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Introduction

INTRODUCTION

Depuis son apparition, I’homme pour demeurer sur cette terre a tirer parti de la nature
pour trouver de quoi se nourrir et se soigner. Il était donc intéressant de réunir toutes

les connaissances que 'homme a rassemblées depuis des siecles pour traiter les pathologies.

Dans le monde, prés de 80% de la population a recours aux plantes médicinales
par I’insuffisance ou bien le manque d’acceés aux médicaments pharmaceutiques (Benaissa,

2011).

L’Algérie bénéficie d’un climat trés diversifi¢, les plantes poussent en abondance
dans les régions cotiéres, montagneuses et également sahariennes. Ces plantes constituent
des remeédes naturels potentiels qui peuvent étre utilisés en traitement curatif et préventif,

et surtout dans la fabrication pharmaceutiques et parapharmaceutiques.

En Kabylie particulierement, les plantes médicinales n’ont jamais été totalement
abandonnées, et les gens n’ont jamais cess¢ de faire appel a la médecine traditionnelle,
ce qui a conduit & maintenir une tradition thérapeutique vivante malgré le développement

spectaculaire de la médecine moderne.

Le Pin d’Alep est l'un de ces plantes médicinales le plus répondus en Algérie.
Au cours de ces des derniéres années, les chercheurs ont mis attention sur 1’utilisation
des différentes parties de cette plante non seulement dans le domaine médical, mais aussi

dans I’industrie agroalimentaire.

Parlent sur I’industrie agroalimentaire, la fabrication de fromage est un moyen tres
pratique et efficace pour la conservation de lait et ces composants qui sont des éléments
importants dans 1’alimentation humaine, et une source d’énergie par sa richesse en lactose,

lipides et en protéines.

L'ensemble de ce travail a pour but d’appui sur I’effet antimicrobien d’une plante

a caracteére médicinal le Pin d’Alep « Pinus. halepensis Mill » sur le domaine agroalimentaire
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en réalisant un essai de fabrication de fromage frais enrichi avec les grains de pin d’Alep,

et suivre sa qualité microbiologique tout au long de processus de fabrication.
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CHAPITRE I Généralités sur le Pin d’Alep

CHAPITRE I : GENERALITES SUR LE PIN D’ALEP

I.1. Systématique

Selon (NAHAL, 1962 ; in ATHMANI et MASMOUDI, 2008) Le Pin d’Alep
" Pinus halepensis Mill " est I’essence caractéristique de 1’étage bioclimatique méditerranéen
semi- aride, il appartient a :

* Embranchement : Phanérogames.

* Sous embranchement : Gymnospermes.

* Classe : Coniferes.

* Qrdre : Coniféroles pinoidines.

* Sous ordre : Abiétales.

* Famille : Pinacées.

* Genre : Pinus.

* Sous genre : Eupinus.

* Espece : Pinus halepensis.

* Nom scientifique : Pinus halepensis Mill.

* Nom commun : pin d’Alep

* Nom arabe : Sanaoubar al-halabi.

I.2. Caractéristiques botaniques du pin d’Alep

Arbre d'environ 30 metres, souvent penché et peu droit, la cime est assez écrasée,
irréguliére et claire, les branches sont assez étalées (BEKER et al., 1982 ; in BOUTCHICHE
et BOUTRIGUE, 2016). Le Pin d’Alep a une longévité importante de 200 a 250 ans, (Fekih
et al ,2014). Sa reproduction commence en général vers 1'dge de 8-12 ans (Chokri, 2005).

Les différentes parties de pin d’Alep sont présentés comme suite :

e Les Rameaux : Sont assez fins avec une couleur vert clair, puis ils changent
de couleur en gris clair quand ils deviennent plus agés. Ils portent une forme

polycyclique. (KADIK, 1987 ; in BOUTCHICHE et BOUTRIGUE, 2016).
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CHAPITRE I Généralités sur le Pin d’Alep

e Les bourgeons : sont non résineux avec une forme ovoide, aigus, couleur brune avec
des écailles libres frangées de blanc (KADIK, 1987 ; in BOUTCHICHE
et BOUTRIGUE, 2016).

e Les feuilles ou les aiguilles : les feuilles sont trés fines, lisse et aigus, d’une taille
de 6 a 10 cm de long et une largeur de 1 mm, sont groupées par 2 en pinceaux
a l'extrémité des rameaux (NAHAL, 1962 ; in BOUTCHICHE et BOUTRIGUE,
2016).

e Les cones : Ils sont de couleur pourpres puis brun, avec une taille de 6 a 12 cm
et un pédoncule épais de 1a 2cm, lustré avec des écussons aplatis, persistant Plusieurs
années sur I’arbre (KADIK, 1987 ; in BOUTCHICHE et BOUTRIGUE, 2016).

e Les graines : L’arbre de pin d’Alep produit également une graine comestible, appelée

« Zgougou », (BOUTCHICH et BOUTRIGUE, 2016).

Les graines sont de petite taille de 5 & 7 mm, de couleur brun gris sur une face et gris
moucheté de noir sur Dautre face (KADIK, 1987 ; in BOUTCHICHE
et BOUTRIGUE, 2016).

I.3. La répartition de pin d’Alep :
L.3.1. Dans le monde :

Le bassin méditerranéen occupe I’équivalent de 3,5 millions d’hectares de pin d’Alep,
et cette répartition est limitées (QUEZEL, 1986). On trouve que cette espece est abondante
surtout dans le Maghreb et I’Espagne, dont elle trouve son optimum de croissance
et de développement (PARDE, 1957 ; in QUEZEL et al, 1992).

Tableau 1 : Répartition du pin d’Alep dans quelques pays du monde.

Pays Superficie (ha) Source
Algérie 800 000 (MEZALIL, 2003)
Maroc 65 000 (BAKHIYI ,2000 ; in BENTOUATI, 2006)
Tunisie 170 000 a 370 000 (CHAKROUN,1986)
France 202 000 (COUHERT et DUPLAT ,1993)
Espagne 1 046 978 (MONTERO,2000 ; in BENTOUATI, 2006)
Italie 20 000 (SEIGUE ,1985)
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CHAPITRE I Généralités sur le Pin d’Alep

- Aire e repartition du pin &' Alep

Echelle F i L 1 J I

Figure N° 01 : Aire de répartition du pin d’Alep dans le monde (QUEZEL ;1986)

1.3.2. En Algérie :

D’aprés ZENZEN (2016), le pin d’Alep occupe 37% de la surface boisée de I’ Algérie,
trés fréquent sur les massifs du tell littoral et I’Atlas saharien, Il s’étend sur pres
de 850.000 ha

Le pin d’Alep présente de vastes peuplements en oranais (Sidi-Bel-Abbes, Saida,
Tlemcen, Tiaret) dans 1’Algérois (média, Boghar, Monts des Bibans) sur 1’Atlas saharien
(mont de Ouled Nail) et dans le sud Constantinois (Aures, région de Tébessa).

