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Introduction

Le lait est un aliment que nous consommons depuis notre naissance. Il joue un role essentiel
dans notre regime alimentaire journalier, puisqu’il est consommé en grande quantité sous forme de
lait de consommation, de produits laitiers variés et sous forme cachée dans les préparations

alimentaires diverses (Cayot et Porient, 1998).

Ses évolutions physico-chimiques ou biologiques conduisent a une diversité de produits
laitiers tels que les fromages (Jeantet et al., 2007), qui sont les produits de 1’ancienne méthode de
conservation du lait aprés sa coagulation par action conjuguée de la présure et de 1’acidification
(Eck et Gillis, 1997).

L’appellation « fromage frais » évoque chez le consommateur une notion de produit non
affiné, d’assez courte duré de vie et conservé a basse température (Luquet, 1990). Les levains
mésophiles constitués de Lactococcus et Leuconostoc participent a la fabrication du fromage frais
4éme

(Federighi, 2005). La présure est extraite du estomac du veau non sevré (Werner et al., 2010),

elle consiste a transformer le lait de 1’état liquide a 1’état de gel (Jeantet et al., 2007).

Certains microorganismes peuvent s’attacher aux surfaces solides par leurs propriétés bioadhésives

pour former un biofilm, lequel peut étre utilisé par exemple comme un biosorbant.

L’immobilisation de ’enzyme permet également de stabiliser I’enzyme et d’augmenter ainsi sa

durée de vie (Roche, 2011).

C’est dans ce contexte que notre travail est mené pour connaitre I’effet de I’immobilisation sur des
particules argileuses des deux ferments (Lactococcus diacetylactis et Leuconostoc mesentroides) et

de I’enzyme (chymosine) sur la qualité organoleptique et le rendement du fromage frais.






Chapitre I du lait au fromage

M1. Définition du lait

Le lait est un mélange liquide de nombreuses substances dont certaines, telles le lactose ou les
caséines n’appartiennent qu’a lui et une multitude de constituants qu’on peut néanmoins
classer en petit nombre de catégories comme pour toute autre matiére vivante (Mathieu,
1998) comme le montre le tableau 1.

Tableau 01 : Composition moyenne du lait de vache (Mathieu ,1998).

La composition moyenne du lait de vache (g/l)
-Eau 902
-Glucides (essentiellement représentés par le lactose 49
-Matiéres grasses 38
-Protéines
-Caseines 26
-Protéines solubles 6
-Sels 9
-Autre substances 1.5

2. Définition du Fromage

La dénomination fromage est réservée aux produits fermentés ou non, affinés ou non, obtenus
a partir des matiéres d’origine exclusivement laitiére suivantes : lait, lait partiellement ou
totalement écrémé, créme, matieres grasses, babeurre, utilisées seules ou mélange et
coagulées en tout ou en partie avant égouttage ou aprés élimination partielle de la partie
aqueuse (Joffin et Joffin, 2010).

2.1. Principaux types de fromage

Ces produits sont obtenus du lait coagulé, égoutté, qui subit ensuite une maturation ou un
affinage plus ou moins long ce qui donne des fromages de types varies. On classe les
fromages selon leur aspect et leur fabrication, on peut les classer également par ordre
d’humidité décroissante (Clavier, 2001):

- Les fromages frais : fromages blancs, petits suisses ;

- Les fromages a pate molle avec moisissures externe, ou a croute fleurie : camembert,
coulommiers, brie etc ;

- Les fromages a pate molle a croute lavée : Munter, pont-1’évéque, livarot etc ;

- Les fromages a pate pressée, non cuite : cantal, saint Paulin, tome etc ;

- Les fromages a pate pressée cuite : emmental, grugere, beaufort etc ;

- Les fromages fondus : différents fromage broyés et fondus, puis fagconnés.

2.2. Fromage frais

L’appellation " fromages frais "évoque chez le consommateur une notion de produit non
affiné, d’assez courte durée de vie, et conservé a basse température (Luquet, 1990).
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2.3. Fabrication de fromage
2.3.1. Standardisation du lait

La qualité de lait de fromagerie peut étre définie comme 1’aptitude a donner un coagulum
permettant d’aboutir, dans des conditions normales de travail, a un fromage aux
caracteéristiques physico-chimiques définies et avec un rendement satisfaisant (Jeantet et al.,
2007).

2.3.2. Coagulation

Le caillage consiste a faire coaguler la caséine du lait. On procéde de deux fagons
naturellement, il suffit de laisser agir les ferments lactiques contenus dans le lait, souvent on
accelere la coagulation en ajoutant de la présure du lait. Les deux techniques peuvent étre
combinées (Cantin, 2013).

2.3.3. Egouttage

Il permet de séparer le caillé du lactosérum qui sera alors éliminé. Celui-ci est plus ou moins
riche en minéraux, protéines solubles et contient des traces de lactose. Différentes eétapes sont
nécessaires pour accélérer 1’égouttage (Fredot, 2005):

-découpage : on tranche le caillé ;
-brassage assurant une agitation des grains de caillé.

2.3.4Salage
Le salage joue un triple réle en contrariant certaines proliférations microbiennes, en
complétant I’égouttage du caillé et en relevant sa saveur. On peut saler a 1’aide de sel fin ,pur ,
sec et bien égrugé, le produit est répondu en surface ou incorporé directement dans la masse
par pétrissage ,on peut aussi effecteur le salage en plongeant les fromage dans un bain de
saumure a saturation (Roger, 1975).

2.3.5. Moulage

Le moulage consiste en une mise en forme dans des moule ou faisselles dont découleront
I’aspect extérieur et la forme du fromage (Moulay, 2014).

2.3.6. Conservation
On conserve le produit fini a température de 4°C pendant 12 h puis en fait les analyses
microbiologiques, physicochimiques et organoleptiques (Moulay, 2014).

3. Bactéries lactiques

Sont des micro-organismes assez hétérogenes sur les plans morphologie et physiologie, qui
produisent des quantités importantes d’acide lactique. Ce sont des bactéries Gram+, ne
produisant pas de catalase. Elles sont anaérobies mais aérotolérantes. Certaines especes
produisent au moins 1,8 mole d’acide lactique par mole de glucose fermenté. Ce sont des
bactéries lactiques homofermentaires. D’autres produisent environ 1 mole d’acide lactique par
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mole de glucose fermenté et des quantités de produits secondaires principalement (CO,,
I’éthanol, acide acétique).

Les bactéries lactiques regroupent un certain nombre d’especes appartenant aux familles des
Streptococcaceae et des Lactobacillaceae. Les représentants de la famille des
Streptococcaceae appartiennent aux genres Streptococcus et Leuconostoc (Eck, 1987).

3.1 Les ferments lactiques immobilisés

L’immobilisation ou la fixation des cellules microbiennes peut étre définie comme Ila
localisation des cellules entiéres dans ’espace en réaction avec conservation de leurs
propriétés catalytiques si bien qu’il est possible de les utiliser de fagon répétitive et continue
(Bourgeois et Larpent, 1989).

