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Résumé

Résumé :

L’objectif de I’étude est 1’évaluation des qualités microbiologiques, physicochimiques
d’un fromage fondu, fabriquer et commercialiser dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj- Nord-
Est d’Algérie. Quarante-deux échantillons, collectés durant le mois d’Avril 2018, la moitié
(21echantillons) était conservée a température04°C, le reste stocké a 25°C, pendant trois
semaines. Des analyses, des échantillons, aprés ouverture d’emballage et exposition du leur
contenu a 1’air ambiant pendant deux heures, ont été effectué. Des tests physico-chimique,
apres conservation, a 4°C et 25°C ont donné les valeurs moyennes pH :(5,54- 5,62), Acidité
titrable : (16,72D°- 18,18D°), Conductivité (4,41ms/cm-4,53ms/cm), Extrait sec total
(53,66%- 55,6%), taux d’humidité relative (46,4%- 44,46%) respectivement. Résultats des
tests réalisés, apres 1’ouverture directe d’emballage et son exposition a I’air ambiant pendant
deux heures étaient respectivement : pH :(5,68- 5,57), Acidité titrable : (16,72 -20,24D°),
Conductivité (4,48 ms/cm- 4,69 ms/cm), Extrait sec total (57,8%- 61%), taux d’humidité
relative : (42,2%-39%). Dénombrement des flores microbienne sa révélé une stabilité et
conformité du produit aux normes nationales, pendant la premiere et la deuxieme semaine de
conservation a 4°C et & 25°C. Idem pour les échantillons exposer a I’air ambiant. Une légére
augmentation, de la flore totale mésophile, a été enregistrée pour les deux températures (04 °C
et 25 °C) durant la troisiéme semaine de conservation, estimée en UFC/g, a:(1,9x10%,
(2x10%) respectivement. Les résultats méritent d’étre approfondie par un plan
d’échantillonnage plus représentatif et par plus test physico-chimiques et bactériologiques.

Mots clés: Fromage fondu, Stabilité, Conservation, Test physico-chimique, Analyse
microbiologique, Température.
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l. Introduction

La fermentation du lait a été utilisée depuis longtemps, pour prolonger sa
conservation. La transformation du lait en fromage, était un moyen de conservation du lait
(Ghammas et al., 2006).En fait, toutes les populations humaines, pratiquant 1’élevage, ont su
développer des modes traditionnels de fermentation des laits, d’ou une panoplie de produits
laitiers  fermentés, dont certains sont maintenant fabriqués industriellement
(Ghammas et al.,2006 ;Patrignani et al., 2006). L’Algérie est le premier consommateur du
lait au Maghreb, avec un marché annuel estimé, a 1,7 milliard de litres (Meribai et al., 2016),
un taux de croissance de 8% par le cheptel bovin, le reste est constitué par de lait de brebis et
le lait de chévre, alors que la production laitiere cameline est marginale (Harek
et al.,2010 ; Meribai et al., 2016).En Algérie le lait occupe une place importante dans la
ration alimentaire de chacun, quel que soit son revenu, en 1990 on estime que le lait a compté
pour 65,5% dans la consommation de protéines d’origine animales (Amellal, 1995).

Les fromages sont les sources des protéines d’origines animales (Coulon, 2005;Eck et
Gillis, 2006). Les catégories fromagéres les plus produits, les plus consommés en Algérie,
sont les fromages fondus. La quantité consommée a été estimée, en 2015, a 101273 tonnes,
soit une moyenne de 2,51 Kg/an/ habitant (Anonyme 1: CNIS, 2015). Les fromages fondus
sont commercialisés sous plusieurs types: tartinables, en bloc et semi-liquides. lls sont
également déclinés en plusieurs saveurs (Eck et Gillis, 1997). Les meilleures marques
utilisent du fromage cheddar comme matiere premiere, mais de nombreux petits fabricants
utilisent des mélanges de différentes matiéres premiéres. Le fromage fondu est basé sur une
technologie beaucoup plus récente que celle du fromage traditionnel. Cette technologie
stabilise les nutriments laitiers pendant une longue durée en conservant les plus ou moins
produit fini I’aspect d’un fromage (Boutonnier, 2000).

En Algérie, le procédé de fabrication fromagere, consiste a mélanger plusieurs
matieres premiéres telles que le fromage cheddar, le lait en poudre, les graisses, les protéines
de lait, ’amidon modifier, les sels de fonte et les régulateurs de pH. Le mélange est chauffé a
72 °C a 86 °C pendant 10 minutes ou a 92-94°C pendant 10 minutes pour le fromage
pasteurisé. Tandis que pour le fromage stérilisé en UHT, le traitement thermique appliqué est
d’environ 140 °C pendant 2 a 4 secondes (Anonyme 5: Ministére de Com, 2015).

En outre, le fromage fondu, de par sa consistance (rhéologie) et ces caractéristiques
biochimique a I’exemple de I’activité de 1’eau (aw), du taux d’humidité relative (Hr%) est un
vecteur potentiel des flores et espéces pathogéne et/ou toxinogene: des toxi-infections ou

Staphylococcus sp (Meyrand et al., 1998 ;Hait, 2012 ; Rosengren, 2012), Salmonella sp
1
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et Listeria monocytogenes (D’Amico et Donnelly, 2017 ), ont été enregistré; d’ou
I’importance d’une parfaite maitrise des points critiques, pour un control microbiologique
rigoureux lors de la fabrication, de conservation et de distribution. La stabilité des fromages
fondus, pendant leur conservation et durant leur commercialisation, est un sujet de recherche
tres controversé (O’Brien et O’Connor, 2017). Les fromage, durant leurs conservation,
méme a basse température, peuvent étre sujet a des modifications d’ordre organoleptiques
(Bunka et al., 2008), des modifications physicochimiques (Bunka et al., 2008 ; Bubelova
et al., 2014)et méme a des contaminations microbiennes (Chambre et Daurelles 1997 ;
Bunkova et al., 2014).

Dans ce contexte précis, se situé 1’objectif préalablement fixé, de la présente étude
consistant a explorer la stabilité physico-chimique et microbiologique, durant la conservation
a différente température (04°C et 25°C) et pendant différente durées (01semaine, 02semaine,
03semaine), d’un effectif de (42) échantillons, de fromage fondu commercialisé, collecté du
marché local de la wilaya de Bordj Bou Arréridj, Nord-Est d’Algérie.

La caractérisation physico-chimique sera validé par réalisation des tests suivants : (pH,
Acidité titrable en degré dornic (°D), Conductivité (ms/cm), Extrait sec total (EST %),
Humidité relative (Hr%). Microbiologique par recherche et dénombrement (en UFC/g) des
flores et especes suivants : (Flore Totale Aérobie Mésophile, Coliformes totaux et fécaux,
levures et moisissures, Staphylococcus aureus, Salmonella sp, Clostridium sulfito- réducteur).
L’ensemble des résultats des différentes analyses seront confrontés aux normes nationaleset
internationales.

Le probléme de stabilité physico-chimique et microbiologique se pose avec acuité,
lors de sa conservation et de sa mise sur le marché, quelles sont ces qualités pour les fromages
fondus, fabriqués et commercialisés en Algérie.

Ce mémoire est subdivise en deux parties. La premiére partie probne une mise au point
bibliographique. Elle subdivise en deux chapitres. Le premier chapitre est une généralité sur le
lait. Le deuxiéme chapitre dresse une genéralité sur le fromage fondu.
Dans la seconde partie, nous avons étudies en détail :
- Le matériel et les méthodes pour 1’analyse physico-chimique et microbiologique du
fromage fondu.
- Les résultats obtenus sont ensuite présenté et discuté.

Enfin une conclusion générale.
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1. Généralité sur le lait
1.1. Définition du lait

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

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la
réfrigération a la ferme. La date limite de vente correspond au lendemain du jour de la traite.

Le lait cru doit étre porté a la réfrigération et consommeé dans les 24h (Fredot, 2006).
1.2. Composition et caracteéristiques physico-chimiques du lait selon les

races

Du point de vue physicochimique, le lait est un produit trés complexe, la connaissance
approfondie de sa composition, de sa structure et de ses propriétés physiques et chimiques est
indispensable a la compréhension des transformations du lait et des produits laitiers obtenus
lors des différents traitements industriels (Amiot et al., 2002).

Comme le montre le tableau I, les laits sécrétés par les différentes especes de
mammiféres présentent des caractéristiques communes et contiennent les mémes catégories
de composants: eau, protéines, lactose, (matieres grasses lipides) et minérales. Cependant, les
proportions respectives de ces composants varient largement d’une espéce a ’autre (Alves
D’Oliviera, 2007). Dans beaucoup de travaux, cités dans la littérature, le nombre
d’échantillons analysés est limité, ce qui entraine une certaine marge d’erreur, mais suffit pour
affirmer des différences inter especes marquées (Ramet, 1993 ; moslah, 1994).

Tableau I: Composition et caractéristiques physico-chimiques des laits des trois races

laitieres bovine, ovine et caprine (Berre, 1999).

Espéces Vache Chévre Brebis
Composition Protéines (g/l) 32 34.1 57,2
Caséines (g/l) 26,0 26,0 44,6
Glucides (g/l) 46 48 44
Lipides (g/l) 37 42 75
Choléstérol (mg/l) 14 11 11
Vitamine B1 (mg/l) 0,42 0,41 0,85
Vitamine E (mg/l) 01,1 01,8 01,6
Acide nicotinique (mg/l) | 0,92 03,28 04,28
Acide folique (mg/l) 0,053 0,006 0,006
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Calcium (mg/l) 01,25 01,35 02,0
Magnésium (mg/l) 0,12 0,14 0,18
Fer (mg/l) 0,20-0,50 |0,2 0,55-01,5
Zinc (mg/l) 03-06 03,20 01-10
Manganeése (mg/l) 0,01-0,03 | 0,06 0,08-0,36
caractéristiques pH-20C° 6,6-6,8 6,45-6,6 6,50-6,85
Acidité titrable (°D) 15-17 14-18 22-25
Conductivité (Simens) 45.10-4 43-56.10" | 38.10-4
Extrait sec g/l 128 134 183

Les principaux constituants du lait sont donc par ordre décroissant de 1’eau tres
majoritairement, des glucides, représentés principalement par le lactose, des lipides
essentiellement des triglycérides, rassemblés en globules gras, des protéines: caséines
rassemblés en micelles, albumines et globulines solubles, des sels et minéraux a 1’état ionique
et moléculaire et des éléments a 1’état de traces mais au réle biologique important : enzymes,
vitamines, oligo-éléments (Pougheon, 2001).

1.3. Composition microbiologique du lait

Les micro-organismes du lait sont répartis en deux classes:
1.3.1. La microflore indigene ou originelle

Ensemble des micro-organismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis, ces micro-
organismes dépendent de I’alimentation, de la race et d’autres facteurs. Les genres dominants
en sont principalement des micro-organismes mésophiles Micrococcussp, Lactobacillus,
Streptococcus ou Lactococcus et les bactéries a (Gram négatif) (Lamontagne et al., 2002).
1.3.2. La microflore contaminant

Ensemble des micro-organismes ajoutés au lait de la récolte jusqu'a la consommation.
Elle peut étre composée soit d’une flore d’altération qui causera des défauts sensoriels ou qui
réduira la durée de conservation des produits; soit d’une flore pathogéne capable de provoquer
des malaises chez les personnes qui consomment ces produits laitiers (Lamontagne et al.,
2002).

1.4. Les produits laitiers

A partir du lait, ’homme est capable de produire tout la famille des produits laitiers. Il
existe de nombreux procédés technologiques propres a chaque produit laitier: (yaourt,

fromage, creme, beurre, etc.) :
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1.4.1. Crémes laitiére et beurre

Le beurre et la cremes laitieres rassemblent principalement les lipides du lait et de
I’eau (10a 15%). Beurre et créme fraiche sont fabriques a partir du lait, et le plus souvent
comme sous-produits de la fabrication du fromage du fait de la standardisation en matieres
grasses (Christiane, 2010).
1.4.2. Yaourt

Le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique grace a
I’action de Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus a partir du lait frais ainsi
que du lait pasteurisé avec ou sans addition de substances (lait en poudre, les protéines...). les
micro-organismes du produit final doivent étre viables et abondants (Ngounou et al., 2003).
1.4.3. Fromage

Les fromages sont des formes de conservation ancestrale de la matiére utile de lait
(protéines, matiére grasse ainsi qu’une partie de calcium et le phosphore). lls sont issus de lait
de vache, chévre ou brebis. Leurs qualités nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées
par I’homme dans tout le globe (Belbeldi, 2013).
1.5. Ferments lactiques
1.5.1. Définition

On définit les levains ou ferments lactiques comme étant des cultures pures ou des
mélanges de bactéries lactiques sélectionnées et utilisées pour la fabrication de produits
fermentés comme les yaourts, les fromages (Leroy et De Vuyst, 2004; Mayra-Makien et
Bigret, 2004).
1.5.2. Types de ferments lactiques

Les ferments lactiques peuvent étre classés en se basant sur leur fonction, ou leur
composition (Carminati et al., 2010) .
1.5.2.1. Selon la composition

Selon la Fédération Internationale de laiterie, (1997), les ferments lactiques peuvent
étre classés en deux catégories :
1.5.2.1.1. Ferments purs

Constitués d'une souche d'une seule espéce bien caractérisée, c'est-a-dire une culture

provenant en principe d’une seule cellule bactérienne.

1.5.2.1.2. Ferments mixtes
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Ils sont formées d'un mélange de souches en nombre et en proportions indéfinis, ces
souches appartiennent aux différents types lysotypiques et ont donc, en général, une bonne
activité acidifiante.
1.5.2.1.3. Ferments mixtes sélectionnés

Contiennent plusieurs souches bien définies, issues d'une ou de plusieurs especes et les
proportions entre les souches sont connues et définies selon le cahier des charges de
I'utilisateur.

1.5.3. Roles des ferments lactiques

Les ferments utilisés pour la fabrication de fromage comprennent principalement les
genres des bactéries lactiques Lactococcus, Leuconostoc, Streptocoques, Lactobacillus et
Entérococcus lors de la production, la croissance des bactéries du ferment, flore primaire, est
principalement responsable de l'acidification du lait en metabolisant le lactose en acide
lactique (Abdoune, 2003).