(BOUDY ;1955)
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Figure N° 02 : Aire de répartition du pin d’Alep en Algérie (Seigue, 1985).
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CHAPITRE I Généralités sur le Pin d’Alep

I.4.La composition chimique des grains de pin d’Alep :

Les espéces du genre Pinus sont largement connues pour leurs propriétés médicinales
associées a leur composition chimique. Pour cela, plusieurs études ont été réalisées pour
révéler cette composition. On site :

Les vitamines :

L’huile de pin d’Alep est riche en vitamines ; Comme les vitamines : E ; F, connues
pour leur haut niveau physiologique et propriétés antiacides, B1 ; B2 ; B3 ; vitamine pro A
(béta-caroteéne) et d’autre caroténoides (Wang et al, 2006).

Les éléments minéraux :

L’huile de pin d’Alep contient le magnésium ; zinc ; fer ; cuivre ; iode ; calcium ;
phosphore ; manganése ; cobalt. Ces éléments, ont un effet avantageux pour la santé,
ils sont présents avec un taux élevé dans les graines du Pinus halepensis (Wang et al, 2006).
Les lipides :

Une étude sur la composition lipidique mené par Cheikh et ses collaborateur (2006),
les grains de Pinus halepensis Mill, présente une richesse en acide insaturés (acide oléique :
27% et acide linoléique : 48 ,8%) et d’autre acides saturés comme I’acide palmitique
(8,75 %), myristique, rnyristoleique, palmitoléique, margarique, margaroleique, stéarique,
linoléique, arachidique, eicosénoique, ces derniers se présente en faible tenure.

Les acides aminés :

L’huile de pin contient jusqu’a 5% de substances azotées, dont 90% sont les acides
aminés, parmi lesquels 70% sont des amino-acides essentiels (Wang et al, 2006).

Les principaux acides aminés sont : I’acide glutamique (5,5% de poids sec) et I’arginine
(4,0%) comprenant environ un tiers (environ 33%) des protéines de graines
(Tukan et al ,2013).

L.5. Les propriétés pharmacologiques et biologiques de pin d’Alep

I.5.1. Usage traditionnel :
Le pin d’Alep est tres utilis€ en médecine traditionnelle algérienne comme :

-Antiseptique puissant recommandé dans toutes les infections des voies respiratoires,
les infections urinaires et les calculs biliaires.

-Rubéfiant et balsamique, trés efficace dans le cas des affections pulmonaires comme
la grippe, la sinusite et les rhumatismes (Seladji, 2014).

L.5.2. Intérét thérapeutique :
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Jusqu’a présent, les chercheurs visent toujours a évaluer le potentiel
biopharmaceutique de différentes espéces de pin d’Alep. Leurs travaux se penchent
particuliérement sur le potentiel antioxydant, antibactérien et antifongique. Comme il existe
aussi quelques études sur le potentiel anticancéreux des extraits de pins et de composés
provenant du genre Pinus (Kadari, 2012).

1.5.3. Intéréts biologiques

1.5.3.1. Activité antimicrobienne :

L’huile extrait de graines de pin d’Alep montre une action antimicrobienne, apres
avoir évaluée cette huile par les chercheurs, leurs études montre que lors d’utilisation
de la méthode de diffusion et de micro-titration de 1’agar contre six de références, les résultats
ont révélé que ’huile essentielle de P. halepensis possede des effets inhibiteurs remarquable
sur tous les microorganismes testés, mais les souches les plus sensibles sont : Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, I’effet antibactérien est probablement

attribué a la richesse de cette huile essentielle en 3 -caryophylléne (Dahham et al, 2015).

Tableau 2 : Activité antimicrobienne de I’huile essentielle du P.halepensis (Seladji,

2014).
Micro-organismes Diametres d’inhibition (mm)
Enterococcus faecalis 9.0
Lysteria monocytogenes 10.0
Acinetobacter baumanii 9.5
Citrobacter freundii 8.0
Klebsiella pneumoniae 10.0

1.5.3.2. Activité antifongique :
L’huile essentielle de P. halepensis extraite a partir des aguilles, montre une activité

antifongique contre les champignons mentionnées dans le tableau suivant (Seladji, 2014).
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CHAPITRE I Généralités sur le Pin d’Alep

Tableau 3 : Activité antifongique de I’huile essentielle du P.halepensis. (Seladji, 2014).

Champignons Diametres d’inhibition (mm)
Aspergillus flavus 3
Aspergillus Niger 3.75
Fusarium oxysporum 9
Rhizopuss tolonifer 3.5

1.5.3.3. Activité anti-inflammatoire :

L’extrait aqueux de I’écorce de Pinus halepensis, riche en agents anti-oxydants
(polyphénols) y compris les procyanidines et les acides phénoliques (Zoumpliou et al ,2014).
Ces derniers diminuent ou inhibent les inflammations de la peau causées par les rayonnements

UV / et les rayons X (Petri et al, 2012 ; Orazio et al, 2013 ; Dimaki et al ,2019).
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CHAPITRE 11 Lait et fabrication de fromage

CHAPITRE II : LAIT ET FABRICATION DE FROMAGE

I1.1. Le lait

Le lait est un fluide biologique complexe sécrété par les mammiféres, considéré
comme aliment quotidienne de l'homme vu sa composition en nutriments de base
(protéines, lipides et glucides) et sa richesse en calcium et son apport non négligeable
en vitamines (A, B2, B5 et B12) et en divers sels minéraux (OUALIL, 2003). Du point
de vue physico-chimique, le lait peut étre considéré comme une émulsion de matiére grasse
dans une solution aqueuse contenant de nombreux éléments, dont les uns sont a 1’état dissous
(lactose, sels, vitamines, protéines et composés azotés solubles) et les autres sous la forme

colloidale (micelles de caséines, phosphate de Ca et Mg) (LUQUET, 1990).