4. Présure

La présure est un liquide sécrété par ’estomac des jeunes ruminants (Fredot, 2009) ; ¢’est un
mélange de chymosine (80 %) et de pepsine (20%) (Eck, 1987).

D’aprés Jeantet et al., (2007), la déstabilisation des micelles de caséine par la présure
aboutissant a la formation d’un gel pouvant se décomposer en trois étapes :

- hydrolyse enzymatique de la caséine « ;
- agrégation des micelles de caséines déstabilisées ;
- formation d’un réseau gélifié par réticulation.

4.1 Immobilisation des enzymes

L’immobilisation des enzymes induit une modification de leur activité et généralement une
augmentation de leur stabilité. La stabilité de ’enzyme immobilisée dépend de la nature
intrinséque de I’enzyme, des conditions d’immobilisation et de la nature du matériau support
utilisé (Jarrar, 2011).

5. Argile

L’argile est constituée de particules cristallines qui proviennent de la décomposition chimique
des constituants de la roche. Les minéraux argileux sont des particules tres fines dont le
diamétre équivalent est normalement inférieur a 0,002 mm.

La bentonite est un minéral argileux, dont les propriétés sont similaires a celle de la
montmorillonite qui a de nombreuses applications industrielles (Robitaille et Tremblay,
1997).
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1. Objectifs de I’étude

Notre travail repose sur I’utilisation de ’argile comme un support solide pour immobiliser les
bactéries lactiques (Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis et Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides) et également 1’enzyme (chymosine) et ce pour déterminer :

e [D’effet de I'immobilisation des bactéries lactiques utilisées et 1’enzyme sur
I’évolution des parametres physico-chimiques et organoleptiques du fromage ;
e [’effet sur le rendement fromager.

2. Lieu et durée de travail

L’expérimentation a été effectuée au sein des laboratoires de microbiologie, technologie alimentaire
et physiologie végétale, au niveau de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Université Ibn
Khaldoun, Tiaret, durant une période allant du 14 février au 30 mai 2017.

3. Matériels et Méthodes
3.1 Matériels
3.1.1 Lait en poudre

C’est un lait entier en poudre vendu dans le commerce sous 1’appellation « Celia », contenant 25g
de protéines et 26g de matiere grasse dans 100g de poudre, comme I’indique 1’annexe 01.

3.1.2. Les bactéries lactiques

Les ferments lactiques utilisés sont: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis «SD17» et
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesentroides «19D»). lls proviennent de la collection du
laboratoire de microbiologie appliquée (LMA) de I’universit¢é Ahmed Benbella Oran 1. Ces especes
ont été isolées a partir du lait cru de chévre d’une population caprine locale de la région Oranaise de
I’ouest d’ Algérie.

3.1.3.Présure
La présure utilisée est une chymosine qui nous a été offerte par I’unité GIPlait Sidi Khaled Tiaret.

L’activité enzymatique du produit est uniquement due a la chymosine (EC 3. 4. 23. 4) (annexe 02).
3.1.4.Argile

L’argile utilisee dans notre travail nous a été offerte par ’entreprise de fonderie de Tiaret. Elle
provient d’un gisement prés de Maghnia, située a 1’ouest de Tlemcen. Elle est commercialisée par
ENF (Entreprise Nationale des fonderie) sous 1’appellation de bentonite de fonderie (Tiffour et al.,
2014).

3.1.5. Produits et milieux de culture

Les produits et les milieux de cultures utilisés dans notre expérimentation sont présentés dans le
tableau 02.
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Tableau 02: Produits et Milieux de culture

Produits milieux de culture
Milieu MRS (liquide, solide) ;
-Solutions de coloration de Gram : MilieuM17 (liquide) ;
-Violet de gentiane ; Lait écrémé.
- Lugol ; Les compositions des milieux de cultures
- Fuchsine ; sont indiquées dans I’annexe 03.
- Alcool
-Eau distillée ;
-Eau oxygénée ;
-Eau de javel ;
-Huile a immersion ;
-Hydroxyde de sodium NaOH (0.1N) ;
-Chlorure de sodium sel de table
(10g500ml) ;
-Phénophtaléine.

3.1.6. Materiels et appareillages utilisés Le matériel utilisé dans notre experimentation est
présenté dans le tableau 03.

Tableau 03 : Appareillages, verreries et autres

Appareillages Verreries Autres

-Autoclave « WOLF » ; -Tubes a essai ; -Bec bunsen ;

-Etuve « MEMMERT » ; -Pipettes graduées ; -Tamis 40pum ;
-Microscope optique « OPTIKA »; | -Béchers ; -Barreaux magnétiques ;
-Réfrigérateur «IRIS» ; -Burettes graduées ; -Cloche du Durham ;

- Balance analytique« SARTORIUS | -Dessiccateur ; -Portoirs ;

et KERN » ; - Capsules ; -Spatule ;

-PH-métre LEYBOLD- -Thermometre ; -Anse de platine, Pince ;
HERAEUS »; -Cristallisoir ; -Pissettes ;

-Agitateur magnétique thermique - Lames; -Boites de Pétri ;
«HEITO »; -Eprouvettes ; -Bac de coloration ;
-Spectrophotomeétre UV —-1600PC; -Flacons ;
-Centrifugeuse « SIGMA » ; -Micropipette ;

-Bain Marie « HEIDOLPH » ; -Eppendorfs ;

-Thermo- lactodensimétre ; -Papier aluminium ;
-\Vortex. -Tissu (cheche).
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4. Protocole expérimental

La figure 01 montre le protocole expérimental global de la fabrication du fromage frais

Les ferments lactiques (Lactococcus
diacetylactis et Leuconostoc mesonteroides)

v
Activation
v
Purifications successives sur milieu MRS/M17

(liquide /solide) (solide/liquide)

!
Ré-identification
-Tests morphologiques
-Tests biochimiques

v
Cultures bactériennes standardisées (9ml) Iml Suspension 9ml Solution
selon Mc Farland échelle (5.0) & 625nm d’argile stérile (1g/1) d’enzyme (70g/1)

L Fixation des bactéries 45min J L Fixation de I’enzyme 45min J
avec agitation manuel itati

avec agitation manuel

v
Centrlfugatlon Centrifugation
500 tr/min pd 2000 tr/min pd
20min 20min
v !
Préparation de pré- Culot
. N culture (culot+ lait v
Lait reconstitué a écrémé) : : :
1300/ Mise en suspension du lait de 10ml
» Fermentation Empré .
mprésurage apres 2 h
-Tranchage ¢
-Brassage .
-Egouttage 1 6h (Ry) “—— Coagulation
-Salage 20min 24h
-Egouttage 11 12h (R¢»)
-Moulage

Analyses physico-chimiques et

SRR S organoleptiques

conserver a 4°C

Figure 01 : Diagramme de fabrication du fromage frais
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5. Méthodes
5.1. Protocolede purification de I’argile
5.1.2. Protocolede purification de I’argile

La figure 02 montre les étapes de purification de 1’argile.

