajouter 10 gouttes de
dichromate de potassium (K2Cr207) a 10%. Une coloration jaune doit se développer. Titrer
ensuite doucement avec la solution de nitrate d'argent (AgNOs) a 0,1N jusqu'a l'apparition d’une
coloration rouge brique.

Expression des résultats

Soit V* le volume d’AgNO3 nécessaire pour le virage de couleur :

Cl=(V*-0.9) x 355

111.3.5.4. Détermination du chlore libre (Cl2)
La Détermination des chlores libres se fait selon les normes d’AFNOR T 90-501 et T 90-506.

Le chlorure libre (Cl2) est 1’association de deux molécules de chlore (CI) pour donner une

substance activée de chlore.

Principe

Le chlore libre est dosé par colorimétrie. Nous avons utilisé : un Comparateur Lovibond 2000
avec adaptateur pour les cuvettes de 1 a 40 mm ; le disque comparateur colorimétrique du chlore
3/40S ; des éprouvettes standards carrées de 13,5 mm graduées spécifiques pour le dosage du

chlore et une pilule DPD (Deutscher Paket Dienst).
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Mode opératoire
Prélever dans deux éprouvettes graduées de 10 ml (spécifiques pour le dosage du chlore) 10 ml

d'échantillon.

Introduire la premiére éprouvette dans le compartiment gauche du comparateur.

Introduire dans la seconde éprouvette une pilule DPD puis 1’écraser ; fermer et -homogénéiser.
Insérer maintenant la seconde éprouvette dans le compartiment droit du comparateur.

Lire la valeur située en haut et a droite du comparateur en tournant le disque jusqu'a concordance

des couleurs (obtention de deux couleurs identiques).

Expression du résultat

La valeur lue directement sur le comparateur est en mg/l de la concentration en chlore libre.

111.3.6. Détermination du pH
La détermination du PH se fait selon la norme francaise NF V 04-385.

C’est le potentiel chimique des ions dans une solution. Le pH est mesuré a I’aide d’un instrument
pH-metre. 11 s’agit d’un appareil électronique muni d’une électrode qu’on plonge dans
I’échantillon, 1’¢lectrode qui renferme une solution aqueuse acide, comporte une membrane de
verre spéciale perméable aux ions H*. La différence entre les ions H" de la solution contenue
dans 1’électrode et les ions H" de I’échantillon est convertie en une différence de potentiel
électrique. Le pH-metre transforme cette difféerence de potentiel en wunité de pH
(Amiot et al., 2002).

Principe
Les mesures du pH sont réalisées avec un pH-metre (Model 9450, Unicam, Cambridge, UK) en
introduisant directement les deux sondes (pH et température) dans I’échantillon a une

température de 20 a 25°C. Les mesures ont été réalisées trois fois.
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Mode opératoire

- Etalonner le pH-métre en plongeant I’¢lectrode dans une solution tampon (pH=4 et pH=7).
- Remplir le bécher a moitié avec I'échantillon a analyser.

- Introduire la sonde de pH-metre.

- Attendre jusqu’a la stabilité du pH et lire la valeur affichée.

- Rincer I'électrode avec de I'eau distillée aprés chaque utilisation.

Préparation de la matiere premiere
=  Pour la poudre de lait on pese 3 g dans 30 ml de I’eau distillée.

= Pour le cheddar on pése 10 g dans 50 ml de I’eau distillée.

111.3.7. Détermination de la conductivité
La détermination de la conductivité électrique se fait selon la norme NF EN 27888 du Janvier
1994,

La conductivité est une mesure de la capacité de 1’eau a conduire un courant électrique, donc une
mesure indirecte de la teneur de 1’eau en ions. C’est ainsi que plus 1’eau contient des ions comme
le calcium (Ca?"), le magnésium (Mg?"), le sodium (Na®), le potassium (K"), le bicarbonate
(HCOs ), le sulfate (SO4 %) et le chlorure (CI-), plus elle est capable de conduire un courant

électrique et plus la conductivité mesurée est élevée(Hade A, 2002).

Principe

L’appareil servant a évaluer la conductivité spécifique de 1'eau s’appelle un conductimeétre. Le
courant €lectrique mesuré est proportionnel a la concentration d’ions dans 1’eau ; plus il est
¢levé, plus il y a d’ions dans I’eau. Le résultat se traduit en micro-Siemens par centimetre

(uS/cm) a une température normalisée de 25°C.

Mode opératoire
- Prendre environ 100 ml de I'échantillon.
- Mettre le conductimétre en marche.

- Plonger I'électrode du conductimétre dans I'échantillon.

Expression du résultat
La valeur de la conductivite est directement affichée sur I'écran du conductimetre (en uS/cm ou

en mS/cm).
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Résultats et discussions

L'objectif de notre travail est d'étudier les paramétres microbiologiques et physicochimiques
intervenant durant le process de fabrication du fromage fondu UHT « OKID’S » au niveau de
I’entreprise fromageére Goumidi, en se basant sur deux sortes de normes :

" DZ : Normes fixées par le JORA n°35 : 27-05-1998.

. * : Normes internes (fixées par I’entreprise).
Les différents échantillons qui ont été étudiés nous ont permis d’obtenir les résultats suivants:

I. Résultats des analyses microbiologiques

I.1. Analyses des matieres premiéres

1.1.1. Beurre
Tableau XI: Résultats des analyses microbiologiques du beurre.

22-mars | 23-mars | 24-mars | 25-mars | 31-mars

Germes El E2 E3 E4 ES Norme Note
Germes totaux 20 0 0 20 10 100 UFC/g ®Z | Conforme
Coliformes 0 0 0 0 0 10 UFC/g Pz | Conforme
CSR Abs Abs Abs Abs Abs Absence * Conforme
S.aureus Abs Abs Abs Abs Abs Absence PZ | Conforme
Levures Abs Abs Abs Abs Abs Absence PZ Conforme
Moisissures Abs Abs Abs Abs Abs Absence PZ | Conforme

D’apres ces résultats on a constaté 1’absence totale des coliformes (totaux et fécaux), de
S.aureus, des spores du Clostridium sulfito-réducteurs, ainsi que ’absence de levures et

moisissures dans tous les échantillons.