I1.1.2. Composition physico-chimique de lait cru

Le lait de vache est un liquide opaque, de couleur blanche, plus ou moins jaunatre
selon la teneur en B-caroténe de sa matiére grasse. Sa saveur est douce et son odeur faible,
mais identifiable. Le pH est voisin de la neutralité¢. Les principales constantes physiques
du lait sont représentées en tableau ci-dessous

Tableau 4 : La composition physico-chimique de lait cru

Constituants Moyennes

Matiéres azotées 34
Lactose 48
Matiéres salines 9
Extrait sec dégraissé 91
Matiéres grasses 37
Extrait sec total 128
Eau libre (solvant) et liée 902
Lait entier 1 030

Source : Alais, 1984.
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I1.1.3. La qualité microbiologique de lait

Les microorganismes présents dans le lait sont principalement des bactéries. Par contre
on peut trouver des levures, des moisissures et des virus. De trés nombreuses especes
bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait qui constitue pour elles
un excellent substrat nutritif. Au cours de leur multiplication, elles libérent des gaz
(oxygene, hydrogeéne, gaz carbonique, etc.), des substances aromatiques, de I’acide lactique
(responsable de I’acidification en technologie fromagere), plusieurs substances protéiques,
tel que les toxines pouvant é&tre responsables de pathologie chez 1’homme

(INSTITUT DE L’ELEVAGE, 2009).

La nature des bactéries contaminants de lait, dépendent, de 1’état sanitaire de 1'animal,
de la nature des fourrages (AGABRIEL ET AL., 1995), aussi des conditions hygiéniques
observées lors de la traite, de la collecte, de la manutention et de la température
de conservation du lait (ROBINSON, 2002). On peut considérer le lait comme peu contaminé
s'il renferme quelques centaines a quelques milliers de germes par millilitre, par contre un lait
fortement contaminé peut contenir plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions par ml
(RAMET, 1985). Dans cette microflore contaminante, les bactéries influencent directement
sur la qualité hygiénique, ainsi que l'aptitude de la conservation et la transformation

de la matiere premic¢re (ADDA ET AL, 1982).

I1.1.4. Les facteurs influencant sur la conservation de lait

La durée de conservation du lait est limitée a environ 3 semaines au maximum,
de nombreux facteurs contribuent a cette durée tel que : La qualité microbiologique du lait
cru, les enzymes bactériennes, les enzymes du lait (lipoprotéine lipase, plasmine)
et la température de stockage (Walstra et al., 2006).

La limite de la durée de conservation peut étre signalée par des changements d'aspect, d'odeur
ou de saveur, ces derniers impliquent dans :

e Les transformations physico-chimiques

Se manifeste par : Ecrémage de la matiére grasse, le gel des protéines de lactalbumine,

caillage du lait et de la cristallisation des minéraux.

e Les transformations chimiques
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Il se manifeste par un brunissement et une oxydation non-enzymatiques de la matiére
grasse.

e Les transformations biochimiques

Se manifeste par la croissance des microorganismes, dégradation enzymatique,

fermentation et affinage du fromage.

Cependant, la limite principale de la durée de la conservation est liée a la croissance
des bactéries d’altération, des levures et moisissures qui se développent a la température

de réfrigération (< 8 °C) (fox, 2000 ; Jentet et al., 2008).

I1.2. Fromage
I1.2.1. Définition

Selon la norme (Codex STAN 283-1978), le fromage est un produit affiné ou non,
de différent consistance parton de molle a I’extra-dure, dans lequel le rapport protéines
de Lactosérum /caséines ne dépasse pas celui du lait. On I’obtient par coagulation compléte
ou partielle du lait grace a I’action de la présure et d’autres agents coagulants tel que
les ferments lactiques, et par égouttage partiel du lactosérum résultant de la coagulation,
ou par I’emploi de techniques de fabrication entralnant la coagulation du lait, et/ou
des produits provenant du lait, de fagon a obtenir un produit fini, ayant des caractéristiques
physiques, chimiques et organoleptiques correspondant a la définition précédente

(Eck, 1997).

I1.2.2. Transformation de lait en fromage

La fabrication de fromage par méthode classique vise a transformer le lait suivant trois
étapes successives : la coagulation, I’égouttage et 1’affinage. La derni¢re étape n’existe pas
dans le cas des fromages frais (Evette, 1975). La qualité de fromage dépend de la qualité
de lait, en termes de conditions normales de travail, le rendement satisfaisant, la composition
chimique, la richesse de lait en caséines et sa charge microbienne, la nature de sa microflore,
son aptitude a développer des bactéries lactiques, sans nier son comportement vis-a-vis de

la présure (Remeuf et al., 1991).

I1.2.2.1. La coagulation de lait
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Dans la fabrication de fromage, I’étape de coagulation est indispensable, car
elle permet d’expulser une grande partiec d’eau et de matiére soluble(sérum) pour obtenir
a la fin un caillé (Lenoir et al., 1983).

La coagulation du lait correspond a une modification physico-chimique, dont on aura
une déstabilisation de 1'état micellaire originel de la caséine du lait. Dans la pratique,

cette déstabilisation est réalisée de deux manieéres :

-Par voie enzymatique, a l'aide d'enzymes coagulantes, en particulier la présure,

-Par voie fermentaire, a I'aide des bactéries productrices d'acide lactique (bactéries lactiques

contaminant a I'état naturel le lait ou apportées sous forme de levains). (Eck et Gillis, 1990).

11.2.2.2. L’égouttage de lait

L’égouttage est I’étape qui permet d’éliminer une quantité de lactosérum a fin d’avoir
un bon caillé, c¢’est un phénoméne dynamique qui fixe les caractéristiques physiques

(pH et AW) et chimiques du caillé (Weber, 1997).

Selon le type d’égouttage effectué, deux catégories de fromages se distinguent :
le fromage égoutté en moule, et le fromage égoutté en vrac sous forme de pate ou 1’égouttage

passe avant le moulage (Eck and Gillis, 2006).

11.2.2.3. Salage

Les fromages sont salés soit par saupoudrage de sel sec, soit par immersion dans I'eau

salée (saumure).

11.2.2.4. Conservation

La conservation du fromage se fait par le maintien du froid qui consiste a limiter ou
annuler I’évolution des germes, on utilise généralement des températures comprises entre 0°C

et +2°C (Dossou et al., 2000).

Page 12



CHAPITRE 11 Lait et fabrication de fromage

Réception du lait (T ambiante)

v

Stockage au réfrigérateur

’

Filtration

.