Argile de Maghnia tamisée a 40um

|

Mise en suspension par agitation
pendant 2h (20g /11 d’eau distillée)

v

Repos 24h dans une éprouvette

v

Récupération par siphonage de Filtration de 50 ml sous vide
400ml du surnageant

} !

Stérilisation par autoclave a 120 °C Séchage de papier filtre a 105°C
pendant 20min jusqu’a la stabilité de poids

! !

Suspension d’argile diluée 3 1 g/I Détermination de la concentration

Figure 02 : Etapes de la purification de I’argile.
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5.2. Ré-identification des souches
La figure 03 représente les étapes de la ré-identification des souches

Les ferments lactiques sélectionnées (Lactococcus lactis subsp lactis biovar
diacetylactis « SD17» et Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides «19D»)

Activation
-Ensemencement de« SD17» sur milieu M17 liquide
-Ensemencement de «19D» sur milieu MRS liquide

Incubation a 30°C

Incubation a 30°C /24 h

Purification

Ensemencement alternatif solide/liquide, liquide/solide sur milieu M17 et MRS 30°c

Tests morphologiques Tests biochimiques

. T _ -Recherche de catalase
Etude macroscopique Etude microscopique

-Type fermentaire
(Turbidité, colonie) Coloration de Gram M

Figure 03 : Etapes de la ré-identification des souches
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Les souches utilisées sont sous forme congelées en cultures pures additionnées au lait écréme et
glycérol et extrait de levures. Elles sont activées et entretenue par repiquage (Guiraud, 1998)
comme suit :

» Déposer une goutte d’inoculum dans 5 ml de milieu de culture M17 bouillon pour les
Lactocoques et MRS pour Leuconostoc ;

> Incubation 30°C pendant 24 h;

»  Apres ce délai, observer a I’ceil nu les cultures et noter une turbidité, trouble plus ou moins
intense (Delarras, 2007).

5.2.3. Purification

Apres Dactivation des cultures en bouillon M17 et MRS pour Lactocoques et Leuconostocs
respectivement (Moulay et al., 2006 ; Kihal et al., 2009), les cultures sont ensuite purifiées par
stries sur gélose M17o0u MRS et mises en incubation a 30°C pendant 24h (Moulay et al., 2006;
Moulay et al., 2013) .

Les colonies a Gram+ et catalase- sont repiquées de facon alternée sur milieu MRS liquide et solide
(Lactocoques) ou M17 liquide ou solide (Leuconstocs), jusqu'a I’obtention des cultures pures
(Zarour et al., 2012; Guetouache et al., 2015). L’identification des micro-organismes ne peut étre
conduite que sur une souche pure. Cette méthode comporte une série d’étapes, se succédant le plus
souvent dans un ordre détermine. Parmi ces principales étapes de 1’identification bactérienne on a :
I’étude morphologique, caractéres culturaux observés sur les milieux, étude de la respiration
(catalase), caracteres biochimiques (Bourdon et Marichal, 1973).

5.2.4. Etude morphologique et biochimique

5.2.4.1. Etude morphologique
5.2.4.1.1. Caractéres macroscopiques

Cette recherche doit étre effectuée a partir d’une culture de 24h de la souche purifiée pour noter
1’aspect des cultures en milieu liquide (trouble), et on note la forme, la taille, 1a couleur et I’aspect
des colonies des cultures sur milieu solide (Bourgeois et Leveau, 1980 ; Senouci et Abdelouahid,
2010).

5.2.4.1.2. Caracteres microscopiques
-Coloration de Gram

L’étude microscopique permet d’observer la morphologie des cellules, leur taille, leur mode de
groupement et le Gram (positif ou négatif), (Bourgeois et Leveau, 1980). Les étapes de la
technique de coloration de gram sont présentées dans I’annexe 04

5.2.4.2. Etude biochimique
5.2.4.2.1. Test de catalase

La catalase est une enzyme presente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et anaérobies
facultatives, elle décompose ’eau oxygene qui se dégage. La recherche de cette enzyme est utile

10
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pour différencier les bactéries (Delarras, 2007). D’apres Joffin et Leyral, (2006) La réaction
catalysée est la suivante: 2H,O0, — 5 2H,0 + 02

-Mode opératoire

Prendre une lame porte objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée et émulsionner
un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur gélose.
Le dégagement des bulles de gaz indique la présence de la catalase : catalase + si non catalase
négative (Delarras., 2007).

5.2.5. Type fermentaire

L’étude du métabolisme de glucide par la voie fermentaire est réalisée en cloche de Durham apreés
incubation a 30°C. La fermentation se traduit par 1’observation d’un dégagement gazeux dans la
cloche (Larpent, 1997).

Selon Fredot (2005) les bactéries lactiques sont :

Soit Homofermentaires : I’acide lactique est le produit de la fermentation du glucose (absence des
bulles de gaz dans la cloche),

Soit heterofermentaire : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide lactique et
d’autres composés : éthanol, CO, et autre acides organiques (présence des bulles de gaz dans la
cloche).

5.2.6. Conservation des souches (courte durée)

La méthode courante utilise des tubes de milieu solide inclinés. Une fois ensemenceés, les tubes sont
placés a I’étuve pour que la croissance débute puis, avant qu’elle ne soit trop abondante, les tubes
sont placés dans une armoire réfrigérée a 4°C pendant 3 a 4 semaine (Guiraud, 1998).

6. La fixation des bactéries

L’immobilisation ou la fixation des cellules microbiennes peut étre définie comme la localisation
des cellules enti¢res dans I’espace en réaction avec conservation de leurs propriétés catalytiques Si
bien qu’il est possible de les utiliser de fagon répétitive et continue (Bourgeois et Larpent, 1989).

-Mode opératoire

-Préparation de deux cultures jeunes (19D et SD17) cultivées respectivement sur milieux MRS et
M17 liquide.

-standardisation des cultures bactériennes a I’aide d’un spectrophotometre selon McFarland 5.0 ou a
DO de 0. 8 & 1,0 (correspond & une concentration de 1,5 x10° UFC /ml. Lue a A=625nm (annexe
05).

-L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’cau
distillée stérile.

-9ml de chaque culture bactérienne standardisée additionnés a 1ml d’argile dilué (1g/L) est laissés
en contact a une température 20°C avec une agitation chaque 10 min jusqu'a 45 min

11
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- Récupération de culot apres une Centrifugation 500tours/min pendant 20 min
Le protocole de la fixation des bactéries sur I’argile est indiqué dans la figure 04:

Les souches identifiees (Lactococcus
diacetylactis (SD17), Leuconostoc
mesenteroides (19D))

l

Standardisation des cultures
bactériennes selon McFarland (5.0) a

625 nm
9ml (19D) + 9ml (SD17)
Iml d’argile +1ml d’argile
dilué (1g/L) dilué (1g/L)

\ J
Y

Apres 45 min de contact a 20°C

!