Tableau I1: Role des ferments lactiques en fromagerie (Branger, Richer et Roustel, 2007).

Propriétés des ferments lactiques Effet sur le produit

Transformer les sucres en acide lactique Abaissement du pH :

-Conservation des produits

-Modification de la micelle de caséine
-Solubilisation des minéraux liés a la caséine :
-Action sur I’égouttage du caillé (teneur en eau)
-Action sur la texture des fromages

Diminution de la concentration en lactose :
-Production de lactate (action sue la flaveur du
fromage)

Transformer les sucres en CO, Libération de CO,:

-Ouverture utile en pates molles et pates
persillées

-Ouverture nuisible en pates pressées

Transformer les citrates Formation de di acétyle
-Recherché en fromages a péte fraiche et a pate
molle

Transformer la caséine Protéolyse pendant la maturation

-Activation de la croissance (peptides, acide
amines)

Protéolyse pendant I’affinage

-Modification de la texture, couleur, flaveur

Produire des polysaccharides Epaississement du milieu pour les pates fraiches
-Augmentation de la viscosité par libération de
polysaccharide pendant la fermentation lactique
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2. Geéneralité sur le fromage fondu
2.1. Historique

Le lait étant trés périssable, le fromage a été I'un des premiers moyens de sa
conservation. Cependant, méme le fromage n’offre qu’une stabilité relative et variable
(Richonnet, 2016). C'est a deux industriels suisses, Walter Gerber et Fritz Stetter, que peut
étre attribuée en 1911 la paternité de la fabrication industrielle du fromage fondu a Thun
(canton de Berne) a partir de citrate de sodium et d'emmental (Roustel, 2014).

2.2. Définition du fromage fondu

Selon Andre et Gillis(1997), le fromage fondu est un produit moderne obtenu par le
mélange de fromage de différentes origines et a différents stades d’affinage, avec des sels de
fonte. Ce mélange est broyé puis chauffé sous vide partiel et agitation constante jusqu’a
I’obtention d’une masse homogéne qui est conditionnée dans un emballage protecteur. Il
présente plusieurs avantages parmi lequel:

v C’est un produit stable par traitement thermique, ceci lui confére d’excellente qualité
de conservation et une bonne commercialisation, cette commercialisation est assurée méme
dans les zones a climat chaud .

v" Il a une excellente valeur nutritionnelle .

v C’est un produit a golit doux et régulier. Il posséde une large possibilité de
présentation, d’usage et d’aromatisation.

2.3. Classification du fromage fondu
2.3.1. Classification selon la forme

v Fromage fondu en bloc

C’est le plus ancien des fromages fondus. L’extrait sec total est relativement élevé en
regard rapport matiére grasse / matiere seche (MG/ MS). Il a une consistance ferme et une
bonne élasticité. Le coulage s’effectue sous forme de blocs de poids différents, mais aussi de
plus en plus sous forme de tranche (Anonyme, 1989).

v Fromage fondu en portion

La condition en portion concerne aussi bien le fromage fondu a couper que le fromage a
tartiner. La différence entre le fromage a couper et le fromage a tartiner réside dans le rapport
MG/ ES. L’extrait sec de fromage a tartiner est généralement de 43% et celui du fromage a

couper arrive a 48%(Anonymell. 1991).
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v Fromage fondu en boites métalliques
Le produit est stérilisé, si le stockage est prolongé, une altération de la texture du
fromage, ainsi que I’aspect et le goiit par réaction de Maillard, sont a craindre (Kiboua,
1992).
v Fromage fondu en tranche
Les tranches sont obtenues soit en formant des bandes qui seront découpées, soit en
moulant le fromage en forme d’un tube, il posséde un rapport matiére grasse/ matiere séche
élevé (Kiboua, 1992).
v Fromage fondu tartinable
C’est le processus de crémage qui permet en partie de régler la consistance du produit
fini et de lui conférer une certaine tartinabilité. Ces produits peuvent étre aromatisés et
conditionnés en emballages souples (portions) ou rigides (pots, parquettes, tubes)
(Boutonnier, 2000).
v" Fromage fondu thermostable
C’est un fromage fondu qui ne doit pas fonder lorsqu’on le soumet a une nouvelle
source de chaleur. Il subit un crémage trés poussé (Boutonnier, 2000).
2.3.2. Classification selon la teneur en matiere grasse
Selon la teneur en matiere grasse de 1’extrait sec (MG/ES), les fromages fondus peuvent
se diviser en sept catégories (Tableau I11) .

Tableau 111 : Classification des fromages fondus (Anonyme : DFI, 2009).

Catégorie selon la | Teneur minimale Fromage fondu Fromage fondu a tartiner
teneur en MG MGI/ES en g/kg ES minimale en | ES en minimale en g/kg
g/kg

Double creme. 650 530 450

Créme 550 500 450

Gras 450 500 400

Trois-quarts gras 350 450 400

Demis- gras 250 400 300

Quiart- gras 150 400 300

Maigre Moins de 150 400 300
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2.4. Composition et valeur énergétique du fromage fondu

Le fromage fondu se compose de plusieurs éléments cités dans le tableau 1V.
Tableau IV: composition du fromage fondu. (Feinberg et al., 1987).

Eléments constitutifs du fromage fondu Composition moyenne
Eau (g/kg) 32
Glucides (g/kg) 18,3
Protéines (g/kg) 38
Lipides (g/kg) 25,4
Sodium (mg/kg) 1600
Calcium (g/kQg) 940
Phosphates (mg/kg) 11740
Magnésium (mg/kg) 25
Potassium (mg/kg) 760
Energie(Kcal) 292

2.5. Caractéristiques des fromages fondus
2.5.1. Caractéristiques physico-chimiques et biochimiques

Le fromage fondu est un systeme complexe composé de protéines, de matiere grasse, de
sels minéraux et d'autres ingrédients (Dantas, 1995). Ses principales caractéristiques sont:
2.5.1.1. pH
Le pH du fromage fondus varie entre 5,3 & 5,8 selon (Eck et Gillis, 1997), 5,4 et 5,8 selon
(Roustel, 2014) et 5,50 a 5,55 d’apres (Roustel et Boutonnier, 2015).
2.5.1.2. L’extrait sec total et la teneur en eau

La teneur en matiére séche du fromage fondu varie de 29, 34 et 50% pour les fromages
fondus avec une teneur minimale en fromage de 51% pour un rapport G/S allant de G/S < a
30%, G/S > 30% et G/S > 50% respectivement (Anonyme : CODEX ALIMENTARIEUS,
2015).

Alors qu’en 2016, Richonnet préconise un taux de 50% de matiere séche dans les
fromages fondus.

L’augmentation de la teneur en humidité des fromages facilite le processus d’échange
d’ions et conduit a une augmentation du coefficient de peptisation. De ce fait il a été montré
que plus les caséines sont hydratées, plus leur structure est ouverte, ce qui permet aux sels de
fonte de pénétrer plus facilement les molécules des caséines et d’améliorer le phénomene de

peptisation (Dimitreli et Thomareis, 2005).
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2.5.1.3. Protéines

Le fromage fondu contient 189 de protéines/100g de fromage et entre 10 a 17g /100g de
fromage selon (Eck et Gillis, 1997) et (Richonnet, 2016) respectivement. Les fromages
fondus présentent globalement moins de protéines que les autres fromages: Environ 10 a
17g/100g contre 22 & 27g/100g pour les pates molles et pates pressées non cuites. La source
des protéines dans les fromages fondus est représentée par les ingrédients laitiers tels que le
lait, les fromages et les concentrés protéiques principalement. La qualité nutritionnelle de ces
protéines laitieres repose sur une forte digestibilité (> 95%), et une composition en acides
aminés indispensables particulierement bien équilibrée permettant de satisfaire les besoins de
I’homme (Debry, 2001). Dans les fromages fondus, les caséines sont les protéines
majoritaires (92 % des protéines), caractérisées par une teneur élevée en proline et un taux
relativement faible en acides aminés soufrés (cystéine notamment) (Richonnet, 2016).
2.5.1.4. Lipides

La teneur des fromages fondus en lipides est de ’ordre de 21 a 22g/100g de fromage
selon Richonnet (2016) alors que (Oliveira et al., 2016), rapportent une teneur en lipides de
30%. Les lipides présents dans les fromages fondus sont exclusivement issus des matieres
grasses laitieres apportées par leurs ingrédients: fromages, lait, beurre, créme ou matiere
grasse laitiere. La composition de la matiére grasse des fromages fondus est donc en tout
point comparable a la matiére grasse laitiere. Présentée sous forme bien émulsionnée, sa
digestibilité est optimale et elle est caractérisée par sa richesse en acides gras saturés (AGS):
60-65% des acides gras (Legrand, 2008).1lI convient donc de choisir les fromages les moins
gras au quotidien. Les fromages fondus, surtout dans leurs versions allégées, peuvent étre de
bons choix puisqu’ils apportent environ 22 % de matiéres grasses, ou 15 % dans les versions
allégées, contre 26 % pour les pates molles (Camembert 20%) et 28% pour les pates pressées
(Crédoc, 2013).
2.5.1.5. Lactose

La teneur en lactose dans les fromages fondus est de 1’ordre de 6,5 a 7g/100g de
fromage fondu. Cette teneur a une influence sur la consistance du produit fini. Le lactose a un
effet favorable sur la plastification et la structuration du gel, ce qui favorise la tartinabilité du
fondu. Cependant, son taux d’incorporation ne doit pas €tre trop élevé pour éviter 1’apparition
du godt sucré et les réactions de Maillard, voire de cristallisation du lactose (Anonymel5.
EFSA, 2010).

10
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2.5.1.6. Cendres

Les sels minéraux du fromage fondu sont constitués des sels de fonte ajoutés au cours
de la fabrication et des sels contenus dans le fromage matiere premiere (Varunsatian et al.,
1983). Les sels de fonte sont des agents importants pour la fabrication de fromages fondus, ils
sont d'ailleurs a l'origine de l'industrie de la fonte. Parmi les sels de fonte les plus utilisés en
industrie fromagere: I'orthophosphate monosodique, Phosphate disodique, Phosphate
trisodique, Tétrapolyphosphate de sodium et Citrate trisodique (Roustel, 2014). Le taux
maximal de sels de fonte autorisé est de I’ordre de 2 a 3% selon Eck et Gillis (1997).
2.5.1.7. Calcium

Les fromages fondus contiennent en moyenne 562 a 576mg de calcium pour 100g de
fromage. Le calcium provient des fromages et du lait mis en ceuvre mais aussi parfois de
vecteurs d’enrichissement comme les concentrés calciques laitiers ou du phosphate de
calcium employés pour enrichir ces fromages en calcium. Chez I’enfant, la consommation de
fromages fondus participe donc a la couverture du besoin nutritionnel moyen en calcium et se
traduit par un meilleur statut en calcium chez les consommateurs (Weaver et al., 1999).
2.5.1.8. Sodium

Le sodium présent dans les fromages fondus a trois origines: Les fromages ingrédients,
les sels de fonte sodiques et le chlorure de sodium (sel de cuisine) ajouté lors de la production.
Avec une moyenne de 737mg a 1600mg de sodium (Richonnet, 2016).
2.6. Technologie de fabrication du fromage fondu

Le «fromage fondu» est obtenu par broyage, mélange, fonte et émulsification, sous
I’action de la chaleur et d’agents émulsifiants, d’une ou plusieurs variétés de fromage, avec ou
sans adjonction de constituants laitiers et/ou d’autres denrées alimentaires (Anonyme 13.
CODEXALIMENTARIEUS, 2004).
2.6.1. Les matieres premiéres utilisees dans la fabrication du fromage fondu

La production de fromage fondu exige la présence de matieres premicres d’origine
laitiere et non laitiére.
2.6.1.1. Matieres premiéres laitieres

v' Le fromage

Le fromage destiné a la fonte est choisi suivant son type, sa flaveur, sa maturité, sa

composition, sa texture, son pH et son prix entre le cheddar, ’Emmental, le Gruye¢re,

Mozzarella et d’autres fromages a pate press¢ (Caric, 2000).