Traitement thermique (90°C a 95°C, 3 a 5 min)

’

Refroidissement jusqu’a 30°C environ

v

Ensemencement du lait par cultures lyophilisée (2,5 a 3,5)

‘

Emprésurage (5 a 15 ml de présure / 100 litres de lait : présure au 1/10000 e)

’

Caillage (T ambiante, 12 a 24 heures)

v

Moulage (T ambiante)

‘

Egouttage (T ambiante quelque heures)

Stockage et distribution (30 jours maximum a 4 — 6°C)

Figure N°3 : Diagramme de fabrication de fromage frais

I1.2.3. Classification des fromages
Le tableau ci-dessous donne la classification des fromages en fonction des différents

types de coagulations et d’égouttages.
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Tableau 5 : Caractéristiques des classes de fromage (Vignola, 2002)

Classification suivant le type de coagulation

Techniques

Caractéristiques de caillé

Caillé lactique

Faible quantité de présure
Température de coagulation de 18-28°C
Temps de coagulation entre 4 et 20h

PH de de caillage 4,6-5,0

Riche en eau, pauvre en calcium
Faible cohésion

Durée de conservation limitée

Caillé présure

Forte quantité de présure
Température de coagulation de 30 a 40°C
Temps de coagulation entre 20 et 60 mn

PH de caillage 6,0 a 6,7

Egouttée, riche en calcium
Elastique et souple

Apte a ’affinage

Classification suivant le type d’égouttage

Techniques

Caractéristiques du fromage

Egouttage lent

Mise en moule avec ou sans coupage
Séparation de sérum par filtration, ultra

filtration ou centrifugation

Riche en eau

Petit format

Conservation limitée a quelques
semaines

Texture friable ou molle

Pate pressée

(non cuite)

Caillage, brassage du caillé
Pré-pressage
Mise en moule

Pressage

Humidité intermédiaire
Format restreint (environ 1 Kg)
Affinage de quelques mois

Texture souple et moelleuse

I1.2.4. Microbiologie du fromage

La réussite de production de fromage dépend de la présence des microorganismes
utiles qui lui donnent ses caractéristiques de texture, de saveur, d’aspect, etc. tout en limitant
la contamination par des germes indésirables et en entravant leur développement. (Le Jaouen,
1993).

Parmi les micro-organismes indésirables susceptibles de contaminer le lait

et les fromages, il faut distinguer deux catégories selon le degré de gravité :
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- les pathogenes, dangereux pour la santé humaine qui doivent étre absents.

- les germes nuisibles a la qualité organoleptique des fromages.

Les critéres microbiologiques du fromage sont donnés dans le tableau ci-dessous

Tableau 6 : Critéres microbiologiques des fromages en fonction des germes (France,

1994)
Germes
Listeria Salmonella | Staphylococcus | Escherichia
Types Coliformes
Monocytogenes spp- Aureus Coli
de fromage
Absence M=100
Absence dans
dans M=10 000/g 000/g
Fromages a pate | 1 gramme
1 gramme m=1000/g m=10 -
dure au laitcru | n=35;
n=>5; n=5¢c=2 000/g
c=0
c=0 n=5;c=2
Absence dans
M=100
Fromages a pate | 25 grammes Absence
_ M=10 000/g 000/g M=100000
molle au lait cru [ n=15 dans
m=1000/g m=10 m=10000
c=0 1 gramme
n=>5 000/g n=5
Fromages Non n=>5
c=2 n=>5 c=2
affinés au lait c=0 5
C =

cru
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CHAPITRE II1 Matériels et méthodes

CHAPITRE III : MATERIELS ET METHODES

Dans I’intention de mettre en valeur I’effet antimicrobien d’une partie d’un arbre peu
tirer profit les graines de Pin d’Alep. dont le nom scientifique Pinus halepensis Mill. Le
présent travail afflué sur la détermination de leur éventuel antimicrobien, d’une part et étudier
la possibilité d’augmenter la valeur alimentaire par un essai d’enrichissement d’un fromage
frais avec les graines de pin d’Alep d’autre part.

Ce travail a été¢ effectué au niveau du laboratoire Biomathématique Biophysique
Biochimie et Scientométric BBBS de I'université Abderrahmane Mira Bejaia en collaboration
avec l'université Akli Mohand Oulhadj Bouira. Dont 1’étude a été menée durant la période

s’étalant de mai a juillet 2021.

ITI.1. Matériels et équipements :

Le tableau ci-dessous représente les matériaux et les équipements utilisés durant 1’expérience.

Tableau 7 : Appareillages et produits chimiques utilisés durant la partie expérimentale

Appareillages Réactifs et milieux de cultures
-Etuve Réactifs :
-Bain marie - Phénolphtaléine
-Autoclave -Bleu de méthyléne
-Plaque chauffante agitatrice -Solution NaOH
-Balance de précision -Tellurite de potassium
-Thermometre -S¢élénite cystine

-L’eau peptone
-Alcool
Milieux de cultures :
-VRBG
-Gélose nutritive
-Baird parker
-Hektoen
-SS
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I11.2. Matériel végétale et sa préparation :

Dans notre étude on a utilisé des grains de P. halepensis Mill qu’on a achetés chez
un herboriste a Bouira. Le matériel végétal utilisé pour cette expérience récolté a un stade

optimal de maturation.
La préparation des grains se fait comme suivant :

En premier lieu, les impuretés associées aux grains de P. halepensis Mill ont été
¢liminées par un ringage avec de 1’eau du robinet. Le tout a été déposé sur un tissu absorbant
propre, et laissé sécher a I’air libre dans un endroit sec et ventilé a I’abri du soleil pendant 7
jours. Apres séchage, les graines ont été torréfiées dans une poéle pendant 5 min, broyées a

I’aide d’un broyeur électrique.

III.3. Fabrication de fromage frais enrichi avec les graines de pin d’Alep

« P. halepensis Mill ».
I11.3.1. Analyses physico-chimique et microbiologique du lait cru :

Avant d’aborder la fabrication du fromage, il est important de connaitre les qualités

physico-chimiques et microbiologiques de lait dans lequel on fabrique le fromage.
1. Préparation des milieux de culture :

En fonction des besoins et des germes a rechercher, les milieux de culture sont
préparés suivant le mode opératoire indiqué sur I’étiquette de la boite de chaque milieu de
culture.  On pése la quantité voulue, puis on la mélange avec de 1’eau distillée dans les
proportions indiquées sur le protocole de préparation de chaque milieu de culture. Ce mélange
est chauffé¢ et bien homogénéisé dans une erlenmeyer sous agitation a 1’aide d’un barreau

magnétique.