Centrifugation 500
tours/min pendant 20min

l
¢ |

Surnageant jeté Culot (bactéries fixées)

Figure 04: La fixation des bactéries
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7. Fixation de chymosine

La chymosine est une enzyme de la caillette (partie stomacale) du veau obtenue par macération
(Guiraud, 1998). On dira qu’une enzyme est immobilisée quand les molécules de 1’enzyme sont
macroscopiquement confinées (Burstein, 2000).

La fixation de I’enzyme par ’utilisation de 1I’argile est présentée dans la figure 05

Préparation de I'enzyme :

. 9ml
1ml argile
diluée chymosine 3,5 g +50ml eau distillé stérile
(70g/1)

~. .7

Agitation chaque 10min
jusqu'a 45min

¢

Centrifugation 2000 tours
/min pendant 20min

|
v v

Surnageant jeté Récupération du Culot
(enzyme fixée)

Figure 05 : Les étapes de la fixation de I’enzyme
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8. Préparation du lait

Le lait que nous avons utilisé pour la fabrication du fromage est le lait en poudre (Celia). La figure
06 représente les principales analyses physico-chimiques effectuées sur le lait prépare.

Laiten Preparatllon Lait Eau minérale
poudre reconstitué 130g/I

!

Pasteurisation 63°C
/30min

¢

Analyses physico-
chimiques effectuées

Mesure du pH Dosage de l'acidité Détermination de
titrable la densité

Figure 06 : Les principales analyses physico-chimiques du lait utilisé

-Mode opératoire

Pour la reconstitution du lait, peser 130g de poudre (Celia) et les mettre aseptiquement dans un
bécher stérile, ajouter de I’eau, tout en agitant a ’aide d’un agitateur magnétique, jusqu’a
obtention de 11 de lait reconstitué.

8.1. Pasteurisation :
-principe

La pasteurisation est un traitement thermique qui entraine la destruction de la plupart des formes
vegétatives de la flore banale et celle de tous les micro-organismes pathogénes (Guiraud, 1998).
Selon Joffin et Joffin (2010), la pasteurisation du lait s’effectue a une température de 63 °C
pendant 30min.

- Mode opératoire
On met le lait préparé au bain marie a 63°C pendant 30 min.
8.2. Analyses physico-chimiques

8.2.1. pH

14
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L’acidité du lait peut étre déterminée par des papiers imprégnés d’indicateurs colorés (papier
indicateur). Et aussi a 1’aide d‘un pH-métre muni d’une électrode (Guiraud ,1998).

-Mode opératoire

-10ml du lait est mis dans un bécher ;

-le bout de I’électrode du pH-métre est immergé dans le lait ;
-La valeur du pH s’affiche sur I’écran.
8.2.2 Acidité titrable

L’acidité du lait peut étre exprimée en grammes d’acide lactique par litre de lait. Un échantillon
précis de 10 ml de lait est placé dans un bécher de 10ml en présence de 0.1 ml de phénol phtaléine a
1%, On titre avec la soude (1/9 N) jusqu’au virage au rose de I’échantillon, en comparaison avec
la couleur du lait frais. Noter le volume de NaOH versé (Guiraud, 1998).

L’acidité produite est calculée comme suit :
Acidité =V NaoH X 10

V naon =Volume de la soude coulée
L’acidité est exprimée en degré Dornic ou 1°D = 0.1g/1 d’acide lactique.
8.2.3. Détermination de la densité

La densité sera prise sur I’échantillon a 1’aide d’un thermo-lactodensimétre, cet instrument étant
gradué a 15°C, il faut donc prendre la température du lait et corriger sa densité, si nécessaire pour
une température différente a 15°C (vaillant, 1936).

-Mode opératoire

Dans une éprouvette de 100ml remplie de lait a analyser, plonger le lactodensimétre. La lecture de
la valeur de la densité est faite lorsque I’instrument se stabilise. Noter la température indiquée sur
le lactodensimetre.
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9. préparations de fromage frais
Les étapes successives pour la fabrication de fromage frais sont les suivantes
9.1. Préparation de pré-culture

-9ml de chaque culture bactérienne standardisée (19D et SD17) additionné a 1ml d’argile diluée
(1g/), et mises en contact a une température de 20°C avec une agitation chaque 10 min jusqu'a 45
min;

- récupération des culots par une Centrifugation 500tours/Imin pendant 20 min ;
- ajouter les culots obtenus séparément dans deux tubes contenant 10ml de lait écrémé stérile ;
- incubation a 30°C pendant 24h ;
Les deux cultures représentent le starter de fermentation (Moulay, 2014).
9.2. Ensemencement des ferments lactiques

On transfére le contenu de chaque tube du lait écrémé coagulé dans un cristallisoir stérile contenant
480 ml de lait reconstitue et pasteurisé puis homogénéise. Cette opération est dupliquée: 1’une
servira a I’étude de la cinétique et 1’autre pour la production du fromage frais.

9.3. Emprésurage

Apres une durée de maturation de deux heures, on ajoute le chymosine fixée (culot) puis
homogénéisation.

9.4. Caillage

Son but est d’assurer la précipitation de la caséine grace au caillage du lait. Il consiste en la
coagulation du lait c’est-a-dire son passage de 1’état liquide a 1’état solide ce qui forme le caillé
(Trémolieres et al., 1980).

9.5. Tranchage

Le tranchage consiste a couper le gel en portions égales afin d’accroitre la surface d’exsudation du
lactosérum. L’incidence du tranchage sur 1’égouttage est considérable ; Il est le facteur le plus actif
sur la séparation du lactosérum (Eck et Gillis, 1997).

9.6. Brassage

Le brassage consiste a agiter modérément, dans le lactosérum, les grains de caillé obtenus apres
tranchage afin de maintenir libres les surfaces d’exsudation formées (Eck etGillis, 1997).
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9.7.Egouttage

Se traduit macroscopiquement par une €limination progressive de lactosérum qui s’accompagne
d’une rétraction et d’un durcissement corrélatif du gel (Eck et Gillis, 1997), ou le caillé est séparé
du lactosérum par filtration dans un tissu (chéche).

9.8. Salage

Le fromage peut étre salé par immersion dans un bain de saumure (eau+ sel) (Emilie, 2009). Nous
avons utilisé une solution de NaCl de la cuisine d’une concentration de 10 g dans 500 ml d’eau
distillée. Laisser agir pendant 20min, puis faire un deuxieme égouttage.

9.9. Moulage
Cette etape permet de donner la forme définitive au fromage par 1’utilisation des moules.

9.10 .Conservation
On conserve le fromage préparé dans un réfrigérateur a une température de 4°C jusqu’au moment
d’analyses.