11
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v La préfonte
Il s’agit de fromage déja fondu qui résulte de la récupération de la pate contenue dans
différents endroits du circuit de la production. En pratique lorsqu'elle était refondue, la pate
creme tres fortement et transmet ce processus physico-chimique de modification de la
structure au fromage fraichement fondu auquel elle est ajoutée. (Boutonnier, 2000).
v" La poudre de lait
Est un produit laitier obtenu a partir d’un lait cru ayant subi une déshydratation par la
chaleur (180°C) permettant ainsi une longue conservation. On reparti les poudres de lait en
trois groupes : poudre de lait entier (26% de MG), poudre de lait demi entier (22% de MG) et
poudre de lait écrémé (0%de MG) (Carole et Vignola, 2002).
2.6.1.2. Autres matieres premiéres laitieres
En outre des fromages, d’autres matiéres premiéres laiticres sont utilisées pour la
fabrication du fromage fondu. On peut citer, les concentrés protéiques laitiers, les poudres de
lait écrémé, lactosérum, lactose, caséines-caséinates, protéines de sérum, beurre et matiere
grasse laitiere anhydre (FOX et al., 2000).
2.6.2. Matieres premiéres non laitiéres
v' L’eau
L’humidité des fromages étant généralement faible et puisque l'on incorpore des
poudres, il est absolument nécessaire d'apporter de I'eau au mélange.Elle peut étre apportée
sous forme liquide en une ou plusieurs fois a différents moments de la fabrication mais
toujours froide afin d'assurer une quantité d'eau de condensation constante lors du chauffage.
(Boutonnier, 2000).
v" Les sels de fontes
Sont des agents trés importants pour la fabrication des fromages fondus, ils sont
d’ailleurs a I’origine de la fonte. A ce jour les phosphates et les citrates sont pratiquement les
sels de fonte utilisés (Roustel, 2014;et Lee et al., 1986),
v Additifs alimentaires
Ce sont des agents de sapidité, colorants, agent de texture et conservateurs utilisés de

maniere limitée, selon le type de fromage fondu. (Boutonnier, 2000).
2.7. Technologie de la fonte

2.7.1. Sélection des matieres premiéres et contréle de qualité
Avant leur utilisation, les matiéres premieres s€lectionnées feront I’objet d’un controle
rigoureux quant a leur composition physicochimique et bactériologique et leurs

caractéristiques organoleptiques (Chambre et al., 1997).
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2.7.2. Découpage et broyage du fromage
Les fromages de fonte doivent subir un broyage. Cette technique s’effectue a 1’aide de
machine spéciale «broyeur». Le fromage sort du broyeur sous forme de long spaghettis
(Luget., 1985).
2.7.3. Préparation de la formule et procédé technologique
De I’eau et des sels de fonte sont ajoutés aux mati¢res premicres fromageres et laiticres,
puis un pré-broyage de I’ensemble est effectué pendant quelques minutes pour obtenir un
mélange prét a étre fondu (Sweeney et al., 2004). L’ordre d’addition des matiéres premiéres
dépend du matériel a disposition, le type de cuiseur et la durée de cuisson. Selon
Sweeney et al., (2004), I’ordre typique de I’addition est comme suit : les meules de fromages,
mélange de sels émulsifiants secs, les ingrédients laitiers tels que la poudre de lait, ’eau et
d’autres agents technologiques tels les colorants, les hydrocolloides et les conservateurs.
2.7.3.1. Fonte proprement dite
C’est I’opération clef de la fabrication du fromage fondu, elle peut étre réalisee dans des
installations en continu reliées a des pompes d’eau, de vapeur et du vide ,le temps et la
température de fonte varient entre 70 et 95°C pendant 4 a 15 minutes, tout dépend de
I’intensité de 1’agitation, la texture souhaitée du produit fini et ses caractéristiques de
conservation (FOX et al., 2000).
2.7.3.2. Homogénéisation
La masse fondue doit étre homogénéisée avec des pressions variant entre 5 et 15 mPa.
L'homogénéisation a un certain nombre d'effets (Meyer, 1973):
v' Amélioration de la stabilité de I’émulsion de matiére grasse en diminuant la
taille des globules gras;
v' Amélioration de la consistance, de la structure, de I’apparence et de
I’onctuosité des spécialités fromageres;
v" Favorise une dispersion plus fine des globules gras (Walstra et Jenness, 1984);
v' Favorise généralement 1’épaississement. Toutefois, du fait de son coft
supplémentaire, de la prolongation du temps de fabrication, 1’homogénéisation n’est
recommandée que pour les produits a teneur elevée en matiere grasse (Caric et Kalab, 1993).
2.7.3.3. Conditionnement
Le transfert du fromage se fait de plus en plus par des tuyauteries en acier inoxydable
alimentant des couleuses pour éviter toute recontamination au conditionnement. Le fromage

fondu chaud liquide est emballé dans les feuilles d’aluminium laqué ou des contenants en
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matériau plastique thermoscellable. Le fromage fondu peut étre aussi emballé en tube, en
boite de conserve, ou dans des boyaux en plastique (Meyer, 1973)
2.7.3.4. Refroidissement

Le refroidissement peut se faire par circulation des produits sur des tapis a I'air ambiant
mais les meilleurs résultats sont obtenus dans des tunnels de refroidissement (Eck et Gillis,
1997).
2.7.3.5. Stockage du produit fini

Les produits mis en carton sont stockés dans des entrep6ts dont la température se situe
autour de 10 a 15°C et la durée de conservation peut étre estimée entre 6 a 12 mois si les
conditions optimales au cours de différentes étapes de fabrication sont bien respectées (Eck et
Gillis, 1997; Guinee et al., 2004; Bunka et al., 2008). A des températures de stockage
comprises entre 30 et 35°C, une contamination par les moisissures, les levures et Clostridium
botulinum pourra survenir ce qui peut mener a une secrétion des toxines (Kautter et al.,
1979). Le diagramme de fabrication du fromage fondu a I’unité Ramdy dans la figure O1.
2.7.4. Facteurs favorisant la fonte
2.7.4.1. Effet de I’affinage du fromage

Plus le fromage est affiné, plus les protéines sont hydrolysées, plus elles perdent leurs
propriétés émulsifiantes. D’ou la nécessité de garder une quantité minimale nécessaire de
caséine intacte (Patart, 1987).
2.7.4.2. Effet du pH

Les phases de peptisation (déstructuration) et de restructuration ne sont possibles que
dans une gamme de pH comprise entre 5,2 et 6,2. Vers des pH = 5, la capacité émulsifiante
des caséines est altérée et ne permet plus d’obtenir I’émulsion (Marchesseau et al., 1997).
2.7.4.3. Effet des sels de fonte

(Tatsumi et al., 1975), remarquent que I'orthophosphate provoque une association des
molécules de caséinate de calcium. (Nakajima et al., 1975), pensent que I'orthophosphate
réagit préférentiellement avec le calcium colloidal pour former des sels insolubles.

Pour obtenir une peptisation convenable, il faut que le polyphosphate utilisé contienne
au moins 3 atomes de phosphore par molécule ; au-dela, I'influence de la condensation n'est
pas sensible (Dimitreli et al., 2005). Par ailleurs, une peptisation suffisante n’apparrait
qu’avec la présence de polyphosphates dont le taux de polymérisation est au moins égal au

tripolyphosphate dans le mélange de sels de fonte (Lee et al., 1979).
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2.7.4.4. Effet de la préfonte

Elle permet d’accélérer la cinétique de réaction et stabilise 1’émulsion en favorisant les

interactions protéines/lipides ; elle est utilisée pour améliorer la texture et la stabilité du

fromage fondu (Berger et al., 1993).

2.7.5. Défauts de fabrication du fromage fondu

2.7.5.1. Défauts de fabrication d’origine chimique et physique

Au cours du processus technologique et pendant le stockage, quelques défauts

technologiques peuvent apparaitre (Tableau V).

Tableau V: Principaux défauts de fabrication de fromage fondu d’origine chimique et

physique (Bergeret al., 1989).

Aspect de la pate

Origine possible

Remeéde

La pate n’est pas | -Le pH est faible, et sa valeur dépend de | -Augmenter le pH
homogene la matiére premiere employée (ex:

emmental nécessite un pH plus élevé

que le cheddar)

-La teneur de sel de fonte est faible -Augmenter la dose

-Le temps de caisson étant court -Augmenter le temps
Le fromage fondu |-La matiere premiére utilisée n’est pas | -Melanger la matiere
liquide affine, n’arrive pas a crémer ou a | premiere jeune avec une

I’inverse, est trop vieille et ne gonfle
pas

-Les sels de fonte employés n’étaient
pas crémants

-Le mélange contient une quantité d’eau

autre affinée

-Mettre un sel de fonte
crémant

-vérifier la qualitéd’eau

La pate forme des fils

-L’emploi des sels n’est pas adéquat
-temps de fonte court
-dose des sels de fonte n’est pas exacte

-Brassoir d’une vitesse faible

-Augmenter le temps

-Augmenter la dose de sel
-Augmenter la vitesse des

brassoirs.

A Touverture des | -pH élevé -Diminuer le pH
pétrins la pate est trop

molle

A Touverture du | -pH faible -Augmenter le pH
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pétrin la pate est

relativement épaisse

Le fondu a un goQt | -Cela tient dans la plupart des cas a un | -Si c’est possible de
prononcé de fromage | emploi élevé du fromage trop vieux ou | mélanger la  matiére
une valeur élevée du pH premiére a un fromage
plus jeune

-Réduire la quantité des
sels de fonte en
remplacant la différence
par le citrate de sodium
qui  masque le gout

indésirable

2.7.5.2. Défauts de fabrication d’origine microbiologique

Parmi les défauts les plus répandus d’origine microbien: Présence d’ouvertures (trous
dans la pate du fromage fondu) du au développement bactérien (Clostridium, coliformes...),
changements physiques (présence de 1’air, CO2 produit par le mélange du citrate) et
changements chimiques (hydrogene résultant de la réaction entre le fromage fondu et le papier
aluminium),le reméde dans ce cas est de bien choisir les ingrédients du mélange, conserver la
température de fonte >95°C, utiliser un systéme de cuisson et de conditionnement sous vide,
augmenter le temps de fonte, tester la porosité du papier aluminium (Fox et al., 2017).

L’addition aux fromages, au moment de la fonte, d’une culture sur lait de streptocoques
producteurs de nisine, mélange de polypeptides thermostables inhibant le développement des
ferments butyriques (Gouet et Bergere, 1973; Veisseyre, 1979
2.8. Intérét de la recherche des micro-organismes

La recherche des micro-organismes permet d’apprécier quantitativement et
qualitativement la flore de contamination d’un produit a un moment donné.
Ce qui permet de juger la sécurité (germes pathogénes pour I’homme et les animaux), la
conformité aux prescriptions réglementaires ou commerciales, I’hygiéne de la préparation et
Iefficacité des traitements appliqués et le respect des bonnes pratiques d’hygiéne et des

bonnes pratiques de fabrication (Anonyme : AFNOR, 1999).
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Tableau VI: Caractéristiques microbiologiques de fromage fondu d'apres Guiraud J- P.,

Rose, J-P. (2004).

Flore dénombrée ou recherchée Fromage fondu
norme
Flore total mésophile 3.10°
Levures et moisissures 10°
Coliformes totaux 10"
Coliformes fécaux 10"
Staphylococcus aureus 10"
Flore lactique 10° 10’
Entérocoques 10"
Recherche des salmonelles 0
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Enlever le fromage cheddar de son film

Nettoyage des fromages ) )
plastique,découpage de fromage.

!

Mélange et broyage des
matiéres premieres 4

(MP)
|

Cuisson/Fonte
(90°C/10-15min)

I

Conditionnement (la pate
fromageére obtenue
transportée dans des
chariots vers la
conditionneuse, qui emballe
le fromage fondu

MP(frmage, eau, poudre de lait, sels de
Fonte)
Selon le produit fini désiré a obtenir.

Assurée par le cuiseur, obtention d’une
+— masse homogene et favorisée par I’action
des sels de fonte

Contient de nombre de portion

Remplissage des

Remplissage des

moules moules ronds
Emballage en Emballage en portions
barquette

Etiquetage, cartonnage

triangulaire

Avec de papier d’emballage
Pré-imprimé

Cartonnage en boites ronds

I

Refroidissement
(4-6°C)

I

Stockage

4

U

Refroidissement
(4-6°C)

I

Stockage

:

Fromage fondu en barres
(blocs)

——— Chambre de refroidissement

Fromage fondu en portion

Figure 01: diagramme de fabrication du fromage fondu a 1’unité Ramdy (Douali et Boudboub,
2008).
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Partie expérimental Chapitre 3 : Matériel et méthodes

3. Matériel et méthodes

3.1. Objectif de travalil

L’objectif de la présente étude, était de caractériser un lot de fromage fondu
commercialisé, collecté du marché local de la wilaya de Bordj Bou Arrerid;.
42 échantillons ont été caractérisés de point de vue physico-chimique (pH, Acidité en degré
Dornic, Conductivité ms/cm, Extrait sec total et Humidité relative en %), et microbiologique
par denombrement des flores et des especes (Flore Totale Aérobie Mésophile, Levures et
moisissures, Coliforme totaux et fécaux, Staphylococcus aureus, Clostidium sulfito-réducteur,
Salmonella sp, Streptocoques fécaux). Les reésultats ont été comparés aux normes nationales
(Anonyme 8: JORADZ N°35., 1998). Et internationale (AFNOR : Guiraud J- P., Rose, J-
P. (2004).

3.2. Lieu de réalisation

Les analyses ont été effectuées au niveau des laboratoires de la faculté des sciences de
la nature et la vie et des sciences de la terre et de I'universit¢ (Mohamed EI Bachir
El Ibrahimi, Bordj Bou Arreridj). Les analyses microbiologiques ont été réalisées au niveau
de laboratoire de microbiologie et les analyses physico-chimiques ont été réalisées au niveau

du laboratoire de biochimie. La figure 2 résume les différentes analyses réalisees

[ Fromage Fondu42 échantillons ]
' v
Laboratoire de biochimie Laboratoire de Microbiologie
21 échantillons 21 échantillons
(Le temps : semaines (1s, 2s, 3). (Le temps : semaines (1, 2s, 3s). Q\
7~ ~ Analyses physico-chimiques "~ Analyses Microbiologiques
\D > Détermination du pH. Recherche et dénombrement des flores
> Détermination de le I’acidité d’altération
en degré Dornic D°. » Flore aérobie mésophile totale
> Détermination de la » Levures et moisissures.
conductivité ms/cm. » Coliformes totaux.
> Détermination de I’extrait »  Coliformes fécaux.
sec totale (EST%). Recherche et dénombrement de la flore
» Détermination de I’humidité pathogenes
relative (Hr9%). »  Staphylococcus aureus.
»  Clostridium sulfito réducteur
/ »  Salmonella sp.
>  streptocoques fécaux j

Figure 2: Schéma illustratif des différentes analyses validé.
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3.4. Matériel

Tous les appareils et les réactifs utilisés dans ce travail sont mentionnés en détail dans

I’annexe 01.Les milieux de cultures ainsi que leurs compositions sont décrit dans 1’annexe 02.
3.5. Meéthodes
3.5.1. Echantillonnage

Notre étude expérimentale a porté sur quarante-deux (42) échantillons d’une Seule
variété de fromage fondu, commercialisé dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj durant le mois
d’avril 2018, il s’agit des blocs (de 350g, emballage étanche en papier aluminium), du méme
lot et de méme date de fabrication 07/04/2018 et date de péremption 07/07/2018. La moitié
des échantillons maintiennent a température ambiante 25°C et le reste conserver dans le
réfrigérateur a 4°C.