La stérilisation du produit se fait a I’autoclave, et le milieu ainsi préparé est conservé

dans des flacons en verre.
2. Préparation de la solution mére et des dilutions décimales :

Au laboratoire, 1’échantillon subit un traitement permettant d’obtenir les dilutions

décimales selon le Journal Officiel de la République Algérien.
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2.1. Suspension mére (premiére dilution) :

C’est une émulsion obtenue aprés avoir peser ou mesurer une quantité de produit
a analyser (dans notre cas les échantillons sont : 1 ml de lait ou 1 g de fromage) ce produit a
été mélanger avec une quantité neuf fois égale de diluant, en laissant se déposer les particules

grossicres, s’il y en existe. JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 70
2.2. Dilutions décimales :

C’est des suspensions obtenues en mélangeant un volume mesuré de la suspension
mere avec un volume neuf fois égal de diluant et en répétant cette opération sur les dilutions
suivantes, jusqu’a obtention d’une gamme de dilutions décimales appropriée pour
I’inoculation des milieux de culture. Dans notre expérience on a utilisé I’eau physiologique

comme diluant. JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 70
I11.3.1.1. Analyses microbiologiques de lait cru :

I11.3.1.1.1. Recherches et dénombrement de la flore d'altération :

1. La flore mésophile aérobie totale (FMAT) :

Bon indicateur de contamination, est dénombré sur gélose nutritive et ensemencé

en masse, (dilution 10, 10™) incubée 24h a 48h 4 30°C. JORA N° 70 ET JORA N° 39

Staphylococcus aureus :

Sont dénombrés sur la gélose Baird-Parker additionnée au jaune d’ceuf et au tellurite
de potassium, ensemencé en masse, (dilutions 107, 1072, 10’3) et incubée 48h a 37°C. JORA

N° 70 ET JORA N° 39
Les coliformes fécaux :

Correspondent le plus souvent a E.Coli. L’ensemencement se fait en double couche
sur VRBG en déposent 1 ml des dilutions (10™ & 107) a 44°C, les colonies typiques sont

rouges avec un diametre de Smm. JORA N° 70 et JORA N° 39
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Salmonella :

Pré-enrichissement en introduisant 2 ml de lait dans 15 ml d’eau peptonée tamponné

puis homogénéisation et incubation a 37°C pendant 16h a 20h.

Enrichissement 1ml de liquide pré-enrichissement dans 10 ml de bouillon sélénite-

cystéine puis incubation 24h a 37°C.

L’isolement est réalis¢ par ensemencement de 1 ml de solution enrichie sur le milieu

SS (salmonella-shigella) incubé 37°C pendant 24h a 48h. JORA N° 70

I11.3.1.2. Analyses physico-chimiques de lait cru :
I11.3.1.2.1. L’acidité :

Principe :

L’acidité titrable est une mesure de la concentration totale d’acide lactique, se fait par
titrage avec NaOH 0.1N en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré qui indique
la limite de la neutralisation par le changement de la couleur en rose pale. Cette acidité
est exprimée par le degré Dornic (°D), qui est une unité¢ de mesure d’acidité de lait au nom de
Mr. Dornic, ancien directeur de 1’école d’industrie laitiére, 1°D correspond a 0,1g d’acide

lactique par un litre de lait. (AFNOR, 1993)
Mode opératoire :

Un volume de 10 ml de lait cru a été introduit dans un bécher, puis 3 gouttes
de phénolphtaléine ont été ajoutées. Le titrage est réalisé a 1’aide d’une solution NaOH 0.1N
ajoutée goutte a goutte. Une agitation délicate est assurée a chaque goutte versée jusqu’au
premier virage ou une coloration rose apparait. Le volume de NaOH nécessaire au virage a été

noté (chute de burette) en dixiémes de millilitre. (AFNOR, 1993)
NB : le lait de vache est considéré comme frais si son degré Dornic est inférieur a 18°D.
Expression des résultats :

L’acide lactique = V de la chute de NaOH =V du la chute de NaOH*10 (°D).
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@O RECMI NOTE 8

N Al QUAD CAMERA

Figure 04 : photo représentative de test d’acidité titrable de lait cru
I11.3.1.2.2. Test a ébullition :

Permet d’anticiper le comportement du lait par un traitement thermique (Guiraud,

1996), les résultats sont exprimés comme suivant :
* Présence d’une seule phase : lait stable.

* Présence de deux phases : lait instable (caillé).
Le mode opératoire :

Une quantité du lait a été chauffée sur une plaque chauffante jusqu'a ébullition.
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‘.:; REDMI NOTE 8
Oy Al QUAD CAMERA

Figure 05 : photo représentative de teste d’ébullition de lait cru
I11.3.1.2.3. Lactofermentation :

La plupart des bactéries posseédent la capacité de se multiplier dans le lait. Grace
a l’action de leurs réductases, ce test s’effectue en incubant le lait a 37°C, ce qui favorise
le développement de certains germes indésirables. Si le germe est présent, sa multiplication
provoquera une modification du caillé obtenu. Cependant, I’obtention d’un caillé bien lisse
est une garantie d’aptitude a I’acidification du lait, et de I’absence de germe indésirable

en quantité suffisante. (Guiraud, 1996)
Le mode opératoire :

Avant le prélévement, le lait non ensemencé a été bien agité pour homogénéiser
le composant de lait. 10 ml du lait ont été introduits dans un tube stérile en associant le méme

tube a I’épreuve de 1 ml du bleu de méthylene.

Le tube a été incubé a 37°C pendant 24h. (Guiraud, 1996)
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@ REDMI NOTE 8
D Al QUAD CAMERA

Figure 06 : photo représentative de test de lactofermentation de lait cru
I11.3.1.2.4. Matiére seche :

La teneur en matiére seche est estimée par évaporation de 10 ml de lait introduit dans
une capsule a poids vide connu puis dessiccation de 1’échantillon (10 ml) 3h a I’étuve a

105°C. (AFNOR, 1993)
Mode opératoire :

Le poids de la capsule a été pesé a vide. Dans la méme capsule 10 ml de lait ont été

introduit et peser a nouveau.

Expression des résultats :

La matiére séche est exprimée en g/l est égale a :
M;-My) g/ V(1) Ou:

M : la masse en gramme de la capsule vide.
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M; : la masse en gramme de la capsule contenant la mati¢re séche apres dessiccation.

V : le volume en millilitres de la prise d’essai (10 ml).

Figure 07 : photo représentative de test de la matiére séche de lait cru
I11.4. Fabrication de fromage frais :

A la réception de 2 litres de lait cru entier issu de la traite du matin, au niveau
de laboratoire, il subit une filtration en se servant d’une bonde a gaz stérile, puis versé dans
un récipient pour la pasteurisation a température 72°C pendant 15 secondes et refroidi

immédiatement a 4 °C dans un réfrigérateur.

EDMI NOTE B &+

0
O Al QUAD GAMERA

Figure 08 : photo représentative de préparation et pasteurisation de lait cru
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111.4.1. La maturation :

Pendant cette étape 2 pots de yaourt nature ont été ajouté pour les 2 litres de lait
pasteurisé, le mélange subit un chauffage sur une plaque chauffante jusqu’au maintien d’une

température de 45°C
I11.4.2. Emprésurage et caillage :

Pour avoir un bon caillé d’une texture homogene et lisse, le jus de citron et le vinaigre
blanc ont été ajouté d’une quantité égale qui correspond a 45ml, ces deux derniers remplace

les fermants lactique et la présure.