10- La cinétique de la croissance par la technique des micro-spots

Le dénombrement est une technique permettant de quantifier a 1’ceil le nombre d’unités formant
colonies(UFC). La méthode des micro-spots est une méthode de dénombrement facile et moins
consommatrice de matériel microbiologique par rapport a la méthode classique. On effectue des
dilutions successives au dixiéme dans I’eau distillée et on dépose 10ul de chaque dilution
bactérienne (spot) sur une surface de gélose MRS, chaque spot est reproduit six fois. Apres séchage
des micro-spots, la boite de pétri est ensuite retournée puis incubée a 1’étuve a 30°C pendant 24 h.
Les micro-spots contenant 3 & 60 bactéries sont dénombrés. (Bulard, 2012). Nous avons préparé six
dilutions, pour chague dilution nous avons reproduit six dépots de spots.

10.1. pH et acidité Dornic produit

Parmi les nombreuses caractéristiques du lait: masse volumique, matiére séche, etc., deux
dépendent essentiellement de ses substances acides ou basique : le pH et ’acidité. Ceux-ci ont une
importance exceptionnelle par 1’abondance des indications et des renseignements qu’elles donnent
sur la richesse du lait en certains de ces constituants, son état de fraicheur ou sa stabilité (Mathieu,
1998).

-Mode opératoire
-Le pH des différents échantillons est mesuré a 1’aide d’un PH-metre

- Pour I’acidité, 10ml de lait additionnés de 3 gouttes de phénolphtaléine sont titrés par une
solution de soude 1/9 N jusqu’au virage de I’indicateur coloré qui passe de I’incolore au rose.

11. Analyses physico-chimiques et organoleptiques du fromage
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Les analyses physico-chimiques effectuées sur le fromage comportent : La mesure du pH, I’acidité
Dornic et la détermination du rendement.

11.1 pH

Le principe consiste en la mesure du pH a I’aide d’un pH- métre, ’appareil est calibré par des
solutions tampons 4 et 7 (Moulay, 2014).

-Mode opératoire

- 4 g de fromage dilué dans 40ml d’eau distillée ;

- La valeur du pH est lue sur I’échelle graduée du pH métre.
11.2 .Acidite titrable

Pour déterminer 1’acidité prendre 4 g de fromage préparé dilué dans 40 ml d’eau distillé, additionné
de quelques gouttes de phénophtaléine. On effectue la lecteur a partir de la quantité de soude
utilisée dans le titrage.

Selon Mathieu (1998), on exprime I’acidité en degrés dornic
1°D = 0.1g d’acide lactique par litre de lait
11.3 Rendement

Le rendement fromager ou le rendement de la transformation du lait en fromage est 1’expression
mathématique de la quantité de fromage obtenue a partir d’une quantit¢ donnée de lait (Eck, 1987).

Selon kouniba et al ., (2007), le rendement est déterminé ainsi :

MB = (poids C/ poids L) x 100

MB : matiére brute
Poids C : poids de caillé

Poids L : poids de lait

12. Caractéristiques de I’enzyme
12.1. Temps de floculation

Selon Ramet et weber (1980) La détermination du temps de floculation consiste 1’apparition des
premiers flocons de caséines visibles a 1’ceil nu.

Dans un tube a essai, un volume de 10ml de lait est additionné de 1ml de solution enzymatique et
porter a 30 °C dans un bain marie. Noter le temps (en secondes) d’apparition des premiers flocons.

12 .2 . Activité coagulante

18



Chapitre | Matériel et méthodes

Selon Boughellout (2007), I’unité d’activité coagulante (U .A .C) ou I’unité présure est définie par
la quantité d’enzyme contenu dans 1ml qui peut coaguler 10ml de lait a 30°C.

Ou

UAC=10-0V /T V'
U. A. C: unité Activité Coagulante

V : Volume du lait

V" : Volume de I’extrait enzymatique
T : Temps de floculation

12 .3 .La force coagulante

Selon Adoui (2007), la force ou I'unité soxhlet correspond au nombre d’unit¢é de poids ou de
volumes de lait coagulable en 40 min par une unité de poids ou de volume de préparation
enzymatique ; elle est calculée selon 1’équation suivante

Force = 2400.V

ol T.V

2400 : 40 min x 60sec

V : volume du lait en ml

V' : volume de I’extrait enzymatique en ml
T : temps de floculation en secondes

13. Analyse sensorielle

Les caractéristiques sensorielles d’un aliment sont des critéres importants de 1’acceptabilité de
I’aliment par le consommateur. L’aspect d’un fromage, sa couleur, son odeur, sa consistance, sa
saveur, son arome stimulent les sens de la vie, du toucher, de 1’odorat et du gout et provoquent des
réactions plus ou moins vives d’acceptation ou de rejet) (ECK et Gillis ,1997).

Ce test a pour objectif de déterminer la mesure dans laquelle le consommateur accepte un produit.
L’acceptation d’un produit alimentaire indique en général la consommation réelle de ce produit
(Moulay, 2014).

Les évaluations sensorielles des produits expérimentaux sont réalisees dans une salle au laboratoire
de microbiologie de la faculté des sciences de la Nature et de la Vie Université de Ibn —Khaldoun
Tiaret, par un jury de 10 dégustateurs avec des fiches de dégustations.
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1. Etude de caractérisation des souches
1.1. Critéres morphologiques
1.1.1 .Caractérisation macroscopique

L’étude des caractéristiques macroscopiques des deux souches (19D, SD17) sur
milieu M17 et MRS servent de base a I’identification du genre.

-Sur milieu liquide : L’observation macroscopique du développement des isolats
(Lactococcus lactis subsp lactis biovar diacetylactis et Leuconostoc mesentroides
Subsp mesenteroides) sur milieu M17 et MRS liquide respectivement, a permis de
remarquer la présence de trouble signifiant ainsi une croissance bactérienne (\Voir
figure Q7).

Figure 07: Aspect macroscopique des bactéries lactiques, en milieu (MRS, M17)
liquide

SD17 : Lactococcus lactis subsp lactis biovar. diacetylactis.

19D : Leuconostoc mesentroides subsp mesenteroides.
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-Sur milieu solide : des colonies lenticulaires parfois circulaires de petites tailles,
blanchétres ou légerement jaunatres, a pourtours réguliers et lisses (\Voir figure 08).

Figure 08: Aspect colonies des bactéries lactiques obtenues aprés 24 h d’incubation
a30°C sur milieu solide

A : Leuconostoc mesentroides ensemencée sur milieu MRS
B : Lactococcus diacetylactis ensemencée sur milieu MRS
1-1-2.Caractérisation microscopique

L’observation aprés la coloration de Gram des frottis réalisés a partir des colonies
microscopique apparues, révele que les souches (S17, 19D) sont & Gram positif, de
forme identique (coque), disposées en paires (diplocoques) ou en courtes chainettes
(Voir figure 09). Nos résultats concordent avec les caractéristiques de ces deux
souches rapportées par les auteurs (Badis et al., 2005)

.
- <

Figure 09: Aspect microscopique et arrangement des bactéries lactiques apres
coloration de Gram, (agrandissement x 100)
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1-2 .Etude biochimique
1-2-1.Test de catalase

Dans 1’essai du test catalase on a remarqué 1’absence de dégagement des gaz,
signifiant alors 1’absence de I’enzyme catalase (voir figure 10), ou souches catalase
négative. Ces résultats ont été démontrés par kihal et al., (2009).