Le transport des échantillons s’est effectu¢ dans une glaciére en respectant les régles

de bonne pratique d’échantillonnage.
3.6. Analyses microbiologiques

3.6.1. Préparation des milieux de culture

En fonction des besoins et de germes a rechercher, les milieux de culture sont
préparés suivant le mode opératoire indiqué sur I’etiquette de la boite de chaque milieux de
culture. Pour préparér un milieux, on pése la quantité voulue qu’on mélange avec de I’ecau
distillée dans les proportions indiquées sur le protocole de préparation de chaque milieu de
culture. Ce mélange est chauffé «mais il y a des milieux qui ne doivent pas étre chauffé» et
bien homogénéisé dans une erlenmeyer, le tout fait par un agitateur magnétique. La
stérilisation du produit se fait & ’autoclave (120°C pendant 15min) et le milieu ainsi préparé
est conservé dans un réfrigérateur a 4°C (annexe 04).
3.6.2. Préparation de la solution mere et des dilutions décimales

Au laboratoire, I’echantillon subit un traitement pour obtenir les dilutions décimales
selon la norme AFNOR(NF V08-010 ., 1996).Dans un flacon stérile sont introduits 25g de
fromage fondu aux quels sont ajoutés 225ml d’eau physiologique stérile.le contenu du flacon
est homogeénéisé et laissé au repot pendant 30min a température ambiante, pour assurer la
revivication des micro-organismes.la solution ainsi obtenue constitue la suspension mere
(SM)a10™.

En prélevant 1ml de la SM qu’on ajoute 9ml d‘eau physiologique contenus dans un
tube ,on réalise la dilution 102 ainsi de suite on réalise des dilutions (10 ...10° ). Le mode

opératoire plus détaillé est donné dans 1’annexe 05.
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3.6.3. Recherche et dénombrement des flores d'altérations et des germes de

contaminations

Les groupes que nous avons recherchés sont: (Flore aérobie mésophile totale,
Coliformes totaux, Coliformes fécaux, Levures et moisissures, Clostridium sulfito-réducteur,
Streptocoque fécaux), et les especes suivantes: (Salmonella sp, Staphylococcus aureus)

Les principaux milieux utilisés pour le dénombrement et I'isolement de ces germes
ainsi que les conditions d'incubation (temps et température d'incubation) sont décrits dans le
tableau VII.

Tableau VII: Principaux germes recherchés, milieux de cultures et conditions d'incubation
(Lebres et Hamza,2002;AFNOR V 059,1996; Bachtarzi, 2012; NF V08-057-1.,2004;
Lebres et Hamza,2002; Anonyme 9. J.O.R.A.N°42, 2005).

Germes recherchés Milieux de culture incubation

FTAM Gélose Plate Agar(PCA) 30°C pendant 72h

Levures et Moisissures Gélose Sabouraud 28°C pendant 5

jours

Coliformes totaux Gélose VRBG 37°C pendant 48h

Coliformes fécaux Gélose VRBG 37°C pendant 48h

Staphylococcus aureus -Enrichissement dans bouillon Giolliti | 37°C pendant 24h
Cantoni 37°C pendant 48h

-Isolement sur gélose Chapman

Clostridium sulfito- réducteurs | Viande Foie additionnée d'Alun de Fer et | 37°C pendant 48h
Sulfite de Sodium

Salmonella sp -Pré-enrichissement dans l'eau peptonée | 37°C pendant 24 h
tamponnée 37°C pendant 24 h;
-Enrichissement dans le bouillon sélénite | 42°C pendant 24h
-Isolement sur gélose Hektoen 37°C pendant 24h

Streptocoque fécaux -Test de présomption sur milieu Rothe 37°C pendant 24h

Et test de confirmation sur milieu Litsky

Les analyses microbiologiques recommandées pour le fromage sont présentées dans

I’annexe 03.
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3.6.4.Recherche et dénombrement de la flore d’altération
3.6.4.1. Recherche et denombrement de la flore aérobie mésophile totale (FTAM)

La fore mésophile, (également désigné germes aérobies totaux) est 1’ensemble de
germes aptes a se multiplier a I’air libre avec une croissance optimale a 30°C (Leclerc et
Mossel., 1989).

Il est réalisé dans la gélose PCA, ensemensement en masse de 1 ml de chacune des
dilutions (10%....107). Les boites en été icubees couvercle en bas a 30°C,3 lectures en été
efctuees a 24h,48h et 72 heures (Lebres et Hamza, 2002) (annexe 06).
3.6.4.2. Recherche et déenombrement des levures et moisissures

-Les levures sont des champignons microscopiques, se présentent sous forme
unicellulaires.Les cellules sont généralement ovoides, et leur tailles varient de quelques
microns jusqu'a 25 a 30 microns. Certains levures peuvent former des associations cellulaires
Pseudo- mycélium ou se présentent sous forme filamenteuses mycélium a certains stades de
leur vie (Bourgeois et al., 1996).

-Les moisissures; De nombreux champignons filamenteux appelés souvent
moisissures. Elles sont aérobies, en général acidophiles pH compris entre (3 et 7) et
mésophiles température optimale (20 a 30°C).

Cependant certainss éspeces sont osmophiles. Ils ont un besoin en eau faible par
rapport aux autres microorganismes et peuvent se développer sur des aliments a faible teneur
en eau. Leur métabolismes peut etre oxydatif mixte (Bourgeois et al., 1996).

Un ml de la solution mére et ses dilutions décimal (10™....107)est ensemencé en masse dans
la gélose sabouraud, ou bien 0,1 ml de la dilution choisie et ensemencé en surface dans la
méme gélose puis incubé a 28°C pendant 5 jours .les colonies des levures et moisissures sont
dénombrées séparément,selon la norme AFNOR V 059 .,(1996). (annexe 07).

3.6.4.3. Recherche et déenombrement des coliformes

3.6.4.3.1. Recherche et dénombrement des coliformes totaux

Les coliformes totaux se définissent comme des bactéries aérobies ou anaérobies
facultatives, Gram négatif, asporulées, en forme de batonnet. Les coliformes totaux sont des
entérobactéries qui incluent des especes bactériennes qui vivent dans I’intestin des animaux
homéothermes, mais aussi dans 1’environnement en général (Sol, végétation et eau).

Cette recherche s’est effectué sur le milieu VRBG selon la norme NF V08-060.,
(2009)1ml de la solution mére et ses dilution décimal (10™....10) est ensemencé en masse

dans la gélose, puis incubé a 37°C pendant 48h (Bachtarzi, 2012) (annexe 08).
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3.6.4.3.2. Recherche et denombrement des coliformes fécaux

Les coliformes fécaux se définissent comme des bactéries anaérobies facultatives, a
Gram négatif, asporulées, en forme de batonnet, capable de se développer a 44°C en moins de
24h ce qui distingues des coliformes totaux, ces bactéries apparaissent toujours en grandes
quantités dans les déjections animales et humaines et ne se trouve qu’exceptionnellement dans
les sols et les eaux qui n’ont pas été 1’objet d’une pollution fécale. Ils sont en général en
nombres inferieurs aux coliformes totaux et indiquent qu’il y a une contamination récente ou
constante.

Une aliquote (Iml) de la solution mere et ses dilutions décimal selon le type
d’échantillon est ensemencé en masse dans la gélose VRBG, puis incubé a 44°C pendant 48h
(Bachtarzi, 2012) (annexe 08).

3.6.5. Recherche et dénombrement de la flore pathogene
3.6.5.1. Staphylococcus aureus

Les Staphylococcus aureus appartiennent a la famille des Micrococcaceae. Ce sont des
cocci a Gram positif, non sporulés, aéro-anaérobies facultatifs, immobiles, halophiles, se
divisent en plusieurs plans en formant des amas irréguliers, coagulase, protéase et catalase
positives.(Bourgois et al., 1996). Staphylococcus aureus fait partie de la flore humaine et est
surtout présent dans le nezet sur la peau (Kluytmans et al., 1997). Cette bactérie est une des
principales causes de toxi-infections alimentaires(Le Loir et al., 2003).

L’ingestion de toxine produite par S.aureus provoque des troubles gastro-intestinaux
causant une déshydratation qui peut étre grave chez des sujets a risques. Il peut produire des
entérotoxines dont 1’ingestion provoque des vomissements, souvent accompagneés de diarrhée
(Hermier et al., 1992).

Le dénombrement des Staphylococcus aureus a €té effectué sur milieu Giolliti
Cantonii selon la norme NF VV08-057-1., (2004).11 est réalisé aprés ensemensement de 1ml de
la solution mére et de solution décimale (10, 10?2 10®) dans des tubes contenant 9ml de
milieux (GC) puis I’incubation a 37°C pendant 24h.

Seront consideérés comme positifs, les tubes ayant virés au noir. Puis 1’isolement sur
gélose Chapman préalablement fondue, coulée en boites de Pétri et bien séchées.

Les boites de Chapman ainsi ensemenceées et incubées a leur tour a 37°C pendant 24 a
48 heures. (annexe 09).
3.6.5.2. Clostridium sulfito- réducteurs

Les clostridiums sulfito- réducteurs sont des germes appartenant a la famille des

bacillaceae bacille + cocci sporulee, des bactéries telluriques, Gram positif, catalase négatif,
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mobile anaerobies stricts et genéralement mesophiles, mais supportent les variation du pH et
de temperature, et dont quelques éspéces sont thermophiles. 1ls sont souvent utilisés comme
des indicateurs pour I’appréciation de la qualité hygiénique des denrées alimentaires y
compris le fromage fondu.

20 ml de la solution mére sont chauffes a 80°C pendant 10 minutes choc thermique
pour provoquer la sporulation.Apres un refroidissement rapide sous courant de froide le
volume chauffé est stérilement inoculé dans un tube contenant la gelose viande foie
prealablement fondu et additionee des 2 additifs: Alun de Fer et Sulfite de Soduim et
maintenue en surfusion a 45°C. les tubes sont incubes a 37°C. la lecture est faite apres 24h,
48h et 72 heures(Lebres et Hamza.,2002) (annexe10).
3.6.5.3. Recherche de Salmonella sp

» Pré-enrichissement
Une quantité de 25 g de fromage est inoculée dans 225 ml d’eau peptonée exempte d’Indole
et incubée a 37°C/24 h.

» Enrichissement
Repiquage de Iml des tubes d’eau peptonée positifs dans 9 ml de bouillon au sélénite de
sodium (SFB) et incubation a 37°C/24 h.

» Isolement
Ensemencement en stries a la surface de la gélose Hektoen a partir des tubes SFB positifs et
incubation a 37°C/48 h (Anonyme 9. JORADZN®42. 2005) (annexell).
3.6.5.4. Dénombrement des streptocoques fécaux

Les Streptoques fécaux sont rechercher et dénombrés en milieu liquide par la
technigue NPP (Nombre Plus probable), par présomption sur milieu de Rothe puis
confirmation sur milieu Eva Litsky des tubes Rothe positifs. Dans le test confirmatif, nous
avons considéré comme positifs, les tubes présentant a la fois un trouble microbien et une
pastille blanchatre ou violette au fond du tube. La lecture finale, aprés 24h d’incubation a
37°C, s’effectue également selon les prescriptions de la table de Mac Grady en tenant compte
uniquement des tubes d’Eva Litsky positifs (Lebres et Hamza, 2002).
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3.7. Analyses physico-chimiques
3.7.1. Determination de pH

La mésure de pH du produit consiste a introduire 1’électrode du pH-métre dans
I’échantillon apres réglage de la température d’étalonage. La lecture se fait directement sur le
pH-meétre. Selon la norme AFNOR V 04-316., (1980), la sende du pH-metre a été introduite
directement dans 1’échantillon de la pate de fromage a une température 25°C. La mésure a été
répétée 3 fois pour chaque échantillon (annexe 12).
3.7.2.Détermination de I’acidité titrable en degré Dornic

L’acidité est déterminée par le dosage de I’acidité lactique a 1’aide de 1’hydroxyde de
sodium a 0,1 mol/l. la présence de phénolphataléine, comme indicateur coloré, indique la
limite de la neutralisation par changement de couleur(rose pale). Cette acidité est exprimée en
degré Dornic (°D) ou:1°D représente 0,1g d’acidité lactique dans un litre de lait
(Mathieu,1998).

S5g de fromage et 30 ml d’eau distillée récemment bouillie et refroidie a 20°C ont été
introduits dans une fiole conique, le mélange a été bien agité puis laissé au repos pendant
20min. Pour la détermination de I’acidité 10ml du produit était prélevé, ajouter de 0.1ml de
phénolphtaléine puis titrer avec du NaOH N/9 jusqu’a apparition d’une couleur rose pale
persistante (Amariglio, 1986) (annexel3).

3.7.3. Détermination de la conductivité

On a utilisé la méme méthode de préparation de I’echantillon comme 1’acidité.

La conductivité ¢électrique est propriété d’un corps ou d’un substance a transmettre le courant
électrique. Elle se mesure en millisiemens par centimétre(ms/cm).Cette propriété est
majoritairement due aux ions (essentiellement chlorures,phosphats, citrate,carbonates et
bicarbonate de potassium ,sodium, calcium et magnésium) (Jacquinet, 2009) ( annexe 14).
3.7.4. Détermination de ’extrait sec total

La perte de masse d’un produit lorsqu’il est soumis a une déssication renseigne sur sa
teneur en eau. La déssication a 103°C + ou — 2°C d’une quantité déterminée de produit,
jusgu'a masse constante donne sa teneur en eau. (Anonyme 7. JORADZN?® 25, 2013). Dans
notre cas 5g de fromage fondu sont mis dans une capsule en porcelaine. Cette quantité séchée
a une température de 103°C plus ou moins 2°C pendant 3h. dans une étuve a la pression
atmosphérique la capsule est placée dans un déssicateur pour refroidissement. L’échantillon

est pesée puis introduit de nouveau dans 1’étuve. L’opération est répétéejusqu’a 1’obtention

d’un poids constant . (Anonyme 7. JORADZN® 25, 2013)( annexel5).
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La teneur en eau est exprimée selon la formule suivante

ml—-m2
ml-moO

Hr% = x100

- mo : masse en gramme de la capsule vide.

- m; : masse en gramme de la capsule de la prise d’éssai avant la déssication échantillon
frais).

- m; : masse en gramme de la capsule de la prise d’éssai apres la déssication échantillon
sec)

par différence, on obtient le taux du matiere séche :

100%-H = EST

- EST : Extrait sec total.

- Hr : Humidité relative.
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4. Résultats et discussion

4.1. Résultats relatifs aux analyses microbiologiques

Chague semaine nous avons utilisé 03 échantillons pour analyser, mais dans la troisiéme

semaine a température de conservation 04°C, 06 échantillons ont été utilisés (03 pour évaluer

la qualité microbiologique durant la troisiéme semaine, et 03 pour faire les analyse apres

I’ouverture directe de I’emballage et pendant 02 heures de I’exposition a 1’air ambiant).