Le mélange a été laissé agir pendant 30 minutes, ce qui a permet d’avoir un début

de coagulation.

Le lait a été réchauffé a nouveau pour atteindre une température de 60°C, dans

cette étape la séparation de caillé et le lactosérum était compléte.

Figure 09 : photo représentative d’emprésurage et caillage de lait pasteurisé
I11.4.3. Egouttage et moulage :

Le caillé a été vidé de son lactosérum, I’opération de I’égouttage a été réalisé a 1’aide

des bandes a gaz stériles, et moulé dans des moules en plastique perforé spécial.
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Les moules ont été laissées dans le réfrigérateur pendant 17h, jusqu’au moment

d’évacuation partiel de lactosérum pour obtenir la texture de la pate.

Figure 10 : photo représentative d’égouttage et de moulage de fromage frais
I11.4.4. Enrichissement :

L’enrichissement a été réalisé¢ par I’ajout des grains de pin d’Alep broyés directement

dans le fromage frais a raison de 3%, accompagné par la créme fraiche 1égere a 2% (2mL
pour 100 g).
Le tout a été¢ mélangé soigneusement, et moulu une autre fois dans les pots et

réfrigéré de nouveau.

Figure 11 : photo représentative d’enrichissement de fromage frais
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I11.4.5. Salage :

Le salage a ¢été fait par le saupoudrage de sel alimentaire a la main a 1%
(1 g de sel pour 100 g de fromage), cette opération a été faite en deux étapes successives :
le premier tournant, dont la face inférieure a été saupoudrée avec du sel et renversée puis
réfrigérer pendant 2h, le deuxiéme retournement, la face supérieure a été saupoudrée avec

du sel et renversée et réfrigérer de nouveau pendant 2h.
I11.4.6. La conservation :

Le fromage a été découpé en cubes, conditionné et séparé en cinq boites stériles
nommées JO, J3, J7, J15 et J21. Ces derniéres correspondent aux jours des analyses

microbiologiques, et conservées au réfrigérateur a 4°C.

Figure 12 : photo représentative d’un fromage prét a conserver

IIL.5. Suivi de la qualité microbiologique de fromage frais enrichi avec les grains de pin

d’Alep :
1. Préparation des dilutions :

Pour obtenir les dilutions (107, 107, 107) quatre tubes stériles contenant 9 ml de 1’eau
physiologique ont été préparé, dans le 1% tube 1 g de fromage frais a été établi puis

homogénéisé a I’aide d’un vortex pour obtenir a la fin une solution mere.
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Avec une micropipette, 1 ml de la solution meére a été prélevé et verser dans le 2éme tube afin
de préparer la dilution 10, la méme opération a été faite pour le reste des dilutions. JOURNAL

OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 70

Aprés avoir préparé toutes les dilutions, 1 ml de chaque dilution a été ensemencé dans

un milieu de culture qui correspond au germe recherché comme suivant :
Selon le JORA N° 70 et JORA N° 39 :
E. coli :

Pour la recherche des E.coli , les dilutions 107 et 10~ ont été utiliser en prélevant 1ml

de chaque dilution et ensemencer sur le milieu VRBG en double couches.
Les boites ont été incubées a 44°C pendant 48h.
Staphylococcus aureus :

Pour la recherche des Staphylococcus aureus les dilutions 107 et 107 ont été choisies,
1 ml de diluant a été prélevé et ensemencé sur le milieu Baird-Parker en utilisant la technique

de rateau.

Les boites ont été incubées a 37°C pendant 48h.

Salmonella :

Pour la recherche des salmonelles on a passé par trois étapes :

Pré-enrichissement en introduisant 2 ml de lait dans 15 ml de I’eau peptonée tamponné

puis homogénéisation et incubation a 37°C pendant 16h a 20h.

L’enrichissement : 1 ml de la solution mére a été prélevé et établi dans des tubes

contenant 10 ml de sélénite-cystine, homogénéisé manuellement puis incubé pendant 24h.

L’isolement : 1 ml de la solution enrichie a été ensemencé par la technique de rateau

sur le milieu SS et le milieu Hiktoen, puis incubé a 37°C pendant 48h.
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CHAPITRE IV Résultats et discussion

CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSION
IV.1. Fabrication de fromage frais enrichi avec les graines de pin d’Alep
IV.1.1. Matériel animal

Le lait cru collectés provient de plusieurs vaches dans différents points d’élevages
de bovins laitiers a Bejaia. Ces points ont été¢ choisis suivant la disponibilité des éleveurs
et la quantité de lait nécessaire pour des raisons de faible productivité laitiére des vaches dans
la zone d’étude. Le lait est transporté au laboratoire BBBS dans une glaciére en une durée qui

ne dépasse pas une heure qui doit étre immédiatement réfrigérée.
IV.1.1.1. Résultats des analyses du lait cru

Tel que définie par la norme générale Codex Alimentarius, le lait cru est un lait riche
sur le plan nutritionnel, qui n’a subi aucun traitement détruisant, donc il doit étre séveérement

contrdlé avant sa production et sa consommation (Ameur,2007).
A. Analyses physico-chimiques :
L’acidité :

D’apres Cécile. L (2011), la mesure de I’acidité Dornic est utile pour vérifier la bonne
activit¢ des ferments lactiques, comme il permet de vérifier que la fermentation n’a pas
commencé et que la charge microbienne n’est pas élevée, ainsi de surveiller I’augmentation

de I’acidité dans le procédé de fabrication de caillé.
Selon les résultats obtenus :

Volume de la chute de NaOH = 3,3ml

L’acidité titrable : AT =33 D°

Ces résultats montrent 1’augmentation de I’acidité de lait involontairement, donc
il n’est pas conforme a la réglementation en vigueur, cela signifie de mauvaise hygiéne
et un développement intense de micro-organismes (mauvais refroidissement, durée trop

longue de transport...) (Cécile L, 2011).
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Comme ils expliquent (Cayot et Lorient, 1998) dans leurs travaux, que ’acidité
du lait pourrait étre due a la dégradation protéique. (Lankveld, 1995) signale que, quand le

lait deviendra acide, les protéines du lait ont subi une dénaturation.

La teneur en acide lactique du lait dépend de sa fraicheur et augmente avec le temps,
il a été trouvé convenable de retenir la mesure de I’acidité comme indice de la possibilité

méme d’emploi du lait dans I’alimentation.