Figure 10:Test catalase

A :Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis.
B :Leuconostoc mesenteroides subsp.mesentroides.
1-3.Le type fermentaire

Pour déterminer les différents types fermentaires nous avons fait un test pour les deux
souches étudiées (Lactococcus diacetylactis, Leuconostoc mesonteroides) prises
séparément.

Notre résultat montre que la souche Lactococcus diacetylactis (SD17) est
homofermentaire, puisque nous avons eu I’absence des bulles de gaz dans la cloche de
durham, par contre la souche Leuconostoc mesonteroides (19D) est hétérofermontaire,
car nous avons observe un dégagement gazeux (voir figure 11).
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Figure 11 : type fermentaire des ferments lactiques (Lactococus et Leuconostoc)

1 :Leuconostoc mesonteroides
2 :Lactococcus diacetylactis
2- Parameétres physico-chimiques du lait

Dans le tableau 04, sont indiquées les valeurs des parameétres physico-chimiques
étudiés sur le lait reconstitué a partir du lait entier en poudre « Celia ».

Tableau 04: paramétres physico-chimiques du lait

pH 6,5
Acidité (°D) | 20
Densité 1,028

2-1.pH

Les résultats obtenus dans le tableau 01 montrent que le pH de lait est égal a 6,5.
Notre résultat est comparable au résultat de Karsten (1937) qui se situent dans
I’intervalle de 6,4a 6,6, et aussi avec le résultat de Labioui et al.,(2009) qui se situent
dans I’intervalle de 6,44 a 6,71 avec une moyenne de 6 ,55.

2-2.Acidité

D’apreés les résultats présentés dans le tableau 01 I’acidité titrable du lait (Celia) est 20
°D, notre résultat concorde au résultat de Tir et al.,(2015).

2-3.Densité

Dans le tableau 01, la valeur de la densité corrigée du lait analysé est égale a 1,028,
cette valeur est comprise dans l’intervalle 1,028-1,033 et 1,024-1,032 cités par
Labioui et al.,(2009)

Nos résultats sont proches de ceux trouvées par Kopaczewski (1948) qui sont 1,031.
Selon Labioui et al.,(2009), la densité dépend de la teneur en matiére grasse, de
I’augmentation de la température et des disponibilités alimentaires.

i)
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3-Cinétique de croissance

Les figures 12, 13 et 14 représentent respectivement 1’évolution du pH, I’acidité
Dornic et de la croissance des souches (19D, SD17) en fonction du temps.

6,15 i

6,1

6,05

5,95

5,9
5,85
5,75

5,65 T T T T T t(h)

Figure 12 : Variation de pH des souches (19D et SD17) cultivées sur milieu lait a
30°C

50

45

40 r—ﬂ/‘
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25 _—
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15
10

Figure 13: Variation de 1’acidité des souches (19D et SD17) cultivées sur milieu lait a
30°C
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Log N
8,1
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Figure 14: Cinétique de croissance des souches (19 D et SD17) Cultivées sur milieu
lait 330°C
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Figure 15 : Boite de pétri contenant la gélose MRS au sein des quelles sont déposées
des suspensions bactériennes & différentes dilutions (de 10 é10'6) apres incubation a
30°C pendant 24 heures.

3-1 pH

On remarque dans la figure 06, une diminution du pH du lait (ensemence) de 6,1 a
5,7 durant les 05 heures d’incubation, ceci est di a la présence des ferments lactiques
(19D, SD17). Cependant, il y a eu un palier entre 3 et 4 heures, probablement di a
une erreur de lecture du pH.

3-2 L acidité

La figure 07 montre une augmentation de 1’acidité Dornic du lait (ensemencé) de 24
a 44. Cette évolution de 1’acidité est un indicateur de la croissance bactérienne. Le
lait reconstitué avant incubation a une acidité Dornic de 24 °D et apres 5 h

e
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d’incubation, I’acidité a atteint 44°D, Nos résultats sont proches de ceux trouvés par
Moulay et al.,(2006) et qui sont de 1’ordre de 51°D.

Selon Moulay et al., (2013), la cinétique d’acidification du lait est essentiellement
due a la production de I’acide lactique qui varie selon les souches.

Il existe une relation étroite entre le pH et le degré Dornic, quand le pH diminue la
quantité d’acide lactique produite augmente. La comparaison entre les graphes du pH
et celui de I’acidité montre que le taux de 1’acidité augmente avec la diminution du
pH.

3-3.Cinétique de croissance

A partir de la courbe de la figure 08, nous constatons une évolution de la croissance
des souches pendant 5 heures de fermentation ce qui nous a permis de distinguer les
différentes phases de croissance de ces bactéries. On remarque que :

_Absence de la phase de latence
_Une phase d’accélération
_Une phase d’exponentielle

D’aprés ces courbes il semble avoir une seule phase probablement la phase
exponentielle

4. Parametres physico-chimiques du fromage

Les résultats des analyses physico-chimiques effectuees sur le fromage préparé a
partir du lait entier en poudre (Celia) figurent dans le tableau 05 ;

Tableau 05 : Résultats des analyses physico-chimique du fromage

PH Acidité | Rendement

5 120 Re1 Re2

3457 | 30,337

4 .1.pH de fromage

Le pH, trés variable d’un fromage a I’autre au démoulage et I’intérieur du fromage,
est un facteur de sélection prépondérant. La zone critique se situe entre 4,5 et 5,2 pour
I’inhibition microbienne. Cependant, de nombreux micro-organismes, dont les
champignons, peuvent se développer a des pH inférieurs. De plus, Le pH change au
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cours du temps, en surface et en profondeur du fromage, entrainant des changements
progressifs de flore. (Vandeweghe, 1997).

Le résultat de pH du fromage est de 05 (tableau 02) ; cette valeur se situe dans
I’intervalle 4,3 a 5,0 cité par Hamama et al., (1995)

4.2. Acidité titrable

La valeur d’acidité Dornic du fromage trouvée 120 est trés Proche de celle trouvé par
Moulay (2014) qui est de I’ordre de 115 °D.

Le PH et I’acidité dépendent de la teneur en caséine, en sels minéraux et en ions (Tir
et al., 2015 ; Labioui et al., 2009)

4.3. Rendement

Dans tableau 05, On remarque que le rendement fromager est de 34,57 apres le
premier égouttage, Mais apres le deuxiéme égouttage le rendement fromager est
30,33 Par contre 1’étude réalisée par Bachir bouiadjra et al.,(2016), sur les deux
bactéries lactiques et enzyme liberent, donne un rendement d’environ 19,56 7

5. Caractérisation d’enzyme utilisée
Les caractéristiques de I’enzyme utilisée sont regroupées dans le tableau 07

Tableau 07 : caractérisation des enzymes utilisés

Les parameétres Chymosine libre| chymosine Fixée
Temps de floculation (sec) (30°) | 420 210
Temps de coagulation (min) 29 26
Activité coagulante UAC/ml 0,238 0,47
Force de coagulation 1 1
13,79 15,38

5-1.Temps de floculation

Nous pouvons remarquer que la chymosine libre, donne un temps de floculation a
30°C d’environ 420sec. La chymosine fixée donne un temps de floculation d’environ
210sec.et on remarque que le temps de floculation de la chymosine libre est 02 fois le
temps de la chymosine fixée. Par contre 1’étude présenté par Marchadi et al., (2016),
donne un temps de floculation d’environ 191 .