Tableau VIII: Résultats des analyses microbiologiques pour les trois semaines.

La température 4°C La température 25°C Nor
s1 s2 S3 s1 s2 S3 e
Minimum | 1,72.10° | 1,7.10° | 1,190.10° | 1,60.10° | 2,48.10° |2,08.10° | 3000
= Maximum | 2.10° |2.10° [1,964.10" | 2.10° |2,61.10° | 2,083.10°
E‘-i Moyenne | 1,84.10° | 1,85.10° | 1,961.10" | 1,86.10° | 2,53.10° | 2,082.10"
% Ecart type | 14,42 15 20,48. 23,09 7,05 17,32
= Minimum ~ ~ 1,50. 10° B B 3,35.10° | 1000
, | Maximum _ _ 1,69. 107 B B 3,64. 10
% % g Moyenne _ _ 1,53. 107 _ _ 3,46. 10
E é’ L;I): Ecart type _ _ 14.84 _ _ 16,06
Coliformes  totaux _ _ _ _ _ _ 100
(UFClg)
Coliformes  fécaux _ _ _ _ _ _ 10
(UFClg)
Staphylococcus _ _ _ _ _ _ 100
aureus (UFC/qg)
Salmonella (UFC/qg) _ _ _ _ _ _ 0
Clostriduim  sulfito- _ _ _ _ _ _ 1
reductr (UFC/g)
Streptocoque fécaux _ _ _ _ _ _ /

(S : Semaine, (-): Absent, (/): Pas de norme.

Apreés conservation, des échantillons a 04°C pendant 02 semaines, au cours de la troisieme

semaine, des analyses ont éte valide, apres ouverture et exposition des échantillons a I’air

ambiant. Les résultats sont représentés en tableau (Tableau IX).
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Tableau I1X : Résultats des analyses microbiologiques des échantillons aprés 1’ouverture

d’emballage et aprés exposition a I’air ambiant ppendant 02 heures.

Absent
Absent

Absent
Absent 3,36. 10°
Absent

Absent

8,75

Absent Absent
Absent Absent
Absent Absent
Absent Absent
Absent Absent
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4.2. Résultats relatifs analyses physicochimiques

Tableau X: Résultats des analyses physico-chimiques pour les 03 semaines.

Chapitre 4 : Résultats et discussion

La température 4°C

La température 25°C

S1 S2 S3 S1 S2 S3
pH Minimum | 5,56 5,51 5,49 5,6 558 |5,56
Maximum | 5,61 5,85 5,52 5,75 568 |56
Moyenne | 5,58 5,55 5,50 5,66 562 |5,58
Ecart type | 0,02 0,03 0,01 0,07 0,05 0,02
Minimum | 4,3 4,35 4,44 4,33 446 | 4,73
% Maximum | 4,39 4,47 4,52 4,46 4,49 | 4,75
S E [Moyenne (435 |440 448 | 438 448 | 474
§ E Ecart type 0,04 0,06 0,04 0,01 0,01 |0,01
Minimum | 15,8 15,87 18,4 16,7 17,58 |20,2
:5 Maximum | 15,9 15,89 18,54 |16,74 17,62 | 20,28
j:“_:»: Moyenne | 15,84 15,84 18,48 | 16,72 17,60 | 20,24
§ Ecart type | 0,05 0,05 0,07 0,02 0,02 |0,04
S Minimum | 47,64 55,65 56,4 53,79 | 55,15 | 57,67
- Maximum | 48,4 56,30 57,15 53,82 |55,24 |57,90
= g Moyenne | 48,2 56 56,8 53,8 55,2 |57,8
::j g Ecart type 0,38 0,32 0,37 0,01 0,04 |0,11
Minimum | 51,6 43,7 42,85 146,18 4476 | 42,1
o g Maximum | 52,36 44,35 43,6 46,21 | 44,97 |42,33
S £ |Moyenne |518 44 43,2 46,20 | 44,86 |42,20
E % Ecart type | 0,38 0,32 0,37 0,01 0,10 |0,11

29




Partie expérimental Chapitre 4 : Résultats et discussion

Tableau XI: Résultats des analyses physico-chimiques, aprés ouverture de I'emballage et

exposition a 1’air ambiant pdt 02 heures.

30



Partie expérimental Chapitre 4 : Résultats et discussion

4.3. Discussions des Reésultats
4.3.1. Discussions des Résultats des analyses Microbiologiques
4.3.1.1. Flore aérobie mésophile totale

Selon la courbe d’évolution des germes totaux a température 04°C et a 25°C, un
développement de la flore (FTAM) en: (UFC/g) est remarquable : 1,84.10% 1,9.10% et de
1,86.10% 4 2.10%, avec les de moyennes de: 7,76.10% 7,08.10 * UFC/g respectivement.

FTAM (UFC/g)

25000
20000 m4°C
15000 m25°C

la norme

10000

5000 " la norme

3s

temps (semaine)

Figure03: Evolution des FTAM en fonction du temps et de la température.

Par ailleurs, et contrairement au résultats négatifs de la lere et la 2eme semaine, dans la
troisieme semaine et pour les deux températures 04°C et 25°C, les résultats obtenus étaient
proches de ceux rapportés par: Lazarkova et al., (2010), ayant analysé 25 échantillons de
fromages fondus, les contaminations ont été évaluée & un taux de 10* UFC/g. Cette étude a été
réalisée dans le cadre d’application de différents modes de stérilisation et de leur effet sur la
qualité de fromages fondus en conservés.

La flore aérobie mésophile totale, nous renseigne toujours, sur la qualité hygiénique.
Cette flore, reflétant la charge d’échantillon en M.O eucaryote et procaryote aérobie. La plus
recherchée dans les analyses microbiologiques. Le dénombrement de cette flore, pour nos
échantillons des fromages fondus, a montré une charge microbienne mesophile conformes aux
normes requises, pour I’ensemble des échantillons. Pour 1’estimation de la flore aérobie
mésophile totale (FAMT), nous avons utilisé un milieu de culture complexe : la Gélose Plant

Count Agar (Aggad et al., 2009; Meribai et al., 2017). Ce dernier, est le plus recommandé
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par toutes les normes. En effet, nous avons observés que la plus part de nos échantillons, ont
donnée des flores dépassant légerement les normes en 3eme semaines. Ceci reflete une
contamination (au cours de cette semaine) des fromages fondus.

Cependant Eck et Gillis, (1997), avaient noté que les fromages fondus sont des aliments
a forte concentration en microorganismes, du faite de leur teneur en eaux (Aw) et de leur
composition biochimique, sont donc des milieux de cultures idéales pour les prototrophes et
auxotrophes.

Les FTAM sont de germes d’altération, leur présence indique une mauvaise hygiéne
(des ingrédients de mauvaise qualité, des équipements insalubres ainsi qu’a une hygiéne
personnelle insuffisante).
4.3.1.2. Les levures et moisissures

Durant les deux premiéres semaines, on a observé une absence totale des levures et des
moisissures, pour les deux températures: 04°C et 25°C, mais un développement a été
enregistré au cours de la troisiéme semaine, les moyennes étaient : 1,53.10° et 3,46.10°UFC/g

respectivement (Figure 04).

levures et moisissures

(UFClg)
 ————TO
1000 -
800 -
- m4°C
600 o
- m 25°C
a 2
400 — 3,46.10 la norme

" la norme
25°C
4°C

200

3s
temps (semaine)

Figure 04 : Evolution des levures et moisissures en fonction du temps et de la température.
Les levures et les moisissures sont des contaminants habituels des laits et des produits
laitiers, toutefois leur caractere fortement aérobie limite leurs proliférations aux interfaces des
substrats avec I'atmosphere.
Le développement équilibré de levures et des moisissures, ensemencées, de manieres

naturelles et/ou dirigées sur de nombreux types de fromages, contribue efficacement par leurs
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activités enzymatiques élevées et variées a la protéolyse et a la lipolyse de la pate au cours de
I'affinage (Eck et Gillis, 1998).

Selon Guiraud et Galzy, (1998): Le développement des levures et moisissures dans la

troisiéme semaine de conservation est probables dl aux causes suivantes :

-Soit la pasteurisation a été insuffisante pour tuer les spores.

-Soit une contamination par 1’atmosphére de 1’atelier vu que le produit est sans couvercle des
sa sortie du pétrin et lors du conditionnement.

-Soit due a une insuffisance ou une inefficacité du nettoyage et de la désinfection des
machines tels que le broyeur et le mélangeur.

-Soit due a un mauvais prélévement, mauvaise manipulation ou une contamination par le
personnel.

Dans notre cas, nous avons enregistré des valeurs légerement élevés mais inferieur par
rapport aux normes, les sources de ces contaminations semblent probablement dues & causes
suivantes:

-Mauvaises manipulations et/ ou au niveau de laboratoire.
-Contamination par 1I’environnement de laboratoire et le personnel.
-Contamination par le matériel.

4.3.1.3. Coliformes totaux et fécaux

La recherche des coliformes a montré, une absence totale, dans le fromage fondu a
différentes température 04 °C et 25°C etapres02 heures de I’ouverture.

Les résultats obtenus, sont conformes aux normes nationales (Anonyme 8. 1998-Arrété
interministériel du 24 Janvier 1998, relatif aux spécifications microbiologiques de
certaines denrées alimentaires Journal Officiel 35/1998), ce qui indique leur bonne qualité
hygiénique pendant la fabrication et la conservation.

Les dénombrements des flores bactériennes, notamment celles indicatrices des
contaminations (coliformes fécaux, flores indologenes et les Streptocoques du groupe D),
enregistrés a une absence, avec 1’absence quasi-totale des especes pathogenes et toxinogenes
(Salmonella sp et Staphylococcus sp), traduit les niveaux d’hygiéne des laits utilisées comme
matiére premiere, de I’environnement de fabrication, de maturation et de sechage.

Vivegnis et al., (1998), lors d’un étude microbiologique portée sur 153 échantillons de
fromages fabriqués du lait cru, dans la région de Wallonie -Belgique, avaient relevé que les
productions réalisées dans des ateliers de petite taille (artisanale), ont des niveaux de
contamination inférieurs a ceux observés dans les productions issues des complexes

industrielles.
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La recherche de microorganismes, indicateurs de contamination d’origine fécale, permet
de juger I’état hygiénique, d’un produit alimentaire. Méme a des niveaux faibles, ils
témoigneraient aussi des conditions hygiéniques, régnant lors de collecte et du traitement du
lait, et/ ou au cours de transport, de fabrication et d’emballage. La présence de coliformes
fécaux, signale, le plus souvent, une contamination exogene d’origine fécale (Guiraud,
1998;Aggad et al., 2009). Toutes les normes, en microbiologie alimentaire, recommandent, la
recherche des coliformes sur le bouillon d’enrichissement (BLBVB), ce dernier renferme un
agent sélectif : la bile et le vert brillant. Ce milieu, reste le milieu de référence, le plus
recommandé pour la recherche des coliformes dans les aliments (Marshal et al., 1987;
Guiraud, 1998). Le Bouillon lactose au Pourpre de bromcrésol (BCPL); est un bouillon
d’enrichissement, riche en lactose, et non sélectif (Joffin et Joffin, 1993; 1999), permettant la
récupération de toutes les entérobactéries, dégradant le lactose, recommandé, surtout, pour la
coliméterie des eaux (Rodier et al., 2007) et des aliments (Guiraud, 1998). Dans notre étude
nous avons utilisé la VRBG, avec ensemencement & 37 °C et a 44 °C, etaient faibles.
4.3.1.4. Staphylococcus aureus

La présence des staphylocoques dans les fromages, représente un risque pour la santé du
consommateur, parce que certaines souches, d’appartenance principalement, a I'espéce
Staphylococcus aureus, produisent des toxines thermolabiles dont, I'ingestion provoque une
toxi- infection alimentaire a staphylocoques (De Buyser, 1996).

Le lait et les produits laitiers, y compris les fromages, ne deviennent des aliments
toxiques, que s'ils sont contaminés par des souches Staphylococciques, productrices des
toxines et si des conditions favorables a une multiplication bactérienne importante et a la
toxinogénése se trouvent réunies (Poutrel et al., 1992; 2004).

L’origine de la contamination du produit, peut survenir par l'intermédiaire de porteurs
sains ou infectés, ou par les surfaces et ustensiles et de I'environnement de fabrication.

D'apres les nombreuses enquétes réalisées a ce sujet, et dans des conditions optimales
de culture, au laboratoire, le pourcentage de souches Staphylococciques toxinogene, variait de
30% a 60% chez des souches d’origine ovines et caprines, contre seulement 04% a 10% chez
les souches isolées des especes bovines (De Buyser et La peyer, 1994; Hait, 2012).

A ce titre, Meyrand et al., (1998): Lors d’une étude menée sur un fromage a pate
molle, fabriqué a base du lait de chévre additionnée d’un inoculum de Staphylococcus
aureus : L’étude a montré la présence des Staphylococcus durant les différentes étapes de
fabrication y compris pendant le salage et apres 41 jours de maturation. De méme, 1’étude

avait enregistré, la présence de la toxine Staphycoccique a I’état de trace.
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4.3.1.5. Les Clostridiums Sulfito- Réducteurs (CSR)

Pour la recherche du groupe des Clostridiums Sulfito- Réducteurs (CSR), nous avons
utilise un milieu semi solide (complexe), viande foie (V- F), avec deux additifs:
(01,5 ml de sulfite de sodium a 05% et 05 ml Alun de fer a 05%)
(Larpent et al., 1997 ; Guiraud, 1998;).

Un chauffage, préalable de 10 min a 80 °C a été effectué, pour chaque échantillon, pour
provoquer la sporulation des formes de résistance (les spores) (Joffin et Joffin, 1993).

La contamination, des fromages par les bacilles sulfito- réducteurs, pourrait avoir lieu,
de la matiere premiere et au cours des différentes étapes de fabrication (depuis la traite du lait
jusqu’au matériel d’emballage du produit fini et au cours de conservation (Guiraud, 1998).