En revanche on remarque la présence des germes totaux dans pratiquement tous les échantillons :
le 1'" échantillon daté du 22/03/2015 (20 UFC), le 3°™ échantillon daté du 24/03/2015 (80 UFC),
le 4°™ échantillon daté du 25/03/2015 (20 UFC) et le 5°™ échantillon daté du 31/03/2015 (10
UFC), mais qui restent conformes aux normes, cela est dii probablement a la présence de la flore

banale du beurre et/ou a une contamination lors de la manipulation.

En conclusion, le beurre utilisé présente une bonne qualité microbiologique.
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1.1.2. Cheddar
Tableau XI1: Résultats des analyses microbiologiques du cheddar.
24-mars | 25-mars | 26-mars | 27-mars | 31-mars
Norme Note
Germes El E2 E3 E4 E5
CSR Abs Abs Abs Abs Abs Absence * | Conforme
S.aureus Abs Abs Abs Abs Abs Absence PZ | Conforme

Les résultats des analyses microbiologiques des 15 échantillons du cheddar (3 échantillons pour
chaque analyse) indiquent I’absence totale de tous les germes recherchés (S.aureus et les spores
du Clostridium sulfito-réducteurs), ce qui donne une conformité parfaite aux normes fixées par le

JORA n°35 et/ou les normes fixées par I’entreprise Goumidi.
En conclusion, le cheddar utilisé est de bonne qualité microbiologique.

1.1.3. Poudre de lait
Tableau XI11: Résultats des analyses microbiologiques de la poudre de lait.

27-mars | 28-mars | 29-mars | 30-mars | 31-mars

Germes El E2 E3 E4 E5 Norme Note
Germes totaux 30 20 20 10? 20 2.10° UFC/gPZ | Conforme
Coliformes totaux 0 0 0 0 0 10 UFC/g* Conforme
Coliformes fécaux 0 0 0 0 0 1UFC/gPZ | Conforme
CSR Abs Abs Abs Abs Abs Absence PZ | Conforme
S.aureus Abs Abs Abs Abs Abs Absence PZ | Conforme
Levures et moisissures 0 2 UFC 0 0 0 50 UFC PZ Conforme

D’apreés ces résultats, on remarque la présence des germes totaux dans tous les échantillons : le
1% échantillon daté du 27/03/2015 (30 UFC), le 2°™ échantillon daté du 28/03/2015 (20 UFC),
le 3™ échantillon daté du 29/03/2015 (20 UFC), le 4™ échantillon daté du 30/03/2015 (100
UFC) et le 5°™ échantillon daté du 31/03/2015 (20 UFC), mais cependant ces résultats restent

conformes aux normes, et représentent généralement la flore banale de la poudre.

Toutefois, on remarque une absence totale de tout germe pathogene recherché, ce qui est

conforme aux normes établies par le JORA et celles de I’entreprise.

Par conséquent, on peut dire que la poudre de lait utilisée est de bonne qualité microbiologique.
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1.1.4. Eau de process

Tableau XIV: Résultats des analyses microbiologiques de 1’eau de process.

27 mars | 28 mars | 29 mars | 30 mars | 31 mars
Norme Note
Germes El E2 E3 E4 E5
Germes totaux a .
2 0 7 1 0 20 UFC/gP% | Conforme
22°C
Germes totaux a <10?
12 0 8 1 2 y Conforme
37°C UFC/gP%
Coliformes <10
0 0 0 0 0 y Conforme
totaux / 100ml UFC/gPZ
Coliformes y
0 0 0 0 0 00 UFC/gP% | Conforme
fécaux / 100ml
Streptocoques y
) Abs Abs Abs Abs Abs | Absence PZ | Conforme
fécaux
CSR Abs Abs Abs Abs Abs Absence PZ | Conforme

D’aprées les normes fixées du JORA n° 35 daté le 27 mai 1998 et celles fixées par I’industrie
concernant :
= Les germes totaux a 22°C : On a remarqué leur présence dans trois échantillons : le 1'"
daté du 27/03/2015 (2colonies), le 3°™ échantillon daté du 29/03/2015 (7 colonies) et le
4% gchantillon daté du 30/03/2015 (1 colonie). 11 convient de préciser que ces nombres
sont inférieurs aux normes.
= Les germes totaux a 37°C : On a remarqué leur présence dans quatre échantillons : le
1% daté du 27/03/2015 (12colonies), le 3°™ échantillon daté du 29/03/2015 (8 colonies),
le 4°m échantillon daté du 30/03/2015 (1 colonie) et le 5°™ échantillon daté du
31/03/2015 (2 colonie). Ces nombres sont, également, inférieurs aux normes.

Ces résultats sont dus probablement a des erreurs de manipulation.

= Les coliformes totaux et fécaux, les streptocoques et les spores du Clostridium
sulfito-réducteurs : On remarque une absence totale de ces germes, d’ou la présence
d’une conformité parfaite aux normes, ce qui indique le bon traitement de I’eau avant son

utilisation.

On peut affirmer, donc, que 1’eau de process utilisée est de bonne qualité microbiologique.
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I.1.5. Résultats des analyses du fromage fondu en cours de fabrication
1.1.5.1. Bec de lancement
Tableau XV: Résultats des analyses microbiologiques du fromage fondu en cours de fabrication

(bec de lancement).

31-mars

Germes El |E2| E3 | E4 | E5 Norme Note
Germes totaux 0 0 0 0 0 100 UFC/gP% | Conforme
Coliformes totaux 0 0 0 0 0 100 UFC/gP% | Conforme
Coliformes fécaux 0 0| O 0 0 10 UFC/gP% | Conforme
CSR Abs | Abs| Abs | Abs | Abs | AbsenceP? | Conforme
S.aureus 1 |Abs| Abs | Abs | Abs | 10 UFC/gP%* | Conforme
Levures et moisissures | Abs | Abs| Abs | Abs | Abs Absence * Conforme

Concernant les germes recherchés (les germes totaux, les coliformes, les spores du Clostridium
sulfito-réducteurs, les levures et moisissures), on note une absence totale, ce qui est conforme
aux normes. Concernant le S.aureus on remarque qu’il est présent dans le 1" échantillon
(1colonie) du fait qu’un manipulateur avait un rhume, mais sa présence ne dépasse pas les

normes.

On peut conclure que tous les produits introduits dans le bec du lancement ont une bonne qualité

microbiologique.

1.1.5.2. Aprés stérilisation
Tableau XVI: Résultats des analyses microbiologiques du fromage fondu en cours de

fabrication (apres stérilisation).