5-2 .Temps de coagulation

On remarque que la chymosine libre, donne un temps de coagulation d’environ
29min. La chymosine fixée donne un temps de coagulation d’environ 26 min.
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5-3. Activité coagulante

L’unité d’activité coagulante (U. A. C) qui représente la quantité d’enzyme contenue
dans 1ml de la solution enzymatique, qui peut coaguler 10ml de lait en 100sec a
30°C, est de 0,238 unité/ml pour la chymosine libre et 0,47unité/ml pour la chymosine
fixée. Ce résultat est different a celui obtenu par Merchadi et al., (2016), déminué a
18 .75 unité /ml

5-4.Force de coagulation

La chymosine libre a une force coagulante de 1/13.79 Par contre la force de
Chymosine fixée est de 1 /15 .38

6. Caractéristiques sensorielles

Les caracteres organoleptiques d’un aliment déterminent I’attrait qu’il exerce sur le
consommateur. L’aspect d’un fromage, sa consistance et sa flaveur, de I’odorat du
toucher et du golt. Cet examen doit permettre de caractériser le produit de fagon
qualitative et quantitative pour permettre d’établir des classements, des comparaisons
entre les échantillons (Eck, 1987).
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Tableau 06 : Evaluation sensorielle des fromages frais préparés

Echantillon Fromage
Caractére étudie
Jaunéatre 0/
Couleur Créme 0/
Jeune claire 0/
Creme claire 80/
blanchatre 207/
Sec 0/
Hydratant 0/
Aspect Normal 1007
Ferme 0/
Granulée 107
Texture Souple 907
Onctueuse 0/
Treés bon 17
Bon 90/
Gout Moyen 4
Acide 0/
Ameéres 57
Rance 0/
sale 0/
Odeur Lait Cru 0/
Beurre 0/
Fromage 1007
L’ben 4
Le fromage est : Bon
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Les caractéristiques sensorielles des fromages sont une préoccupation importante. La
qualité sensorielle des fromages varie en fonction de la technologie de fabrication et
de la caractéristique chimique et microbiologie de la mati¢re premiére mise en ceuvre.
Ces dernieres dépendent elles méme de nombreux facteurs d’origine génétique,
physiologique et alimentaires (Moulay, 2014)

La majorité des dégustateurs (80/7) estiment que notre fromage est d’une couleur
Creme claire, contre 20/ estimant que notre fromage est d’une couleur blanchatre

L’aspect a été jugé a /00/normal, quant a la texture, 907 des dégustateurs ont jugé
notre fromage a texture souple, contre 10 des dégustateurs ayant jugé une texture
granulee

Pour le gout, la majorité des dégustateurs (90 ) ont apprécié le fromage en le jugeant
bon

Tous les dégustateurs ont jugé une odeur caractéristique de fromage

Selon Moulay (2014), le go(t de la pate est di a la diffusion du sel dans celle-ci, donc
le NaCl peut avoir une action sur la formation de la flaveur en tant qu’exhausteur
d’arome
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Conclusion

Pour fabriquer le fromage frais, nous avons utilisé la chymosine et les ferments lactiques
(Lactococcus lactis subsp lactis biovar diacetylactis et Leuconostoc mesenteroides subsp
mesenteroides) immobilisées par un support solide (argile).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les ferments lactiques ré -identifiés sont
Gram positif, de forme identique (coque), disposées en paires (diplocoques) ou en courtes
chainettes, catalase négative, homofermentatire pour la souche Lactococcuse diacetylactis
diacetylactis, hétérofermontaire pour la souche Leuconostoc mesentroides

Les paramétres physico-chimiques du lait reconstitué, utilise dans la fabrication du fromage,
et préparé a partir du lait entier en poudre« Celia), sont: Un pH=6,5, acidité 20°D et une
densité 1,028.

Les résultats de la cinétique de croissance obtenue par I’évolution de 1’acidification,
variation du pH et par le nombre de bactéries, montrent que 1’acidité Dornic augmente
proportionnellement avec 1’augmentation du nombre des cellules, alors que 1’évolution du pH
est inversement proportionnelle a 1’évolution du nombre de cellule.

La majorité des dégustateurs estiment que le fromage fabriqué est de bonne qualité
organoleptique, caractérisé par une couleur creme claire, un aspect normal, une texture
souple, un gout bon et une odeur de fromage. Quant au rendement fromager, il est de 34,57
apres le premier égouttage, et de 30,337 aprés un deuxiéme égouttage effectué apres le
salage.

L’immobilisation des ferments [9ml suspension bactérienne +1 ml argile (1g/l)] et de
I’enzyme [9 ml (70g/ 1) + 1 ml argile (1g/l)] peut constituer une base solide pour des travaux
futurs pouvant étre extrapolés aux procédés industriels.
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Annexe 03

Composition des milieux de culture

Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe)

Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Glucose

Tween 80 (polysorbate 80)
Phosphate dipotassique
Acétate de sodium

Citrate traimmonique
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganese

10g
10g
59

20g

1ml

29

59

29
200mg
50mg

pH 6.5. Répartir en tubes a essais (8 a10ml) Autoclaver 15 minutes a 120°C. Ce milieu
peut étre préparé a double concentration en multipliant par deux les valeurs ci-dessus.

Gélose MRS

Composition de Bouillon MRS + 10g Agar(en gramme par litre d’eau distillée)

Bouillon M17 (Oxoid ou Merck) (g/l)

Glycérophosphate de sodium
Peptone de soja

Extrait de viande

Lactose

Peptone de viande

Peptone de caseine

Extrait de levure

Acide ascorbique

Sulfate de magnésium
Stérilisation 15 minutes a 110°C..

Lait écrémé
Lait écremé 10g
Extrait de levure 0.5g
Eau distillee 100ml

pH =7 Autoclavage a 110 pendant 10 minutes

19
5
5
5
2.5
2.5
2.5
0.5
0.25
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Annexe 02

La présure industrielle (chymosine en poudre)

CHY-MAX® Poudre NB

Fiche Information Produit
Coagulant en poudre

“

3 CHY-MAX" Poudre NB est une solution standardisée de chymaosine pure produite par
fermentation de Aspergllius niger var. awarmor). CHY-MAX" Poudre NB ne contient
pas d'amylases & un niveau détectable. (Méthodes utitisées: Glucoamylase AP-O21 et
Amylase AP-20). La version poudre de CHY-MAX" et formulée sans benzoate.