Sadek et al., (2015), avaient enregistré, sur un effectifs de 150 échantillons du fromage
fondu : des flores aérobies et anaérobies sporogénes, a voisinant :05,6x 10° UFC/ g. Ce qui est
en controverse avec nos résultats.
4.3.1.6. Salmonella Sp

Dans les fromages, un nombre de dix cellules de staphylocoque est toléré, alors que
I’absence des salmonelles est exigée (Joffin et Joffin., 1999).

Cette absence est due a la sensibilité de ces germes aux traitements thermiques a la cour
de I'étape de la pasteurisation. Les mémes résultats trouvés par Zaimeddine et Zerouali,
(2015).

Selon Buiikova et Buiika, (2015), la qualité microbiologique du fromage dépend
principalement de la qualité microbiologique de la matiére premiére utilisée, des conditions
d'hygiene pendant la production ainsi que du type de matériau d'emballage et des conditions
de stockage. (Lazarkova et al., 2010).
4.3.1.7. Les Streptocoques fécaux

En régle générale, le taux des streptocoques fécaux, est en rapport avec 1’état de santé
des especes laitiéres, les conditions hygiéniques de la traite, de collecte et d’éventuelles
contaminations, au cours du dénombrement (Labioui et al., 2009).

Les streptocoques fécaux, sont des indicateurs de contamination fécale ancienne, et
moins potentielle, que les pollutions causeées, par les coliformes fécaux (Guiraud, 1998).

Toutes les normes de la microbiologie alimentaire, recommandent 1’utilisation des deux
milieux liquides (bouillons) : Rothe et Eva-Litsky, pour le dénombrement des streptocoques
fécaux (Guiraud, 1998).
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En outre, la sélectivité du milieu Litsky, est due a la présence de 1’éthyl-Violet et I’azide
de sodium, en double concentration, par apport au bouillon Rothe (Joffin et joffin, 1993). Les

streptocoques fécaux étaient absents dans 1’ensemble de nos échantillons.

4.4. Résultats des analyses microbiologiques des échantillons aprés

I’ouverture d’emballage et aprés 2 heures de I’exposition a I’air ambiant.
4.4.1. Flore totale aérobie mésophile (FTAM)

D’apres les résultats obtenus des FTAM sont absent pour la température de 04°C,
aprés I’ouverture directe, elles présentent une charge moyenne de 1’ordre de : 836,66UFC/g

aprés 02 heures de I’ouverture (figure 05).
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Figure 05: Evolution des FTAM en fonction de temps(h).

Un nombre élevé de germes FTAM est constaté lorsque le fromage fondu maintiennent
ouvert a 1’air ambiant pendant deux heures.

La recherche des microorganismes aérobie non pathogene, permet de dénombrer, les
flores bactériennes, se développant dans des conditions habituelles de culture et représentant
la teneur moyenne en bactéries par unité de 1’aliment.

Ces germes n’ont pas d’effets directs sur la sante, mais sont de indicateurs qui révelent
la présence possible d’une contamination bactériologiques.

Guiraud, (1998) a montré que cette flore, appelée aussi FTAM (flore aérobie totale
mésophile générale revivifiable est un bon indicateur de la qualité générale et de la stabilité
des produits, ainsi le nombre des germes totaux pourra donner une indication de 1’état de

fraicheur ou de la qualité sanitaire du produit.
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La recherche des microorganismes aérobies non pathogénes permet de dénombrer les
bactéries se développant dans des conditions habituelles de culture et représentant la teneur
moyenne en bactéries d’une ressource naturelle.

4.4.2. Les levures et moisissures

D’apres les résultats obtenus, les levures et moisissures sont absents pour la température

04°C aprés I’ouverture directe, ils sont présentent avec la charge moyenne de 1’ordre de

543,33UFC/g pour la température 04°C apres 2 heures de 1’ouverture (Figure 06).
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Figure 06: Evolution des levures et moisissures en fonction de temps(h).

Bouix et Leveau, (1980) : affirment que la présence des levures et moisissures, n’est
pas souhaitable, dans les produits alimentaires ; ils ne sont pas pathogenes, mais peuvent
produire, par leur développement dans les produits finis, des altérations marchandes par
formation de trouble, d’odeurs, de gout annexes anormaux et par la formation de COx.

Le développement de FTAM, des levures et moisissures, apres 1’exposition a I’air, n’est
pas négligeable, la prolifération est d{, aux conditions favorables pour ces MO aerobis.et la

température ambiante mais ces résultats n'ont pas dépassé les normes.
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4.5. Résultats et discussion des analyses physicochimiques
4.5.1. Détermination du pH

Les valeurs de pH diminue de facon général, pour la température 4°C les valeurs des
3semaines obtenues étaient : 5,58 ; 5,55 ; 5,50 respectivement, avec une moyenne de 5,54.
Pour la température 25°C les valeurs sont 5,66 ; 5,62 ; 5,58 respectivement avec une moyenne
de : 5,62 (figure 07).
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Figure 07: Variations du pH en fonction de temps et de la température.

Les résultats obtenus indiquent que la température 25°C abaisse légérement la valeur du
pH comparativement a la température 4°C.

En comparaison avec les valeurs rapportées par Eck et Gillis, (1997) Roustel et
Boutonnier (2015), qui sont de I’ordre de 5,3 a 5,8 et de 5,50 a 5,55 respectivement, on
constate que les moyennes des valeurs de pH obtenues dans notre travail sont 5,5 pour la
température 4°C et 5.6 pour la température 25°C.

Ces valeurs sont conformes a celles indiquées par I’agence canadienne de I’inspection
des aliments (Anonyme 4. A.C.1.A, 2014), qui exige que le pH des fromages fondus ne doit
pas dépasser 5,6.

Le pH des fromages fondus est un parametre important car il agit d’une part sur la
dissociation des différents groupes a liaison calcium donc sur I’action des sels de fonte et
d’autre part sur la solubilité des protéines (Boutonnier, 2000).

Selon Vignola, (2002), Une stabilité du pH de fromages .En effet, 1’ajustement du pH
lors de la formulation du fromage fondu constitue une étape importante dans le procédé de

fabrication. Cet ajustement permet d’obtenir un produit a consistance uniforme et sans
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variation dans le goQt recherché. Pour cela, les sels de fonte permettent par leur pouvoir
tampon d’ajuster le pH du produit a la bonne valeur. Toutefois la plage de pH toléré se situe
entre 5.2 et 6.2 en dehors de laquelle les qualités de texture et de consistance ne peuvent pas
étre atteintes (Karahadian, 1984).

La transformation graduelle du lactose en acide lactique fait abaisser le pH. Donc, la
légere diminution du pH observée est peut-étre due aussi a la transformation du lactose en
acide lactique. L’augmentation de I’acidité couplée a la diminution du pH peut s’expliquer par
I’existence d’une activité métabolique de la flore microbienne des fromages : I’ensemble des
bactéries lactiques des ferments. Il intervient aussi de maniére significative sur la qualité de la
microstructure et les interactions protéiques dans les fromages fondus.

4.5.2. Détermination de I’acidité titrable (en degré Dornic)

Une augmentation de I’acidité titrable a été observée pour les deux températures : 04°C
et 25°C : Des valeurs de 15,84 ; 15,84 ; 18,48 (enregistrées a 04°C), avec une moyenne
16,72 ; et des valeurs 16,72 ; 17,60 ; 20,24 avec une moyenne 18,18 enregistres a 25 °C
(figure 08).
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Figure 08 : les variations de I'acidité Dornic en fonction de temps et de température.

Les résultats obtenus montrent que la température ambiante de 25°C augmente
significativement la valeur de I'acidité comparativement a la température04°C.
Cette faible teneur en acide lactique peut étre expliquée par la nature des fromages utilisés
comme matiére premieres qui sont généralement des fromages a pate pressée et longuement
affinés (Henning et al., 2006).

L'ajout des ingrédients non laitiers dans la fabrication de fromage fondu diminue la

proportion de lactose, qui est responsable de I'acidité apres leur dégradation en acide lactique.
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4.5.3. Détermination de conductivité

Les valeurs de la conductivité augmente d’une maniéere générale pour la température4°C
et 25°C respectivement 4,35 ; 4,40 ; 4,48ms/cm avec une moyenne 4.41ms/cm, et 4,38 ; 4,48 ;
4,74 ms/cm avec une moyenne 4,53ms/cm (figure 09).
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Figure 09: Variation de la conductivité en fonction de temps et de température

Les résultats obtenus montrent que la température 25°C augmente significativement la
valeur de la conductivité comparativement a la température 4°C.
Notre résultats sont inferieure a celles de (Anonyme 3. 2015).

Ces travaux sur petit suisse montre la valeur de la conductivité obtenu a 4°C est 6,23
ms/cm, pour la température 37°C, la valeur obtenu est 6.24ms/cm.

Notre résultats sont inférieurs a celles de (Anonyme 3. 2015).Capable due a I’utilisation
de I’échantillon de fromage fondu sous forme d’une solution.

Certains sels minéraux (monovalents, polyvalents) peuvent donc interagir avec les
différents composants ou nutriment (acides aminés, acides gras, lactose...), mais aussi la
diminution du pH entraine une augmentation du calcium ionique.

L’augmentation de la conductivité obtenue pour la température ambiante 25°C est due a
la dégradation partielle de la matrice laitiére et ainsi le changement de 1’équilibre ionique du
milieu (fromage fondu) suite & différentes interactions moléculaires qui résultent de cette

dégradation.
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4.5.4. Détermination de I’extrait sec total et d’humidité

Une augmentation de I’extrait sec total pour les deux températures : pour la température
4°C les valeurs sont 48,2% ; 56% ; 56 ,8% avec une moyenne 53,66% (figure 10 et 11).

Pour la température 25°C les valeurs sont 53,8% ; 55,2% ; 57,8% avec une moyenne
55,6%.Pour I’humidité les valeurs de 04°C sont 51,8% ; 44% ; 43,4 % avec une moyenne de
46,4% ; pour la tempeérature 25°C les valeurs sont 46,4% ; 44,8% ; 42,2% avec une moyenne
de 44,46% (figure 10).
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Figure 10: Variations d’extrait sec total et d’humidité en fonction de temps et de température
4°C.
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Figure 11: Variations de I’extrait sec total et d’humidité relative en fonction de temps et
température 25°C.
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Les résultats obtenus sont concordent a celle de Favier et al.,(1986) dans le cadre d’une
étude sur la composition du lait et des produits laitiers, ont rapporté des teneurs variant de 34
a 37% pour les fromages fondus a25% de taux G/S et des teneurs variant de 43 a 57 %pour les
fromages fondus a 40-50 % de taux G/S.

D’aprés le Centre Canadien d'Information Laitiere (Anonyme 12. C.C.1.L, 2005), la
réglementation canadienne fixe un taux d’extrait sec total de 50%.

Richonnet, (2016) rapporte un taux similaire dans le cadre d’une étude des caractéristiques
nutritionnelles des fromages fondus.

Le taux d'extrait sec dans un fromage fondu dépend entre-autre de la quantité de
fromage utilisé pour la fonte et du taux d’extrait sec des autres matiéres premic¢res mises en
ceuvre pour la fabrication du fromage fondu (Eck et Gillis, 1997).

L’augmentation de I’extrait sec total et la diminution de 1’humidité est dd probablement

a une évaporation d’eau suite & un mauvais conditionnement ou a une faible hygrométrie.
4.6. Resultats des analyses physicochimiques des echantillons apres

I’ouverture d’emballage et apreés 2 heures de I’exposition a I’air ambiant.

4.6.1. Détermination de pH

Les valeurs des pH, avaient diminué, durant les deux heures, pour la température04°C.
Apres I’ouverture directe la valeur obtenue était de 5, 68. Apres les deux heures d'ouverture la
valeur obtenue était : 05,57 (Figure 12).
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Figure 12: Evolution de pH en fonction de temps (h).
Les résultats obtenus indiquent que I’ouverture de bloc du fromage fondu et son
maintien ouvert a I’air ambiante pendant 02 heures abaisse légerement la valeur du pH

comparativement a la valeur initiale.
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L’abaissement du pH obtenu est di en grande partie, a la dégradation de lactose en
acides lactique. Selon Guiraud, (2003), la flore banale acidophile et acidifiante peut entrainer
un certain nombre d’altération, malgre le traitement thermique de pasteurisation.

4.6.2. Détermination de I’acidité titrable en Dornic (°D)

Les résultats relatifs a I’évolution de la conductivité ont été illustrés par la figure 13.

On note que la valeur de I’acidité est augmentent durant les deux heures, pour la température
04°C apres I’ouverture directe la valeur obtenu est 16,72°D, apres deux heures de I’ouverture

la valeur obtenu est 20,24°D.
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Figure 13: évolution de I’acidité titrable en fonction de temps (h).

Les résultats obtenus indiquent que 1’ouverture de bloc du fromage fondu et le maintien
ouvert a I’air ambiante pendant 2 heures augmente significativement la valeur de 1’acidité
titrable comparativement a la valeur initiale.

4.6.3. Détermination de la conductivité

Les résultats relatifs a 1’évolution de la conductivité sont illustrés par la figure 14.

On note que la valeur de la conductivité est augmentent durant les deux heures, pour la
température 4°C apres 1’ouverture directe la valeur obtenu est 4,48 ms/cm, aprés deux heures

de I’ouverture la valeur obtenu est 4,69ms/cm.
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Figure 14: Evolution de la conductivité en fonction de temps (h).
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Les résultats obtenus indiquent que 1’ouverture de bloc du fromage fondu et le maintien
ouvert a I’air ambiante pendant 02 heures augmente légérement la valeur de la conductivité
comparativement a la valeur initiale.

La diminution de pH agit a sur l'augmentation des charges des molécules, donc une
augmentation relative de conductiviteé.

L’augmentation de la teneur en humidité relative (Hr%), facilite dans le fromage fondu
le processus d’échange d’ions et conduit a une augmentation de conductivité.

4.6.4. Détermination de I’extrait sec total et ’humidité

Les résultats relatifs a 1’évolution de I’extrait sec total et I’humidité sont illustrés par la
figure 15.0n note que la valeur de I’extrait sec total a augmenté durant les deux heures, pour
la température 04°C aprés 1’ouverture directe la valeur obtenu est 57,8%, aprés deux heures
de I’ouverture la valeur obtenu est 61%.