31-mars
Norme Note
Germes El |E2 | E3 | E4 | E5
Germes totaux 0 00 0 0 100 UFC/g* | Conforme

Coliformes totaux 0 0] 0 0 | 0 | 100 UFC/gP% | Conforme
Coliformes fécaux 0 | 0| 0| 0] 0] 10UFC/gPZ | Conforme
CSR Abs | Abs| Abs | Abs | Abs|  Absence” | Conforme
S.aureus Abs | Abs| Abs | Abs | Abs| 10 UFC/gP% | Conforme

Levures et moisissures | Abs | Abs| Abs | Abs | Abs Absence * Conforme
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D’apres les résultats obtenus, 1’on remarque une absence totale de tous les germes recherchés, ce
qui signifie qu’il existe un bon traitement thermique lors de la stérilisation au niveau de

I’entreprise Goumidi.

Les résultats donnent une conformité parfaite aux normes et cela indique 1’efficacité du

traitement thermique utilisé lors de la stérilisation.

I.2. Résultats des analyses du fromage fondu (produit fini)

Tableau XVII: Résultats des analyses microbiologiques du fromage fondu (produit fini).

10
Olavr | 15avr | 29avr | 13mai | 27 mai | _
juin Norme Note
Germes El E2 E3 E4 E5 E6
Germes totaux 0 0 0 0 0 0 100 UFC/g* | Conforme
Coliformes 100
0 0 0 0 0 0 . Conforme
totaux UFC/gPZ
Coliformes y
) 0 0 0 0 0 0 10 UFC/gP% | Conforme
fécaux
CS.R Abs Abs Abs Abs Abs Abs | Absence PZ | Conforme
S.aureus Abs Abs Abs Abs Abs Abs | 10 UFC/gPZ% | Conforme
Levures et
o Abs Abs Abs Abs Abs Abs Absence* | Conforme
moisissures

Les résultats obtenus lors des analyses microbiologiques que nous avons effectués dénotent

I’absence totale des germes recherchés ce qui indique une conformité aux normes.

On peut conclure, a cet effet, que le fromage fondu "OKID’S" fabriqué par ’entreprise Goumidi,

est de bonne qualité microbiologique.
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|.3. Résultats des analyses microbiologiques de I’air ambiant

Tableau XVI11: Résultats des analyses microbiologiques de 1’air ambiant.

01-avr 15-avr 29-avr 13-mai 27-mai N
orme
Al |A2 | A3S|AL| A2 | A3 | A1|A2 | A3 | AL | A2 | A3 | Al | A2 | A3
Germes 10
13 0 |27|03| 0|11 01(00| 2 |13 |00 |11 |13 |00]| 2
totaux germes*
S.aureus | Abs | Abs|Abs|Abs|Abs|Abs| Abs|Abs|Abs|Abs|Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Absence*
06
Levures 0 0 1 0 0 3 0 0 1 0 0 4 0 0 1 )
boites*
06
Moisissures| 0 0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 2 0 0 4 ]
boites *

Nos travaux ont été effectués au niveau de trois endroits qui sont: la salle de préparation des

matieres premieres (Al), la salle d’analyse (laboratoire) (A2) et le magasin de stockage A3.

D’aprés les normes fixées par ’entreprise, on remarque :

La présence des germes totaux dans la salle de préparation et dans le magasin de

stockage, alors qu’on a remarqué une absence totale au niveau du laboratoire ce qui

signifie que les analyses ont été effectuées dans des conditions d’asepsie.

derniere ne dépasse pas, cependant, les normes requises.

L’absence totale du S.aureus dans les trois endroits, ce qui est conforme aux normes.

La présence des levures et des moisissures dans la majorité des analyses, mais cette

D’apres les résultats obtenus, on peut affirmer et conclure que les conditions d’hygiene (indices

de la contamination de 1’air) ont été soigneusement respectées.

I.4. Résultats des analyses microbiologiques du personnel

Tableau XIX : Résultats des analyses microbiologiques du personnel.

31-mars

15-avr

29-avr

13-mai

27-mai

Norme

P1

P2 | P3

P1

P2 | P3

P1

P2

P3

P1

P2

P3

P1

P2

P3

totaux

Coliformes

Abs

Abs | Abs

Abs

Abs | Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Absence*

fécaux

Coliformes

Abs

Abs | Abs

Abs

Abs | Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Absence*

S.aureus

Abs | Abs

Abs

Abs | Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Abs

Absence*
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P1 : préparateur au niveau du bec du lancement.
P2 : emballeur.

P3 : personnel du laboratoire.

D’apres les normes fixées par 1’entreprise, on remarque :
= Absence totale des coliformes (totaux et fécaux) d’ou conformité aux normes.
= Absence du S.aureus dans toutes les analyses sauf pour P1 du 31 mars 2015 et la

raison était que cette personne présentait un rhume.

En geénérale, les résultats sont conformes aux normes, et cette conformité est liée,

principalement, a D’application des bonnes pratiques d’hygi¢ne, la formation continue du

personnel et ainsi qu’a I’efficacité des produits de désinfection fournis par 1’entreprise.

I.5. Résultats des analyses microbiologiques des surfaces

Tableau XX: Résultats des analyses microbiologiques des surfaces.

0l-avr 15-avr 29-avr 13-mai 27-mai
22° | 37° | 44° | 22° | 37° | 44° | 22° | 37° | 44° | 22° | 37° | 44° | 22° | 37° | 44° | Norme
c | c|lc|]c|j]cjc|jc|jc|lc|lc|jcjcjc|c|c
Germes
ot Abs | Abs|Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Absence*
otaux
Coliformes
ot Abs | Abs|Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Absence*
otaux
Coliformes
Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Absence*
fécaux
S.aureus | Abs | Abs|Abs|Abs|Abs| Abs | Abs|Abs| Abs|Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Absence*
Levures et
o Abs |Abs|Abs| 4 | 1 | 2 |Abs|Abs|Abs|Abs|Abs|Abs|Abs|Abs|Abs| Absence*
moisissures

Concernant les surfaces des trois étuves utilisées pour I’incubation des milieux de culture, et

d’apres les normes fixées par I’entreprise, on remarque :

= L’absence totale du S.aureus d’ou il y’a conformité aux normes.

= La présence des levures et des moisissures dans les 3 analyses du 15 avril du fait que le

personnel responsable du nettoyage des étuves était absent sans informer le technicien

du laboratoire mais le nombre était, cependant, dans les normes.
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On peut conclure que le protocole des analyses, 1’application de bonne méthode de nettoyage et

I’inspection quotidienne sont bien respectées sans oublier I’efficacité des détergents utilisés.