CHY-MAX® Poudre NB est composée d'enzymes coagulantes du lait specifique de
Uhydrolyse de (a caséine Kappa, donnant ainsi une trés bonne formation du caille,
L'activité protéolytique générale a également un impact significatif sur la formation
de la saveur et de la texture des fromages.

CHY-MAX® Poudre NB est conforme aux recommandations du JECFA (FAD/WHO) et
du FEC concernant tes enzymes alimentaires, et a celles émises par e SCF (Scientific
- Comnitice on Food) de 'Union Européenne sur la préparation des enzymes
Taires.

ition danoise et les autres autorités sanitaires pour la production d’enzymes
% ;'(:l\muire humaine. Les références CHY-MAX" Poudre HBE sont
alal.

mwmu de Chr. Hansen sont produits en stricte conformité avec la I

Gudre NB est une poudre blanche 4 jaunatre avec une odeur
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Figure 02: La présure industrielle (chymosineen poudre)
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Annexe 04
Coloration de Gram

Principe :
Elle est déroulée en trois temps principaux :

-le frottis, séché et fixé, est recouvrer de violet de gentiane, touts les bactéries prennent ce
colorant .on recouvre alors de réactif de lugol qui joue le rdle de mordant ;

-ensulite, le frottis est soumis a I’action de 1I’éthanol de fraction volumique (90-95 %
L’éthanol dissolvant le violet de gentiane permet de décoloration de certaines bactéries dites
a Gram négatif. Les bactéries a Gram positif restent violettes ;

-apres lavage a 1’eau, la préparation est recouverte d’un deuxieme colorant (safranine ou
fuchsine basique phénolées) qui recolore en rose les bactéries précédemment décolorées.
Observer apres séchage a I'immersion (objectif x100) et a pleine lumicre. Une premiére mise
au point peut étre faite a I’objectif x10.

Au terme de ce processus, les bactéries a Gram négatif apparaissent roses et les bactéries a
Gram positif violettes. Ce sont différences de nature de la paroi qui sont la cause de cette
différence de coloration : les bactéries a Gram négatif ont une paroi plus fine que celles a
Gram positif, et, de plus, elles sont riches en lipides (membrane externe de la paroi) dans
lesquels 1’éthanol est fortement soluble.



Annexe07 :

Evaluation sensorielle de fromage frais préparé

Tableau 01 : Evaluation sensorielle de fromage frais préparé

Caracteére étudie

Echantillon

Fromage

Couleur

Jaunatre

Créme

Jeune claire

Créme claire

Blanchatre

Aspect

Sec

Hydratant

Normal

Texture

Ferme

Granulée

Souple

Onctueuse

Gout

Tres bon

Bon

Moyen

Acide

Ameres

Rance

Sale

Odeur

Lait Cru

Beurre

Fromage

L'ben

Le fromage est :
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Annexe 01

Le lait en poudre utilisé

Figure 01 : Lait en poudre utilisé
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Annexe : 06
Dénombrement des colonies
D’apreés joffin et joffin (2010).

Le but des techniques de dénombrement est de déterminer le nombre de microorganismes
d’une catégorie donnée contenus dans un volume donné.

Selon Joffin et Leyral (2006) :
N= >C
V. (n:0.1.n2).d
Dans laquelle
C = Somme des colonies des boites comptées ;
V=Volume de I’inoculum ;
ni1=nombre boites comptées a la plus faible dilution ;
nz2= nombre boites comptées a la plus force dilution ;

d=dilution correspondant a la plus faible.
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Annexe 08

Les résultats d’évolution 1’acidité, PH et le nombre de micro —spots UFC/ml

Tableau 02 : les valeurs de 1’acidité produit en degré Dornic (°D)

Temps(h) |0 1 2 3 4 5

°D 24 29 32 39 40 44
Tableau 03 : Les valeurs de pH au cours de I’acidification

Temps(h) |0 1 2 3 4 5
pH 6.10 6.00 5.90 5.80 5.80 5.70

Tableau 04 : Les valeurs de nombre de micro-spots UFC/ml en fonction de temps

Temps (h) UFC /ml Log (UFC /ml)
To 4.15 .10’ 7.61

T, 5.61.10° 7.74

T, 6.27 .10 7.79

Ts 7.79.10° 7.89

T, 9.10 .10’ 7.95

Ts 1.10 .10° 8.4
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Annexe 09

Technique de micro -spot




Annexes

Annexe : 05
Standardisation a I’échelle de McFarland 5.0
Principe de la méthode

Les standards de turbidité se préparent en melangent des produits chimiques qui précipitent
pour former une solution de turbidité reproductible. Les standards McFarland sont préparés
par ajout d’acide sulfurique a une solution aqueuse de chlorure de baryum, ce qui entraine la
formation d’un précipité de sulfate de baryum en suspension.

Le standard McFarland 5.0 correspond approximativement a une suspension homogene des
bactéries 1.5x 10° Cellules par ml (B .D.C, 2005 ; DALYNN, 2014).

McFarland Turbidité standard No. 5.0

Formule approximative par 100ml d’eau purifi¢e
Chlorure de baryum solution de 0,048M ........ 5,0ml
Acide sulfurique, solution de 0,18M ............ 95,0 ml
D.0. a 625 nm au spectrophotometre.......... 0,8-1,0

Cette formule approximative peut étre ajustée et/ou enrichie pour des résultats optimaux.
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Annexe : 10

Caractérisations organoleptiques et physico-chimiques du fromage

Les photos suivantes montrent les étapes de fabrication du fromage frais

La coagulation du lait aprés 24h Tranchage de la pate

Brassage Egouttage du caillé




Salage

Annexes

Moulage

Figure 03

. Les étapes de fabrication du fromage



Résumé

Le travail réalis¢ dans ce mémoire, a pour objectif la fabrication d’un fromage frais par coagulation
mixte (ferment lactique et la chymosine) immobilisés sur support solide (I’argile), a partir du lait
reconstitué pasteurisé.

Les ferments lactiques Lactoccocus diaetylactis et Leuconostoc mesenteroides ont été ré-identifiés par des
méthodes microbiologiques, biochimiques, puis fixées sur une suspension d’argile, en suite le culot obtenu
est inoculé dans le lait écrémé et incubé a 30°C, Apres 24h la pré-culture obtenue est transférée au lait
reconstitué. Apres 2h, nous avons ajouté, au mélange lait + pré-culture, le culot de chymosine obtenu aprées
fixation sur une suspension d’argile. La cinétique de croissance des souches a été suivie par le pH,
I’acidification et le nombre de bactéries en évidence pendant Sh.

Un fromage frais a été obtenu apres les étapes de la coagulation, d’égouttage, salage, moulage, suivi par
des analyses physico-chimiques et organoleptiques.

L’immobilisation des ferments et de la chymosine sur I’argile a donné lieu a un produit de bonne qualité.

Mots clé : argile, chymosine, Ferments lactique Lactococcus diacetylactis et Leuconostoc mesenteroides.
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