La valeur de I’humidité est diminué durant les deux heures, pour la température 4°C
aprés I’ouverture directe la valeur obtenu est 42,2%, aprés deux heures de 1’ouverture la

valeur obtenu est 39%.
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Figure 15: Evolution des valeurs 1’extrait sec total et ’humidité en fonction de temps (h).

Les résultats obtenus indiquent que 1’ouverture de bloc du fromage fondu et le maintien
ouvert a I’air ambiante pendant 02 heures augmente significativement la valeur de I’extrait sec
total et diminue la valeur I’humidité comparativement a la valeur initiale.

Concernent I’augmentation significative de I'EST, apres 02 heures de I’ouverture du fromage
fondu, ceci est d{, a une probable prolifération microbienne, et la diminution de I'Hr % a été

attribué a I'évaporation de la teneur en eau.
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Conclusion

Conclusion

Cette étude avait pour but d’exploration de la stabilit¢ physicochimique
et microbiologique de fromage fondu commercialisé dans la wilaya de Bordj Bou Arréridj, les
échantillons ont été conserveés a deux températures différentes pendant trois semaines.

L’objectif fixé préalablement étaient ; en plus d’améliorer nos connaissances relatives
aux défauts, les plus dominant entachant les fromages fondu, lors de leur conservation et/ou
consommation a domicile, d’évaluer la stabilit¢ microbiologique et physicochimique du
fromage fondu.

Les tests physicochimiques ont montré que durant toute la période de conservation a
température 4°C et 25°C, une légere diminution de pH ; qui dépend essentiellement de la
transformation de lactose en acide lactique, une légére augmentation de 1’extrait sec total,
et diminution de I’humidité relative sous I'effet de I'évaporation de I'eau.

Les analyses microbiologique ont montré, que durant la période de conservés les
échantillons sous deux températures (4 C, 25°C°), durant les deux premieres semaines
(S1, S2) : étaient conformes aux normes national (J.O.R.A. N°35 1998), ayant marques une
absence totale des flores indicatrice de contamination.

Alors que, a la fin de la troisieme semaine (j 21), les échenillons en exhibé des flores
mésophiles, a des taux dépassant légérement la norme.

Concernant les résultats des analyses microbiologiques, relatifs aux échantillons ayant
été conservés a température ambiante, apres ouverture de ’emballage pendant deux heures :
ces derniers étaient exempt des flores d’altération et/ ou de contamination.

Des résultats, illustrés dans des différentes parties de la these, discutée, il ressort que
I’effectif de nos échantillons était stable de point de vue physicochimique et microbiologique ;

méme aprés ouverture d’emballage d’ou I’absence de tous risques pour le consommateur.
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Perspectives

Notre étude avait pour objectif I’exploration de la stabilité physico-chimique et
microbiologique de fromage fondu fabriqué et commercialisé dans la wilaya de Bordj Bou
Arréridj.

Les résultats de 1’étude sont primordiaux et partielles. I1 est fortement souhaitable
d’élargir 1’étude sur un nombre d’échantillons plus élevé, étalé sur plusieurs marques de
fromage fondu et sur une zone géographique plus large et sur les quatre saisons de I’année, et
de compléter 1’étude par réalisation des tests microbiologiques sur la matiére premiére et le
produit fini par recherche et déenombrement des germes suivants :

» Listeria sp.

» Salmonella sp.

» Bacillus cereus.

» Dosage des mycotoxine.

» Dénombrement des flores lactiques thermophile et mésophile.

Des tests physicochimiques:

> Détermination I’activité anti oxydante.

Dosage du taux de chlorures.
Dosage du taux de protéines.

Détermination du taux de cendres.

Y V V V

Mesure de la teneur en matiére grasse.
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Annexe 01 : Appareillages et les produits chimiques

Four a moufle

La haute

conductimetre

Compteur de
colonies

pH-métre

Bain marie

microbiologique

ey

Autoclave

Micropipette

distillateur
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Erlenmeyer

Tube a vis

Balance

Pipette pasteur

pissette

Burette graduée

Flacon

Entonnoir

Eprouvette graduée

Boite pétri

s;/

Becher

Spatule

Les produits chimiques:
Phénolphtaléine.

L'hydroxyde de sodium (NaOH)
Chlorure de sodium (NaCl)

Ethanol.
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Annexe 02 : Composition des milieux de cultures

Milieu Composition Préparation

Milieu PCA Hydrolisattrypsique de caséine....5¢g -Mettre en suspension 20,59
Extrait de levure.................... 2,5g | dans llitre d’eau distillée.
GlUCOSE. ..o, lg | -Porter le milieu a ébullition
Agar... ..., 15g | sous agitation constante.
Eau distillée..................... 1000ml | -Répartir en flacons.
pHfinal.....................conl. 7 | -Autclaver a 121°C pendant

15min.

Milieu sabouraud | D-glucose............cceevveninnnnn. 40g | -Mettre en suspension 659

Agar......ooooiiiiii 12¢ dans 1 litre d’eau distillée

pH final : 5,3+-0,2

-Porter le milieu a ébullition
sous agitation constante.
-Répartir en flacons.
Autclaver a 121°C pendant
15min.

VRBG Peptone ......cceveeevvevieeieeieieeie i 79 | -Verser 40,5g de poudre dans
Extrait de levure...................... 3g 1 litre d’eau distillée
GlUCOSE. ..o, 10g | autoclaver
Chlorure de sodium................... 5g | - Porter le milieu lentement a
Sels biliaire..............coeeviienn, 1,29 | ebullition sous agitation
Rouge neutre....................... 0,03g | constante et I’y maintenir
Cristal violet...................... 0,002g | durant le temps nécessaire a sa
AGar ... 12g | dissolution compléte.
pHfinal ....................... 7,2+-0,2 | -Ne pas autoclaver.
-Ne pas bien mélanger.
Gélose chapman Extrait de viande...................... 3g | -dissoudre 111g de poudre
Extrait de levure....................... 3g | dans 1 litre d’eau distillée
Tryptone........coovevveiiiiininnnnn.. 5g | -Porter a ébullition sous
Peptone bactériologique......10g agitation constante pour
Chlorure de sodium.................. 70g | obtenir une dissolution
Mannitol.............cooeviiiin 10g | compléte.
Rouge de phénol................... 0,05g | - Autclaver a 121°C pendant
Agar..........ciiiii 18g | 15min ; pH 7,4+/-0,1.
Giolitti Cantoni Tryptone.........coovveviiiiiinnin. 10g | -Dissoudre 54,29 de poudre
Extrait de viande...................... Sg | dans 1 litre d’eau distillée
Extrait de levure....................... 5g | -Répartir a raison de 15ml
Chlorure de lithium................... 5g | dans des tubes a vis.
Mannitol...........cooeiiiiniiinenan. 20g | -Autoclaver a 121°C.
Chlorure de sodium................... S5g
Glycine.........ooovvviiiiiiiiinn 1,2g
Pyruvate de sodium................... 3g
Eau distillée..................... 1000ml
Bouillon sélinité Digestion pancréatiques de caséinebg | -Mélanger les produitsdans 1l
Phosphate de sodium................ 100g | d’eau distillé.
Lactose.......ccoevveviiiiiiieea 4g | -Autoclaver a 121°C.

Sélinite de Soduim .................... 4g
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Gélose Hektoén Protéose peptone ..................... 12g | -Dissoudre75 g par litre d’eau
Extraitde levure........................ 3g | distillée.
Chlorure de sodium.................... 5g | -Porter a ébulition sous
Thiosulfate de sodium.................5Q | agitation constante pour
Sels biliaire.....................o 9g | obtenir une dissolution
Citrate de fer Il et d’ammonium..1.5g | complete.
Salicing.........ooevviiiiiiiiiiiin, 29 | -Milieu déshydraté : 2-30°C.
Lactose......oovevieiiniiiiiiianan, 12g | -Milieu préparé en boites : 8
Saccharose............coovviiinnnn... 12g | joursa 2-8°C
Fuschine acide........................ 0.1g
Bleu de bromothymol............ 0.065g
Agar........oocuiiiiii 14qg

Viande foie Bouillon vf......................... 100ml. [-41g de poudre dans 11 d’eau
GlucoSe. ..o, 2¢. | distillé.
Sulfate de sodium....................... 7g. |-Porter a ébullition sous
Citrate de sodium.................... 0,4g. |agitation constante pour obtenir
Alun de fer d’ammonium............. 2¢g. | une dissolution compléte.
GElOSE .. 8g. |-Verser dans des flacons.
Eaudistillé........................ 1000ml. |-Autoclaver a 115°C pendant
pH=7,4. 20min.

Bouillon Rothe -Peptone de caséine.................. 20g |-Dissoudre 35,69 de poudre
-Extrait de viande .................... 1,5g |dans 1 litre d’eau distillée
“GlUCOSE ..., 04g | -Répartir a raison de 15ml dans
-Chlorure de sodium .................. 04g | des tubes a vis.
-Phosphate dipotassique ............ 2,7g |-Autoclaver a 121°C.
-Phosphate monopotassique ...... 2,7g
-Azide de sodium.................. 0,2g

Bouillon Eva -Peptone ..., 20g | -Dissoudre 36 g de poudre dans

Litsky -Glucose ... 5g |1 litre d’eau distillée
-Chlorure de sodium .................. 5g |-Répartir a raison de 15ml dans
-Phosphate dipotassique .............2,7g |des tubes a vis.
-Phosphate monotassique ........... 2,7g |-Autoclaver a 121°C.
-Azide de sodium .................... 0,4g
-Ethyl-violet ..................... 0,0008g

Eau peptonée Extrait de viande...................... 10g. |-15¢g de poudre dans 1 litre

tamponnée Peptone ........coooviiiiiiiiiii 20g. |d’eau distillée autoclaver.
NaCl..ooooiiiie 6g. |-agiter jusqu'a dissolution
KH2PO4......cooiiiiiii, 1.5g. | compléte.
Na2HPOA4.......cooiiii . 9g.
Eau
distillée........oovviiiiiiiiiiiiiiiin, 11.

pH: 6.9

Eau physiologique :

-Dissoudre 9 g de Chlorure de sodium (NaCl) dans un litre d’eau distillé.
-Autoclaver 15 min a121°C ;pH=7.
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Annexe 03 : les criteres microbiologiques de fromage a pate molle
D’apres Arrété interministériel du 24 Janvier 1998 modifiant et complétant I’arrété du
23 juillet 1994 relatif aux spécifications microbiologiques de certaines denrées alimentaires.

JORA n 35/ 1998.p : 7- 25.Tableau 01 : Spécification microbiologique fromage a pate molle

fromage a pate molle n c m
coliformes 5 2 10°
coliformes fécaux 5 2 10
Staphylococcus aureus 5 1 10°
clostridium sulfito-réducteurs |5 2 1
Salmonella 5 0 absence
Listeria monocytogenes 5 0 absence

n: représente le nombre d’unité d’échantillonnage qui est généralement prélevé au hasard
dans un lot. «<n» représente la taille de 1’échantillon. Selon le cas, « n »peut étre égale a 1,
2,3,4,5, etc. le «<ny peut varier en fonction du risque, du nombre d’unité disponible, et aussi de
la grosseur des lots selon le plan d’échantillonnage utilise. Dans les tableaux n=5 sera retenu
atitrer d’application générale, mais ne représente pas la reglea suivre dans tous les cas,
particulierement pour la recherche des microorganismes pathogeénes.

C: représente le nombre maximal permis d’unité d’échantillonnage de qualité médiocre. Si le
nombre d’unité de qualité médiocre est supérieur a « C », le lot d’ou provient I’échantillon
devrait étre rejeté

m: représente des concentrations acceptables des microorganismes, habituellement par g ou

ml.
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Annexe 04 : préparation des milieux déshydratés

-Peser la quantité appropriée de milieu en prenant soin de mettre en place les équipements de
protection individuelle(EPI) indiqués sur les fiches de donnée de sécurité.

-Ajouter progressivement le volume d’eau nécessaire a la reconstitution indiqué sur 1’étiquette
et la fiche technique.

-Agiter lentement et régulierement pour solubiliser les composants.

-Répartir la gélose de fagon homogene.

-Porter a ébullition sans les surchauffer les milieux contenant de 1’agar avant de répartir en
tubes ou en flacons. La dissolution compléte de la gélose est obtenue lorsque la solution

visqueuse ne contient plus aucune particule d’agar s’accrochant a la paroi de récipient.

{

A : Peser le milieu. B : Ebullition dé milieu.

Pour les milieux liquides, on obtient des solutions limpides sans avoir besoin de chauffer
avant d’autoclave. Sauf dans le cas de certain bouillon se référer a la fiche technique et a
I’étiquette).

-Répartir le volume de milieu requis en flacons ou en tubes selon 1’utilisation.

Fusion des milieux préts a liquéfier (en flacons et en tubes)

Faire fondre le milieu en le plagant dans un bain-marie a 50 °C avant de monter en
température a 95 °C.
Retirer le milieu dés lors qu’il est fondu afin d’éviter de le surchauffer. Refroidir le milieu en
surfusion dans un bain d’eau thermostaté & une température comprise entre 44 °C et 47 °C.
Préparation et addition des suppléments

Certains milieux doivent étre complétés par 1’ajout de supplément sélectif ou de supplément
d’enrichissement. Ces suppléments peuvent étre sous forme lyophilisée ou sous forme préte a
I’emploi en format liquide ou en comprimé.
Agiter le flacon plusieurs fois de fagon a assurer une compléte dissolution, tout en évitant la

formation de mousse.
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Ajouter les suppléments dans un milieu ramené a une température comprise entre 44 °C et 47
°C (sauf indication contraire du fabricant). Homogénéiser I’ensemble par retournements

successifs du récipient.

Les suppléments.
Stérilisation
Les flacons et les tubes ainsi préparés sont stérilisé pendant une durée et a une
température spécifique a chaque milieu de culture.
Les particularités propres a chaque milieu sont notifiées dans la fiche technique sur

I’étiquette.

Stérilisation des produits (photo original).
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Annexe 05 : préparation de la solution mere et des dilutions
Mode opératoire
v' On préléve stérilement 25¢g de fromage fondu, puis ajouter 225ml de I’eau physiologique.

v" Le bécher est agité par des mouvements de rotations au moyen d’un agitateur magnétique. On

obtient alors une dilution au 1/10 ou 10,

Figure: Prélévement de 1’échantillon. Figure: Homogénéisation de 1’échantillon.