I1. Résultats des analyses physico-chimiques

I1.1. Résultats des analyses des matiéres premieres

11.1.1. Beurre

Tableau XXI: Résultats des analyses physico-chimiques du beurre.

22-mars | 23-mars | 24-mars | 25-mars | 31-mars
Norme Note
El E2 E3 E4 E5
pH 4.87 4.87 4.87 4.89 4.89 45-5%* | Conforme
EST % 84.20 84.23 84.23 84.23 84.79 84 * Non conforme
MG % 81.9 82 81.9 82 82 82 * Conforme

D’aprés les résultats des analyses physico-chimiques du beurre utilisé pour la fabrication du

fromage fondu on constate que son pH varie entre 4,87 et 4,89 et sa teneur en matiere grasse de

I’ordre de 82 %. Tandis que sa teneur en extrait sec total varie entre 84,20 et 84,79 %, un taux

qui dépasse, 1égérement, la norme prescrite par I’entreprise (84%) mais sans altérer le produit,

cela est df, peut étre, a sa présence, quelques minutes en plus, dans I’étuve et/ou aux conditions

du stockage.

On peut conclure, cependant, que le beurre utilisé est conforme aux normes, donc, il est de bonne

qualité physico-chimique.

11.1.2. Cheddar

Tableau XXII : Résultats des analyses physico-chimiques du cheddar.

24 mars | 25 mars | 26 mars | 27 mars | 31 mars
Norme Note
El E2 E3 E4 E5
pH 5,63 5,63 5,63 5,63 5,72 5,2—-6,2* | Conforme
EST % 53,59 53,74 53,92 52,47 53,88 50-60* | Conforme
H° 46,41 46,26 46,08 46,53 46,12 40-50 * Conforme
MG % 32.2 32 321 31.7 32 30-38 * Conforme
G/S 60,09 59,54 59,53 60,41 59,39 <B5* Conforme
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Les résultats des analyses physico-chimiques du cheddar utilisé pour la fabrication du fromage
fondu montrent que son pH varie entre 5,63 et 5,74 et sa teneur en matiére grasse varie entre
31,7% et 32%. 1l convient de mentionner, également, que son taux d’humidité varie entre 46,08°
et 46,53° et que sa teneur en extrait sec total varie entre 52,27 et 53,92 %, des résultats qui sont

conformes aux normes.

D’aprés ces résultats, on peut affirmer que les conditions du stockage du cheddar utilisé

(température / humidité) sont bien respectées.

11.1.3. Poudre de lait
Tableau XXII1 : Résultats des analyses physico-chimiques de la poudre du lait.

27 mars | 28 mars | 29 mars | 30 mars | 31 mars
Norme Note
El E2 E3 E4 E5
pH 6,33 6,32 6,32 6,32 6,32 6-67" Conforme
EST % 97 96,99 96,92 97,01 97,03 95-97* Conforme
He° 3 3,01 3,08 2,99 2,97 3-5* Conforme
MG % 26,9 27 27,1 27 27 26 Non conforme
G/S 27,73 27,83 27,96 27,83 27,82 <30° Conforme

*: Normes : code principes concernant le lait et les produits laitiers dans la nutrition

humaines : alimentation et nutrition n°® 28 collection FAO

Il convient de constater que les parametres physico-chimiques analysés (EST, humidité, matiere
grasse, pH et rapport G/S) sont conformes aux normes de la FAO, cela est di aux modalités de
fabrication et des bonnes conditions de stockage. En effet, une humidité trop élevée conduit a
I’oxydation de la poudre de lait, tandis qu’un extrait sec total élevé conditionne une bonne

consistance du fromage.
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11.1.4. Eau de process

Tableau XXIV : Résultats des analyses physico-chimiques de 1’eau de process.

27 mars | 28 mars | 29 mars | 30 mars | 31 mars
El E2 E3 E4 ES Norme Note
TA 0,1 00 00 00 0,5 00* Conforme
TAC 28 27,3 27,2 26 27,5 <50* Conforme
TA/ TAC 0,003 0,014 00 00 0,018 1l Conforme
TH 36,2 36 36,2 35,9 36,5 <50 * Conforme
Cr 56,8 56,2 57 56,5 56,8 <60 * Conforme
Cl; 2,3 15 15 2 3 2-3* Conforme
Conductivité 680 680 680 680 680 650 — 700 * | Conforme
pH 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 6-8%* Conforme

Les résultats obtenus lors des analyses physico-chimiques de I’eau de process, concernant le TA,
TAC, le rapport TA/ITAC, TH, CI, Cly, la conductivité et le pH, sont tous conformes aux normes
établies par I’entreprise. Ce qui signifie que 1’entreprise procéde, a 1’évidence, a un bon

traitement de I’eau avant son utilisation.

On peut conclure que 1’eau de process utilisée lors de la fabrication du fromage fondu est de
bonne qualité physico-chimique.
11.2. Résultats des analyses du fromage fondu

11.2.1. Bec de lancement

Tableau XXV : Résultats des analyses physico-chimiques du fromage fondu (bec de lancement).

31 mars
El E2 E3 E4 E5
pH 5,75 5,79 5,82 5,84 5.85
EST % 63 45,85 | 43,83 | 42,66 | 41.99
He° 37 54,15 | 56,17 | 57,34 | 58,01
MG % | 27,50 | 23,50 | 18.70 | 17,70 | 17,50
G/S 43,65 | 51,25 | 42.66 | 41.72 | 41,67
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11.2.2. Apreés stérilisation

Tableau XXVI: Résultats des analyses physico-chimiques du fromage fondu (apres

stérilisation).

31 mars
El E2 E3 E4 E5
pH 5,69 5,69 5,69 5,69 5.69
EST % | 39,64 | 39,61 | 39,63 | 39,62 | 39.59
H° 60,36 | 60,39 | 60,37 | 60,38 | 60,41
MG % | 16,10 | 16,10 | 16,10 | 16,10 | 16,10
G/S 40,61 | 40,64 | 40.62 | 40.63 | 40,66

11.2.3. Résultats des analyses du produit fini

Tableau XXVII : Résultats des analyses physico-chimiques du fromage fondu (produit fini).