L’explication de ce choix évident si I’on considére que la formation d’acide lactique
aux dépens du lactose signale la présence de conditions favorables au développement

microbien. (A. Foschini et al., 1949)
Test a ébullition :

Le chauffage du lait jusqu’a €bullition, un test rapide simple et moins couteux, si le
lait coagule il n’est pas frais, mais il ne peut pas indiquer si le lait est frais ou légérement

acide (Hamama A, 2002).

Notre lait présente une phase, et il s’écoule le long des parois de récipient sans laisser

des traces de grumeaux, donc son comportement est stable.
Lacto-fermentation :

Ce test permet de détecter que la présence de germes qui peuvent modifier la structure
de caillés, et ne permet pas de mettre en évidence la présence de salmonella, un lait normal

qui ne coagule pas avant 12 heures.

Tableau 8 : qualification des laits en fonction de réduction de bleu de méthyléne

(Guiraud, 1996).

Temps de réduction de bleu de
Qualité de I’échantillon
méthyléne
Lait contaminé T <2 heures
Lait peu contaminé 2 heures < T < 4 heures
Lait de bonne qualité 4 heures > T
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Le coagulum obtenu n’est pas homogene, floconneux et le bleu de méthyléne ajouté
est décoloré au bout de 3h, cela confirme la présence des germes indésirables dans le lait,

vu qu’il est un produit sensible a toute contamination microbienne. (Guiraud, 1996).
La matiére seche :

Selon les résultats obtenus :

M, = 88,449 M; = 89,67¢g V= 10ml

(M1-M0) _ 1,23
\% 0,01

=123 g/l

La teneur en matiére seéche obtenu est 123 g/l, cette valeur est proche a celle trouvée
par Taybi et al. (122,92 g/1) en 2014 et supérieur a celle trouvée par Labioui et al. (117,5 g/l)
en 2009.

D’aprés Bengoumi et al., (1994), la maticre séche diminue davantage sous I’effet

du stress hydrique et sa teneur dans le lait varie également en fonction du stade de lactation.
B. Analyses microbiologiques :

Tableau 09 : Résultats des analyses microbiologiques de lait cru.

Limites microbiologiques
Les valeurs
(UFC/ ml)
Les germes (UFC/ ml)
M M
6 5 6
FMAT 8,5.10 3.10 3.10
5 2 3
Coliformes fécaux 2,8.10 5.10 5.10
2 3
Staphylococcus aureus ) 10 10
Salmonella + Absence dans 25 ml
(-) : absence (+) : présence
M : limite maximale m : limite minimale
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IV.1.1.2. Interprétation des résultats

La valeur moyenne de la FMAT (8,5.10° ufc / ml) est inférieure a celles trouvées
au Bénin par Kora (2005) (6,5.10" et 2,9.10" ufc / ml) ainsi Taybi et al (2005)
(2,15. 10" ufc / ml) et supérieure & celle trouvée par Oubari (2004) (7,42.10° ufc / ml)

La présence de la FMAT est probablement le résultat d’'une multiplication bactérienne
intense favorisée par la non-maitrise des conditions d’hygiéne lors de la traite et de stockage

du lait. Mhone et al, (2011).

La teneur en coliformes fécaux (2,8.10° ufc / m) est supérieure a (5,2.10° ufc / ml)
trouvé par Labioui et al,.(2009) et (1,8.10° ufc / ml) trouvé par Hamama et EI Mouktafi
(1990).

La présence des coliformes fécaux est le signe le plus souvent d’une contamination

exogene d’origine fécale. (Ashnafi, 1996)

Aucune contamination par Staphylococcus aureus n’est observée, contrairement aux études

réalisées par Flook et al (2004) dont ils avaient trouvé (12.10° ufc / ml).

Cette absence peut étre justifiée par ’absence des infections des mamelles et la bonne
santé des vaches. Toutes les bactéries de genre staphylocoque constituent un risque réel pour
la santé¢ publique dans les produits transformés car ils peuvent produire dans certaines

conditions des entérotoxines thermostables résistant au traitement thermique (Ashnafi, 1996).

La présence de Salmonella peut étre due a I’infection des vaches par cette bactérie
(salmonellose), sont hébergées dans I’intestin, se manifestant le plus souvent sous forme
de gastro-entérite, en effet le lait cru issu de ces vaches malades sera contaminé par

Salmonella.

La qualité microbiologique du lait cru de vache a permis de prouver des charges
en différents groupes et espeéces microbiens en comparant aux normes recommandées par

JORA n° 39. Nous constatons que le lait cru n’est pas satisfaisant sur le plan microbiologique.
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Les germes recherchés indicateurs de la contamination permettent de juger 1’état
hygiénique d’un produit comme le lait qui est imposé a des conditions hygiéniques observées

lors de la traite, de la collecte et de la température de conservation.

La qualité microbiologique du lait est importante pour sa conservation ainsi que

sa transformation (Guineot et al., 1995). Cela nous conduits a procéder a la pasteurisation.

Selon Alais et Coll, (2003) la pasteurisation du lait qui est un chauffage de 72 a 75°C
pendant 15 a 20 secondes, permet de détruire les germes pathogénes et réduire la flore totale,

et d’augmenter ainsi sa durée de conservation.
IV.1.1.3. Résultats des analyses microbiologiques du lait pasteurisé :

Les résultats montrent aucune croissance microbienne vis-a-vis des germes pathogenes
recherchés E.Coli, S.aureus et salmonella, vu qu’ils sont des bactéries sensibles a la chaleur et

non sporulées, ce qui facilite leur destruction.

IV.2. Résultats de suivi et ’évaluation de la qualité microbiologique de fromage frais

enrichi avec les grains de pin d’Alep :

Ce travail avait pour but de démontrer si les graines de pin d’Alep pinus halepensis ont

un pouvoir antibactérien pour conserver le fromage une longue durée.

Le volume de fromage testé est 293,07g contient 8,79g de la poudre des grains de pin
d’Alep.
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Tableau 10 : Résultats des analyses microbiologiques de fromage frais enrichi avec les

grains de pin d’Alep.
Temps Limites
JOUR JOUR JOUR JOUR JOUR . . .
microbiologique
0 03 07 15 21 (UFC/g)
Germes
m M
Esherichia coli - - - - - 107 10°
Staphylococcus - - - - - 10 102
Salmonella - - - - - Absence dans
25¢g
(-) : Absence m : limites minimale M : limite maximale
JOUR 0 : présent le jour dont le produit final est prét

L’activité antibactérienne montre une absence totale de bactéries pendant 21 jours.
D’apres les résultats obtenus, nous pouvons considérer les graines de Pinus halepensis Mill

comme conservateur naturel d’apres son effet inhibiteur vis-a-vis les germes testés.