Avec une micropipette de Iml on préleve 1ml de cette dilution que I’on introduit dans
nouveau tube de diluant de 9ml d’eau physiologique : on obtient une dilution au 1/100 ou 107

et ainsi de suite jusqu’au niveau recherché 10/100000 ou 10~

SM (10ml) =10

Vs s S o

1ml 1mil 1ml 1mil
9 ml eau T T} T T T . .
— — — = physiologie
A/
10 10 107 10™ 10°

Schéma de préparation des dilutions.
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Annexe 06 : dénombrement des FTAM

Mode opératoire

Une prise de 1ml des dilutions dans des boite de pétri vide.
Ajouter 20ml de la gélose PCA.

Mélanger I’inoculum en forme de « 8 » et laisser solidifier.

Apreés solidification, rajouter une deuxiéme couche de la méme gélose environ 5ml.

Figure: Ensemencement en masse de la gélose PCA. Figure: Solidification de la gélose PCA.
Incubation

Les boites sont incubées a la température 30°C pendant 72h.

Lecture

Les colonies des FTAM se présentent sous forme lenticulaire en tenant compte des facteurs
suivants.

Dénombrement

-Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies.

-Multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution.

-Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

Figure: Dénombrement de FTAM.
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Annexe 07 : dénombrement des levures et moisissures
Mode opératoire

Le dénombrement des levures et moisissures a été réalisés sur la gélose Sabouraud.
L’ensemencement se fait en surface.

Prélever environ 15a 20ml de sabouraud et coulée dans des boites de pétri vides.

Apres solidification, ces boites sont ensemencées avec 0,1ml des dilutions en surface.

Figure: Solidification de gélose sabouraud.  Figure: Ensemencement en surface de la gélose
Sabouraud.

Incubation

Les boites sont incubées a la température 25a 30°C pendant 5jours.

Lecture

La lecture permet d’apprécier deux types de colonies :

Les levures dont I’aspect rappelle celui des colonies bactériennes. Elles sont rondes a contours

réguliers, opaques, plates en surface et lenticulaires en profondeur, les moisissures souvent

pigmenté, d’aspect velouté, plus ou moins proéminents.

Dénombrement

-Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies.

-Multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution.

-Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

Figure: Dénombrement des levures et moisissures.
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Annexe 08 : Dénombrements des coliformes
Mode opératoire
Une prise de 1ml des dilutions 10, 10®, 10" coulée dans des boites de pétri vide.

Ajouter environ 15ml de milieu VRBG. Laisser solidifier sur la paillasse.

Figure: Ensemencement en masse de la gélose VRBG .Figure: Solidification de la gélose.
Incubation
Sériel: a 37°C pendant 24ou alors 48h pour les coliformes totaux.
Série 2 : a 44°C pendant 24 ou 48h pour les coliforme fécaux.
Lecture
Les premieres lectures se feront au bout de 24h et consistent a repérer les petites colonies
rouges ayant poussé en masse.
Dénombrement
Il s’agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur le boites en tenant compte les
facteurs de dilutions, de plus :
-Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies.
-Multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution.
-Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

-1l est impossible de trouver plus de coliformes fécaux que de coliformes totaux.

Figure: Dénombrement des coliformes.
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Annexe 09 : dénombrement des staphylococcus aureus
Mode opératoire
Préparation du milieu d’enrichissement
Au moment de I’emploi, ouvrir aseptiquement le flacon contenant le milieu de Giolitti
Cantonii et ajouter 15ml d’une solution de tellurite de potassium.
Meélanger soigneusement. Le milieu est alors prét a I’emploi.
Ensemencement
A partir des dilutions décimales (107,107 ,10°) retenues, porter aseptiquement 1ml par
dilution dans un tube & vis stérile.

Ajouter environ 15ml du milieu d’enrichissement.

Meélanger bien le milieu et I’inoculum.

Figure: Ensemencement dans le milieu G.C.
Incubation

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

Lecture

Seront considérés comme positifs, les tubes ayant virés au noir.

Pour s’assurer qu’il s’agit bien d’un développement de staphylococcus aureus, ces tubes
feront 1’objet d’un isolement sur gélose Chapman préalablement fondue, coulée en boites de
pétri et bien séchées.

Les boites de Chapman ainsi ensemencées seront incubées a leur tour & 37°C pendant 24 a
48h.

Apres ce délai, repérer les colonies suspectes a savoir les colonies de taille moyenne, lisse,

brillante, pigmentées en jaune et pourvues d’une catalase et d’une coagulase.
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Annexe 10 : Dénombrement des spores de clostridium-sulfito réducteur
Préparation du milieu :

Au moment de 1’emploi faire fondre un flacon la gélose viande foie, la refroidir dans
un bain d’eau a 45°C puis ajouter une ampoule d’Alun de Fer et une ampoule de Sulfite de
Sodium.

Mélanger soigneusement et aseptiquement, le milieu est ainsi prét a I’emploi, mais il faut le
maintenir dans une étuve a 45°C jusqu’au moment de I’utilisation.

Ensemencement :

Les tubes contenant les dilutions 10™ et10%seront soumis :

v' D’abord a un chauffage a 80°C pendant 8 a 10 min.

<

Puis un refroidissement immédiat sous I’eau de robinet.

v’ Porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution en double dans deux tubes a vis stérile, puis
ajouter environ 15 ml de gélose VF préte a I’emploi.

v’ Laisser solidifier incline sur paillasse pendant 30min et incubé a 37°C pendant 16,24 ou au

plutard 48h.

Figure: L'ensemencement.
de la gélose (VF).

Figure: Dénombrement des spores de clostridium-sulfito réducteur



Annexes

Annexe 11 : Dénombrement de salmonellasp

Mode opératoire

Jour 1 : pré enrichissement

Prélever 25 g de [I’échantillon dans un flacon stérile contenant 225 ml d’eau
peptonéetamponnée.

Bien homogénéiser puis incuber & 37°C pendant 24 h.

Figure: Pré enrichissement.
Jour 2 : enrichissement

L’enrichissement doit s’effectuer sur le milieu bouillon Sélénite de facon suivante :

10 ml en double pour les flacons contenant 100 ml de bouillon Sélénite.

Figure: Enrichissement.

Incubation

Le premier flacon sera incubé a 37°C pendant 24h.

Le deuxiéme flacon sera incubé a 42°C pendant 24h.

Jour 3 : Isolement

1 ml de chaque flacon sera ensemencé sur le gélose Hektoen.
Les boites ensemence seront incubé & 37°C pendant 24h.

Figure : ensemencement en surface sur la gélose Hektoen. FigureB : Dénombrement de

Salmonella sp.
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Annexes 12 : Détermination de pH

Mode opératoire

Il s’agit de potentiométrique avec un pH-métre.
v' Etalonner le pH-métre a I’aide des solutions tampon a pH 7 +ou — 0,1.
v' Régler la température de 1’appareil a 20°C.
v' Introduire 1’électrode dans la pate de fromage.

v'Attendre la stabilisation du pH pour effectuer la lecture.

Lecture

Figure: pH métre durant 1’analyse de 1’échantillon.
La lecture des résultats se fait directement a partir de 1’affichage sur le cadran du pH-métre.
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Annexe 13 : Détermination de I’acidité titrable (°D)

Mode opératoire
Préparation de la solution de NaOH 0.1mol VV=0,1 |

C=n/v=m/m.v <«— m=C.M.V=0,1molx0.11x40g/I

=0,49
0,4gde NaOH dans 100ml d’eau distille.
Préparation de la solution de phénol phtaléine 10%
10g —» 100ml H20.
Xg — 10ml H20 «— m=10x10/100=1g.
1g de phénol phtaléine dans 100ml d’éthanol.

V=10ml.

Dans un bécher introduit 5g de fromage fondu et ajouter 30ml d’eau distille.

Bien homogénéiser I’échantillon.

Prélever 10ml de I’échantillon préparé précédemment dans un erlenmeyer et ajouter quelques

gouttes de phénol phtaléine.

Titre par la solution de soude le contenu de I’erlenmeyer avec une agitation jusqu'a virage

rose pale

lire le volume de NaOH sur la burette.

Figure: I'addition de I'eau.

Figure: L'échantillon avant le titrage.

Figure: I'homogénéisation de I'échantillon.

Figure: L'échantillon aprés le titrage.
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Expression des résultats

Apres le titrage

On a la relation suivante C1.V1=C2.V2,

C1 : concentration de 1’acide lactique.

V1 : volume la solution 10ml.

C2 : concentration de NaOH 0.1mol/l.

V2 : volume de NaOH ajouter par exemple V2=2ml.
C1=C2V2/V1 =0,1x2/10=0.02mol/l

C=n/v=m/Mxv «—» m=C.M.V=0.02x1x88g/mol.

L’acide lactique =1.76g/1.
1°D—— 0,19/l
X——— 1,764/l.
X=1,76/0,1

x=17.6°D.
Essaien°1:17,6°D.
Essaie n° 2 :17,62°D.
Essaie n° 3:17,58°D

La moyenne : 17,6°D.



<
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Annexe 14 : Détermination de la conductivité

Mode opératoire

I1 s’agit de déterminer la conductivité de produit donnée, elle est mesuré par conductimeétre.
Régler la température de I’appareil a 20°C.

Introduire 1’¢lectrode dans le bécher contenant la solution de 1’échantillon.

Attendre la stabilisation du conductimétre pour effectuer la lecture.

Lecture

La lecture des résultats se fait directement a partir de 1’affichage sur le cadran du

conductimetre.

-~

Figure:Mesure de la conductivité (photo original).
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Annexe 15: Détermination de I’extrait sec total

Mode opératoire

Peser le recépions vide et séche, puis noter leur poids, ensuite taré le poids de recépions.
Peser a nouveau 5g de fromage fondu dans le méme recépions.

Mettre 1’échantillon dans le four a moufle & 103°C pendant 3 heures.

<N X X

Apres séchage peser le poids total (recépions + I’échantillon sec).

Figure: Placement de I'échantillon Figure: L'échantillon séche
dans le four a mofle

Le calcule de résultat :
Hr% = ml — m2
ml —mO0
mO : masse de recépions vide.
m1l: masse de recépions avec I’échantillon.
M2 : masse de 1’échantillon séche.
Exemple :
78,41-76,1 100
78,41-73,41
Hr % = 46,2.

Application numérique : Hr %=

EST % = 100% —Hr %.
EST % = 100% — 46,2.
EST %= 53,8%.



Résume :

L’objectif de 1’étude est 1’évaluation des qualités microbiologiques, physicochimiques d’un fromage fondu,
fabriquer et commercialiser dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj- Nord- Est d’Algérie. Quarante-deux échantillons,
collectés durant le mois d’Avril 2018, la moitié (21lechantillons) était conservée a température04°C, le reste stocké a
25°C, pendant trois semaines. Des analyses, des échantillons, aprés ouverture d’emballage et exposition du leur contenu a
I’air ambiant pendant deux heures, ont été effectué. Des tests physico-chimique, aprés conservation, a 4°C et 25°C ont
donné les valeurs moyennes pH :(5,54- 5,62), Acidité titrable: (16,72D°- 18,18D°), Conductivité (4,41ms/cm-
4,53ms/cm), Extrait sec totale (53,66%- 55,6%), taux d’humidité relative (46,4%- 44,46%) respectivement. Résultats des
tests réalisés, aprés 1’ouverture directe d’emballage et son exposition a I’air ambiant pendant deux heures étaient
respectivement : pH :(5,68- 5,57), Acidité titrable : (16,72 -20,24D°), Conductivité (4,48 ms/cm- 4,69 ms/cm), Extrait sec
total (57,8%- 61%), taux d’humidité relative : (42,2%-39%). Dénombrement des flores microbienne sa révélé une stabilité
et conformité du produit aux normes nationales, pendant la premiere et la deuxiéme semaine de conservation a 4°C et a
25°C. Idem pour les échantillons exposer a ’air ambiant. Une légere augmentation, de la flore totale mésophile, a été
enregistrée pour les deux températures (04 °C et 25 °C) durant la troisieme semaine de conservation, estimée en UFC/g,
a:(1,9x10%, (2x10%) respectivement. Les résultats méritent d’étre approfondie par un plan d’échantillonnage plus
représentatif et par plus test physico-chimiques et bactériologiques.

Mots clés: Fromage fondu, Stabilité, Conservation, Test physico-chimigque, Analyse microbiologique, Température.
Abstract

Processed cheese has always been a rich source for human nutrition. Stability of products, during storage and / or
marketing is controversial subject. Study aimed to assess microbiological and physicochemical qualities of a processed
soft cheese, manufacture and market in Bordj Bou Arreridj distract — North-Eastern of Algeria. Forty-two samples,
collected during spring season (April 2018). Half of the samples were stored at 04°C, the rest stored at 25°C for three
weeks. In addition analyzes of samples after direct opening of their packaging and exposure of their contents to air, for
two hours, were carried out. Physicochemical tests, after storage, at 04 °C and 25 °C, gave the average values: pH (5.54-
5.62), titratable acidity: (16.72°D-18.18°D), conductivity (4.41ms /cm- 4.53ms/cm), dry extract (53.66% - 55.6%),
relative humidity (46.4% - 44.46%) respectively. Results of the tests performed after direct opening of the package and
exposure to ambient air for two hours were respectively: pH: (5.68 - 5.57), titratable acidity: (16.72°D - 20,24°D),
conductivity (4.48 ms / cm - 4.69 ms / cm), total dry extract (57.8% - 61%), relative humidity: (42.2% - 39%). Microbial
flora counts, after cheese storage at 04°C and 25°C, during the first and second week, showed stability of the product and
it’s concordance with national standards, A slight increase in mesophilic flora count was recorded for both storage
temperatures (04 °C and 25 °C) during the third week was estimated in CFU/g, at: (01.9x 10%), (02x10%) respectively.
Study must be completed by more representative sampling and more physicochemical and bacteriological tests.

Key words: Processed cheese, Storage, Temperature, Microbiological Analysis, Physicochemical tests.
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