Olavr | 15avr | 29 avr | 13 mai | 27 mai | 10 juin
Norme Note
El E2 E3 E4 E5 E6
pH 5,67 5,67 5,67 5,67 5,67 567 |5,2—-6,2P%Z| Conforme
EST % | 39,50 | 39,40 | 39,50 | 39,70 | 39,50 | 39,52 | 38 —40P% | Conforme
H° 60,50 | 60,60 | 60,50 | 60,30 | 60,50 | 60,49 | 60—62PZ | Conforme
MG % 16 16 16 16 16 16 16-17 PZ | Conforme
GIS 40,50 | 40,61 | 40,51 | 40,30 | 40,51 | 40,52 | 40-42PZ | Conforme

D’aprés les résultats obtenus lors des analyses physico-chimiques du produit fini (fromage fondu

en portion) on constate que :

Le pH est stable et est de ’ordre de 5,67, il est conforme a la norme. Etant donné que
’ajustement du pH est une étape trés importante, en ce sens qu’un pH en dehors de cet
intervalle (5,2 a 6,2) ne permette pas d’obtenir la texture et la consistance désirées.
L’extrait sec total varie entre 39,40% et 39,70%, des valeurs qui sont toutes inscrites
dans les normes.

Le taux d’humidité variant entre 60,30° et 60,60° est conforme aux normes du JORA.
Bien qu’un fromage fondu soit un fromage a pate molle, il doit avoir un taux d’humidité
un peu ¢€leve, de fagon qu’il soit un fromage a tartiner.

La teneur en matiere grasse étant de 1’ordre de 16%, teneur qui est conforme aux normes.
Enfin le pourcentage du gras sur sec varie entre 40,30 et 40,61, ce qui donne au produit

une texture tartinable voir tranchable.
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I11. Discussion générale
Cette étude a été établie dans le but de comprendre 1’évolution des paramétres microbiologiques
et physicochimiques qui interviennent durant le procéde de fabrication du fromage fondu

stérilisé :

= Analyses microbiologiques
La présence des spores et leurs formes végeétatives notamment le genre Clostridium (provenant
des fromages utilisés ou des autres matiéres premieres) dans les spécialités fromageres peut
engendrer un risque sanitaire majeur, dans le cas ou les conditions favorables de germination
sont réunies a savoir la température d’activation des spores, I’anaérobiose, un pH relativement

élevé et une ay adéquate.

Les résultats des analyses microbiologiques ont révélé que le fromage fondu «O’kids » présentait
une bonne qualité microbiologique. Le traitement UHT s’avere efficace et aucun germe ni spore
n’ont été détecté, ce qui nous donne une indication sur la bonne pratique du traitement UHT. En
plus, 1’absence de coliformes, des staphylocoques et des SAG persiste jusqu’au produit fini, en
raison de I’application et de I’efficacité des traitements thermiques (cuisson et traitement UHT),
ainsi qu’aux conditions aseptiques, la salubrité et les bonnes conditions d’hygi¢ne de la

conditionneuse, du personnel et de tout 1’atelier.

Les résultats révelent, également, une bonne qualité microbiologique des matieres premieres, a
savoir, la poudre de lait, le cheddar, le beurre et I’eau de process (Sachant que cette eau a subie
un bon traitement de chloration puis une dé-chloration ainsi qu’une diminution et régularisation
des ions Mg?"), ainsi qu’une bonne hygiéne du personnel : par la mise en place des installations
sanitaires, du systéme d’essuyage des mains a usage unique, des vétements de travail propres et

la sensibilisation continue.

= Analyses physico-chimiques :
> pH
L’observation des valeurs expérimentales montre que le pH augmente pendant la phase de fonte.
C’est ainsi que ces résultats concordent avec ceux obtenus par Lee et al. (2004) et Dimitreli et
al. (2005). Ceci peut étre di a I’influence de 1’eau sur 1’environnement ionique du fromage en
induisant 1’ionisation des complexes de phosphate de calcium et des differents groupements

fonctionnels aminoacides.
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Par ailleurs, ces valeurs font preuve d’une diminution significative du pH jusqu’a 5,67 dans le
produit fini, cette chute est probablement due au pouvoir tampon des sels de fonte qui a pu
ajuster le pH a la bonne valeur (Gupta et al., 1984 ; Chambre et al., 1997) ; les sels de fonte
chélatent le calcium lié aux protéines et transforment ainsi le para-caséinate de calcium insoluble
en para-caséinate de sodium soluble, ce qui se traduit par le déroulement et la dissociation des
chaines protéines (peptisation) (Sood et al., 1979; Lee et al., 1986; Marchesseau et al., 1997).

» Extrait sec
Les propriétés fonctionnelles des fromages sont contr6lées par la composition chimique, y
compris le taux d’humidité (McMahon et al., 1999). Le taux de I’extrait sec diminue de fagon
significative au cours du processus de fabrication, cette diminution devient trés nette aprés la

cuisson et reste légere jusqu’a la conditionneuse ou le produit fini avait 39,52 % en extrait sec.

Ces résultats sont trés proches de ceux apportés par Hennelly et al. (2005) et Noronha et al.
(2008b). L’injection de 1’eau froide (25 % de la quantité d’eau totale injectée) dans le mélangeur
peut étre la cause principale de 1’augmentation du taux d’humidité dans le mélange et par
conséquent de la diminution de I’extrait sec. Aprés les traitements thermiques, la pré-cuisson
(68°C a 110°C) et le traitement UHT (132°C a 145°C), il pourrait y avoir des pertes du
condensat qui seront compensées par I’injection de 1’eau chaude a 70°C (75 % de 1’eau totale

ajoutée).

» Matiére grasse
La formule renferme un taux de 30,50 % en matiere grasse. Cette derniere provenait
essentiellement du beurre utilisé et du cheddar ajouté. Aprés la cuisson le taux de matiere grasse

chute jusqu’a 16 %.

La baisse de la teneur en matiére grasse peut étre glosée par ’effet des traitements thermiques,
des sels de fonte qui ont un réle émulsifiant et d’homogénéisation, ce qui engendre une réduction
de la taille des globules gras jusqu’a 1 um (Rayan et al., 1980 ; Heertje et al., 1981; Kimura et
al., 1986 ; Lelievre et al., 1990 ; Tamime et al., 1990) ainsi qu’une destruction de leur
membrane qui est remplacée par la membrane des micelles de caséine et de sub-micelles
(Keenan et al., 1988 ; Michalski et al., 2002) pour former des particules dites pseudo-protéines
qui interagissent avec les micelles de caséine et deviennent par la suite une partie intégrale de la
pate et par consequent échappent a la quantification (Tunick et al., 1997 ; Michalski et al.,
2002).
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> 1.4. Matiére grasse / extrait sec
La diminution du rapport MG/ES peut étre notifiée apres la cuisson du mélange (40,50%). Cette
diminution n’étant pas significative, mais elle indique, toutefois, une réduction du taux de la
matiere grasse pendant le processus de fabrication suite a 1’augmentation de la teneur en eau
dans la pate au cours de la fonte sous ’effet de 1’agitation (Emmons et al., 1980 ; Metzger et
Mistry, 1994 ; Drake et al., 1995). Selon McMahon et al. (1999). Les globules gras peuvent
étre emprisonnées dans les poches du sérum qui seront plus abondantes et plus volumineuses en

raison de I’augmentation du taux d’humidité.
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Au cours de ce travail, nous avons eu ’occasion d’assister avec le personnel de la société
«GOUMIDI» dans la phase de fabrication du fromage fondu UHT, et de participer au controle de
sa qualité a I’effet de donner un sens a notre stage. Lors de cette phase nos avons effectué
differentes analyses pour conformer la qualité du produit fini, et ceci avec le personnel du

laboratoire qui nous a accordé toute sa confiance.

Les résultats des analyses physico-chimiques (pH, EST, MG, H, et également le TA, TAC, TH et
la conductivit¢ en ce qui concerne I’ecau de process), ainsi que ceux des analyses
microbiologiques (coliformes, spore de Clostridium, S.aureus, levures et moisissures) de
matieres premieres (poudre de lait, cheddar, beurre et eau de process), du personnel, de surface et
de I’atmosphére ainsi que du produit fini qu’on a effectué¢ durant la période de stage sont tous

conformes aux normes du JORA n°35 daté le 27 mai 1998, et celles fixées par ’entreprise.

Cependant, I’aération et 1’isolement de chaque endroit et chaque étape de fabrication du fromage
fondu, la fermeture de fenétres et 1’utilisation des appareils de désinfection de 1’air ambiant,
I’hygiéne du personnel et la bonne conduite de traitement UHT qui rend le produit stable méme a
des températures extrémes de conservation, permettent d’obtenir un produit de tres bonne

qualité, a la hauteur, et qui répond aux exigences des consommateurs.

Sur le plan personnel, ce stage a parfaitement répondu a nos aspirations, en ce sens qu’il nous a
permis de redécouvrir 1’industrie agroalimentaire. Il confirme, de ce fait, nos ambitions futures
d’exercer dans ce domaine méme s’il nous reste encore beaucoup a apprendre. En outre, nous
souhaiterions que d’autres études plus poussées y seront €élaborées a 1’effet de donner un élan

sauveur a ce créneau qui permettra a notre économie de remédier a toute importation
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Annexes

Annexe |- Méthode générale de fabrication des fromages.

Egouttage

Taux d’humidité en

%

35% et moins =
pates dure

Méthode d’affinage

Dans la masse

Sans affinage

Dans la masse sans ouverture

35% a 45% = pate ferme

45% a 50% = pate semi-ferme

Crodte lavée

Sans affinage

Dans la masse

50% a 60% = pate molle

N~

Coagulation

Plus de 60 % =
pates fraiche

Crodte lavée

Pate persillé

Cro(te fleurie

Crodte lavée

Pate persillé

Saumurée

Sans affinage

ex.

ex:

ex.

ex.

ex.

ex.

ex.

ex.

ex.

ex:

ex.

ex.

Parmesan

Brins de Gouda
Cheddar

Fin Renard

Mozzarella

Port-salut

Migneron

Roquefort

Camembert
Sir Wilfrid Laurier

Bleubry

Feta

Blche de chévre

Figure 1: Méthode générale de fabrication des fromages (Bergeron., 2012).
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Annexe Il - Classification des fromages (d’apreés J.Kelling 1947).

. Fromages frais

1. Fromage affinés

a coagulation lente: petits-suisses
a coagulation rapide : fromage a la pie

a moisissures a crodite
externes internes | séchée lavée cendrée
coagulation | saint-marcellin
égouttage spontané lente neuf chatel
. Camembert . .
coagulation brie genre bourguignons olivet
rapide . chévre langres vendéme
coulommiers
gorgonzola munster
. carre bleu d’auvergne bel paese
découpage du R .
Y de Dest roquefort livarot
caillé .
bleu du Jura maroilles
pont-I’évéque
découpage et fourme Tilsitt
brassage d’ Ambert
décounage et tome de Savoie saint-paulin
brassg g ot saint-nectaire hollande
égouttage accéléré g reblochon
pression o
hollande étuvée
découpage et cantal cheddar
brassage et chester
pression et laguiole
broyage salers
découpage, sbrinz emmental
brassage, asiago gruyere
cuisson et parmesan comte
pression

I1l. Fromage fondu

Pour éviter de surcharge le tableau, une quarantaine seulement de variétés de fromages y figurent. Mais toutes leurs variétés
qui ne sont pas citées pourraient y trouver place. Il faut noter que tous les fromages inscrits sur le fond en couleur
appartiennent au groupe des fromages « de garde », fromages de longue conservation qui représentent la majeure partie de
la production mondiale.

Figure 2 : Classification de KELLING 1947.
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Annexe I11- Les étapes de fabrication du fromage fondu selon ""Goumidi*'.

Réception de la matiére premiére

- e | e

Fromage

Poudre de lait Beurre

Sels de fonte Pré-fonte

Chambre froide 4°C : Stockage

Cheddar , Beurre

v

Broyage

v

Mélangeur (30°C)

v

Bec du lancement
(90°C)

v
Stérilisation : 140°C/
gg secondes
v
Crémage a 90°C/ 20-
45 min

v

Produit fini

v

Stockage a froid 10-
15°C

Température ambiante :
(poudre de lait)

Ajouter de I’eau

- Emballage
- Mise en boite
- Etiquetage
- Encartonnage

Figure 3 : Etapes de fabrication du fromage fondu selon "Goumidi*.
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Annexe V- Les étapes du traitement de I’eau de process.

Eau de forage Eau de ville
[ [

[

— Citerne n° 01 (50md)
A\ 4

Stockage — Citerne n° 02 (50m?3)
v

— Citerne n° 03 (2 m®)

Filtre & sable

A 4

Filtre a particules (© = 25 um)

\ 4
Filtre a charbon actif

\ 4

Filtre a particules (© = 05 um)

|
* | | *

Adoucisseur n°01 Adoucisseur n°02

Stockage : Bache (11.7 m®)

! }

Chaudiére n°01 Chaudiére n°02

2&re

Vapeur (pression = 05 bar)

AA

O : diameétre

* - Fonctionnement en alternance

Figure 4 : Principales étapes du traitement de 1’eau au niveau de 1’entreprise Goumidi.
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Annexe V- Matériel nécessaire et verrerie.

Matériel nécessaire :

Bain Marie.

Balance électronique.

Bec Bunsen.

Capsule en aluminium.
Centrifugeuse.

Comparateur Lovibond 2000.
Conductimetre.

Couteau stérilisé.

Dessiccateur.

Ecouvillon.

Etuve
= 22 £2°C.
= 30 £2°C.
= 37 £2°C.
= 44 £2°C.
= 103+ 2°C.

PH-métre (Model 9450, Unicam, Cambridge, UK).
Sonde de prélevement.
Spatule.

Portoir

Verrerie :

Bécher de 500 ml.
Boites de Pétri.

Burette graduée.
Butyrometres + godets.
Erlenmeyer de 500 ml.
Fiole jaugée de 1000 ml.
Flacons de 500 ml.

Pipettes Pasteur de : 1 ml, 10 ml et 100 ml.

Tubes & essais + cloches de Durham.
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Annexe VI- Réactifs et milieux de culture.

Réactifs :

Acide éthylene-diamine tétra acétique (EDTA) a 0,02 N.
Acide sulfurique 0,02 N.

Acide sulfurique de densité 1,522.

Acide sulfurique de densité 1,820.

acide sulfurique de densite 1,825.

Alcool iso-amylique

Dichromate de potassium (K2Cr207) a 10%.
Eau de javel.

Nitrate d'argent (AgNO3) a 0,1N.

Noir ériochrome T (NET).

Reactif "Kovacs".

Solution de méthylorange a 0.5 %.

Solution de phénophtaléine 0.5 %.

Solution tampon K10.

Pilules DPD (Deutscher Paket Dienst).

Milieux de culture

Bouillon BCPL (Bouillon Lactosé au Pourpre de Bromocrésol).

Bouillon VBL (bouillon Lactosé Bilié au Vert Brillant).
EPEI (Eau Peptonée Exempte d'Indole).

Gélose Baird Parker.

Gélose PCA (Plate Count Agar).

Gélose Sabouraud.
Gélose VF (Viande-Foie).

Gélose VRBL (gélose Lactosée Biliée au Cristal Violet et au Rouge Neutre).

Milieu de Rothe.
Milieu Eva Lytski.

Milieu Schubert.
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Annexe VII- Composition de milieux de culture.

Tableau I: Composition du Bouillon BCPL (Bouillon Lactosé au Pourpre de Bromocrésol).

= TTYPEONE. .t 59/
= L L LIV T To SRS URSRSRO 39/l
= LLACTOSE .t 549/l
- Pourpre de BromMOCIESOL........c.ciiiiiii e 25 mg/l
S PH A 250 6,7+0,2

Tableau I1: Composition du Bouillon VBL (bouillon Lactose Bilié au Vert Brillant).

- Peptone pancréatique de gEIALINE...........cc.iiiiiiee e 59/l
- EXTrait de VIANGE ..o 39/l
= LLACTOSE e 59/l
S PH A 250 C 6,9+0,2

Tableau I11: Composition d’EPEI (Eau Peptonée Exempte d'Indole).

- Peptone trypsique de CASEINE. . ......ccueeiuiieiieriieeiieeie ettt ettt ete e et e e ere e aaeebeeneeas 10 g/l
e\ 3 USSR PSSTRS 59/l
SEQU PEIMULEE ...ttt ettt 1000 ml

Tableau IV: Composition de gelose PCA (Plate Count Agar).

e I 0100 =TSSP SPRORPI 59/l
e = =T [ L3V U =R 2,59/l
€1 010 SO SURRUOPRSN 19/
AN F- LG AN T T SO S USSR ORURSPORO 15 g/l

S PH A 25°C e, 72402
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Tableau V: Composition du milieu Sabouraud.

= EXTraIt A& JBVUIE......oo bbb 39/
= L L0 (= 1T L SRS 39/l
e =1 0] (0] 1= TSR 59/l
= DBXIIOSE ...ttt h et e e R e e b e e be e e e nneeenes 10 g/l
A0 L (o - T SRS PT TR UPRUPRPPPRPP 20 g/l
S PH @ 250 C 6,2+0,2

Tableau VI: Composition du milieu Baird Parker pré-coulée.

LY/ 80 1O T SO PRTPPP 9,479
Ol o =T [TV F= Lo [ 4,74 g
o =L [ L1V U= 0,959
= PYruvate de SOUIUIM ......c.viiieiiecee ettt sttt e e e ene e 94749
€1 1Yo 1 1 OSSR SPS 11,37 g
= ChlIorure de TNIUML ... e s r e e s et e e s s sbaeeeeaans 4,74 g
- Agar agar DaCLErIOIOGIQUE. ......c..eui ettt 14,21 g
= FIDFINOGENE DOVIN ..ottt reenae s 500
= INNIDItEUN A& trYPSINE....c.ei et reene e 25,0 mg
- Tellurite de POLASSTUM......c.eiiiieii e 25,0 mg
- Plasma de 1apin, EDTA. ...ttt sneeaeeneennens 25,0 ml
S BAUL e 1000 ml
D 72402

Tableau VI11: Composition de gélose VF (Viande-Foie).

- Peptone VIaNde-TOIB. .........coiiie e 30 g/l
= GIUCOSE ..ttt b bbbttt b e 29/l
= AMIAON SOIUDIE.......eo e 29/l
= SUITITE & SOUIUM.....c.viieiiie ettt esre e e e e e sreenee s 2,50/l
- Citrate de fer ammoniacal ............ccoveiiiiiii i 0,59/l
= AAGAE QAT .ottt bRt b ettt n e b 11 g/l

SPH A 25%C e, 7,6 £0,2
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Tableau VI11: Composition de la gelose VRBL (lactosee biliee au cristal violet et au rouge

neutre).

SPEPLONE ... e 1,00

= EXEFAIT A8 IEVUIE... .ottt e e e sae e e reeee e 300
I I T (0 1T T 100¢g
L= S o] 1T U1 =R 159
= Chlorure de SOUIUM .....c.oiiieiece ettt e re e e e e sreenesneesreeneens 5090
= ROUGE NBULTE. ..ottt nbb e be e e e 30,0 mg
O 15| IRV T0] (=] SRR 2,0 mg
= AAGAI-AGAN ...t 12a18¢g
S B bbb b et r e e 1000 ml
DH . 7.4+0,2

Tableau IX: Composition du milieu de Rothe.

SIC D/IC
SPePtONe ... 20 O 40 g/l
= GIUCOSE ...ttt 54l 10 g/l
S INACH oo e 59/l 10 g/l
- Monohydrogenophosphate de potassium.............ccccoevvereeieieene e 2,79/l 54 g/l
- DihydrogenopHospahte de potasSium..........cccoeieierinieicnene e 2,7 g/l 5,4 g/l
o VAo (30 [0 o [TV o 0,29/l 0,4 g/l
= QU PEIMULEE. ...ttt et e e te e sae e ste e e neeae e 1000 ml
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Tableau X: Composition du milieu Eva Lytski.

SPEPLONE ... e snesneesnneeneeennees 20 @]

€1 1001 OSSP 59/l
N\ L USROS 59/l
- Monohydrogenophosphate de POtasSIUM............cceeriiiieierinei e 2,7 g/l

- DihydrogenopHospahte de POtasSIUM..........ccoiiiiriiiiinisieee e 2,79/l
e A4 0 (3 [T o Lo | 1V USSR 0,39/l
e =101V V2T ] =] oSSR 0.0005 g/I
= BAU PEIMULEE......c.ooiiiei ettt 1000 ml
DH e, 6,8 +0,2

Tableau XI: Composition du milieu Schubert.

STIYPLONE o .eei e et ereesneeseeseneeneesnneenneennneennes 10 ]

S I 010] o] = - T TSRS 0,2 g/l
= ACIAE GIULAMIGUE. ... .e ettt e te e reete s e re e 0,2 g/l
e 17/ U2 211 o) R 7,59/
- Sulfate de MAGNESIUM ........oiiiiiiieee et sb e 7,59/l
- Sulfate damMmMONIUM..........ooiiie e ra e re e e seenae s 0,4 g/l
= CIrAtE e SOUIUML.....uii et e e e te e e s ae e te e e e sreenteaneeas 0,59/
SINAC L bbbttt 2 g/l
- PROSPNALE AISOUIQUE ...t 4 g/l



https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_magn%C3%A9sium
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Annexe VIII- La table de Mac Grady

2 tubes par dilution

3 tubes par dilution

Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
caractéristique de caractéristique de caractéristique de caractéristique de
cellules cellules cellules cellules
000 0.0 000 0.0 201 1.4 302 6.5
001 0.5 001 0.3 202 2.0 310 45
010 0.5 010 0.3 210 15 311 7.5
011 0.9 011 0.6 211 2.0 312 115
020 0.9 020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.6 100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 1.2 101 0.7 221 3.0 321 15.0
110 1.3 102 1.1 222 35 322 20.0
111 2.0 110 0.7 223 4.0 323 30.0
120 2.0 111 1.1 230 3.0 330 25.0
121 3.0 120 1.1 231 35 331 45.0
200 2.5 121 15 232 4.0 332 110.0
201 5.0 130 1.6 300 2.5 333 140.0
210 6.0 200 0.9 301 4.0
211 13.0
212 20.0
220 25.0
221 70.0
222 110.0
5 tubes par dilution
Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
caractéristique de caractéristique de caracteristique de caracteristique de
cellules cellules cellules cellules
000 0.0 203 1.2 400 1.3 513 8.5
001 0.2 210 0.7 401 1.7 520 5.0
002 0.4 211 0.9 402 2.0 521 7.0
010 0.2 212 1.2 403 2.5 522 9.5
011 0.4 220 0.9 410 1.7 523 12.0
012 0.6 221 1.2 411 2.0 524 15.0
020 0.4 222 1.4 412 2.5 525 175
021 0.6 230 1.2 420 2.0 530 8.0
030 0.6 231 1.4 421 2.5 531 11.0
100 0.2 240 1.4 422 3.0 532 14.0
101 0.4 300 0.8 430 2.5 533 175
102 0.6 301 1.1 431 3.0 534 20.0
103 0.8 302 1.4 432 4.0 535 25.0
110 0.4 310 1.1 440 35 540 13.0
111 0.6 311 14 441 4.0 541 17.0
112 0.8 312 1.7 450 4.0 542 25.0
120 0.6 313 2.0 451 5.0 543 30.0
121 0.8 320 1.4 500 2.5 544 35.0
122 1.0 321 1.7 501 3.0 545 45.0
130 0.8 322 2.0 502 4.0 550 25.0
131 1.0 330 1.7 503 6.0 551 35.0
140 1.1 331 2.0 504 7.5 552 60.0
200 0.5 340 2.0 510 35 553 90.0
201 0.7 341 2.5 511 45 554 160.0
202 0.9 350 2.5 512 6.0 555 180.0

Figure 5: Table de Mac Grady.
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Annexe |1 X- Dates des prélevements et quantités prélevées

Tableau XI1: Dates de prélevement et quantites prélevées

Matiere

Dates et quantités des prélévements

Beurre

22 mars 2015
23 mars 2015 :
24 mars 2015 :
25 mars 2015 :
31 mars 2015 :

: 1 bloc de 25 kg

1 bloc de 25 kg
1 bloc de 25 kg
1 bloc de 25 kg
1 bloc de 25 kg

Cheddar

22 mars 2015

23 mars 2015 :
24 mars 2015 .
25 mars 2015 :
31 mars 2015 :

: 100g x 3 fois
100g x 3 fois
100g x 3 fois
100g x 3 fois
100g x 3 fois

Poudre de lait

22 mars 2015 :
23 mars 2015 :
24 mars 2015 :
25 mars 2015 :
31 mars 2015 :

100g x 3 fois
100g x 3 fois
100g x 3 fois
100g x 3 fois
100g x 3 fois

Eau de process

22 mars 2015 :
23 mars 2015 :
24 mars 2015 :
25 mars 2015 :
31 mars 2015 :

500 ml x 3 fois
500 ml x 3 fois
500 ml x 3 fois
500 ml x 3 fois
500 ml x 3 fois

Produit en cours de fabrication

31 mars 2015 : 250g

Produit fini

01 avril 2015 : 5 boites de 16 portions