L’étude de Dahham et al (2015), P.halepensis Mill posséde des effets inhibiteurs
remarquables sur plusieurs micro-organismes, parmi les souches les plus sensibles
Staphylococcus aureus, 1’effet antibactérien est probablement dii a la richesse de ces grains

en -caryophylléne.

L’huile essentielle de P. halepensis entrainé une augmentation de la perméabilité
cellulaire et une fuite conséquente des constituants cellulaires, grice a son caractere
hydrophobe, les cibles de ces huiles essentielles sont : la paroi cellulaire et la perturbation
membranaire, modification de la production d’ATP et de la synthése des protéines,
la perturbation de pH, les changements intracytoplasmiques, les dommages d’ADN...etc.

(Cox et al, 2000).

D’aprés Fekih et ses collaborateurs (2014), l’effet inhibiteur de [I’huile
de p.halepensis sur certains micro-organismes testés ( L.monocytogenes, K.pneumonia,
E.faecalis, Acinitobacter baumanii) est lié aux composants monoterpenes oxygénés qui

constituent ( 16,2 %) de I’huile.
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De plus, I’étude de Kaplan et son équipe (2007), a révélé que les bactéries Gram-
sont plus résistantes a I’huile essentielle de P.halepensis que les bactéries Gramt,
cette résistance a probablement contribu¢ a la présence d’une membrane externe entourant la

paroi cellulaire.
IV.3. Discussion sur le processus de fabrication de fromage frais :

La pasteurisation du la matiére premicre, conduit a la destruction de la microflore
originelle du lait, qui sont responsables de la fermentation lactique, produisent 1’acide lactique
en dégradant le lactose du lait, en effet cet acide lactique va acidifier le lait et former un caillé

lactique (voie fermentaire).

Le yaourt nature utilisé au cours du processus de fabrication de notre fromage artisanal

sert a remplacer les ferments lactiques détruits par la pasteurisation.

Le yaourt doit contenir obligatoirement deux ferments caractéristiques lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus, ces bactéries doivent €tre vivantes et présentes

en abondances (Luquet et Carrieu, 2005)

La FIL (fédération Internationale Laiti¢re), fixe la quantité de ferments vivants dans
le yaourt, 10 ' bactéries par gramme rapportés a la partie lactée jusqua la date limite

de consommation.

Au lieu d’utiliser la présure, la coagulation du lait est faite par I’addition du jus
de citron et de vinaigre blanc, I’acidit¢ de ces deux composants provoque une réaction
chimique qui fait que la caséine coagule, s’agglutine et se sépare du lactosérum, et formation

d’un caillé.

La présure est un mélange d’enzymes protéolytiques, principalement la chrymosine
et une quantité variable de pepsine (Pien, 1975). La présence de la présure dans le lait
provoque sa coagulation par hydrolyse de la K caséine pour former un caillé dit "caillé

présure" (voie enzymatique). (Lenoir, 1985).

L’ajout de la présure ou les ferments lactiques permet la coagulation du lait, dans
la majorité des cas, les deux techniques sont utilisées simultanément, I’art revient a 1’équilibre

entre les deux.
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IV.4. Examen organoleptique

L’appréciation des qualités organoleptique, reste une opération subjective ;

elle comporte les caractéres résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 11 : La qualité organoleptique du fromage frais enrichi avec les grains de pin

d’Alep :
Les caractéres Le fromage frais
Couleur Blanc
Texture Homogene, humide
Aromes Creéme fraiche, citron, grains de pin d’Alep
Saveur (acidité et sels) Moyenne
Gout Agréable
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans cette étude scientifique, nous intéressons a réussir la fabrication d’une nouvelle
formulation de fromage frais enrichi avec les grains de pin d’Alep P.halepensis Mill, ainsi

le suivi de I’activité antibactérienne de ces grains introduite dans le fromage.

Les analyses physicochimiques du lait cru (I’acidité, lacto-fermentation)
sont inacceptables, de plus une présence de certains germes testés (Sa/monelle, coliformes
fécaux, FMAT) qui dépasse les normes, montrent que la qualité microbiologique du lait cru
analysé est mauvaise pour les consommateurs, ce qui nous a induit a procéder

la pasteurisation. Cette derniere avait pour but d’éliminer ces micro-organismes pathogenes.

Les principaux constituants utilisés pour la fabrication de fromage sont: lait
pasteurisé, créme fraiche, citron, vinaigre blanc, poudre des grains de pin d’Alep et le yaourt

nature, ces derniers ont plusieurs effets tels la coagulation du lait, le gout agréable ... etc.

Concernant D’activité antibactérienne, nous avons conclu que cette nouvelle
formulation de fromage frais enrichi avec les grains de pin d’Alep, n’a subi aucune
contamination par S. aureus, E. coli et Salmonella pendant toute la période de conservation
(21 jours), ce qui signifie la présence d’un effet inhibiteur vis-a-vis ces souches, qui est di
a la présence de poudre des grains de pin d’Alep, ainsi nous pouvons considérer ces grains

comme bio-conservateur.

\

D’aprés les résultats obtenus, nous se permettons a proposer I’ensemble

de ces perspectives :

» L’utilisation des grains de pin d’Alep dans le Domain agroalimentaire.

» Effectuer plus d’études sur la composition biochimiques de ces grains.

» Faire des recherches sur les constituants principaux responsables des effets
antimicrobiens, anticancéreux, thérapeutiques... etc.

> Elargir le spectre des espéces bactériennes testées.

» Des études sur la durée de conservation des aliments a base des grains de pin d’Alep.

» Soigner les infections des voies respiratoires (bronchite, toux, rhumes...).
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ANNEXES

ANNEXE 01 : Composition des milieux de cultures

Composition du milieu VRBG

Composant g/l
Peptone 7
Extrait de levure 3
Glucose 10
Chlorure de sodium 5
Sels biliaires n°3 1,5
Rouge neutre 0,03
Cristal violet 0,002

Composant du milieu Hektoen

Composants g/l
Me¢lange de peptone 25
Lactose/ Saccharose 12

Salicine 1
Chlorure de sodium 2
Thiosulfate de sodium 1
Citrate d’ammonium 2
Citrate trisodique 1,25
Sels biliaires 1,5
Acide fuschique 0,025
Bleu de bromothymol 0,05

Composant du milieu gélose nutritive

Composants
Extrait de viande
Chlorure de sodium
Peptone
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Composant d’eau physiologique

Composants Unité
Chlorure de sodium 9¢g
Eau distillé 100ml
Composition du milieu chapman
Composition g/l
Peptone 10g
Extrait de beeuf lg
75 ¢
Chlorure de sodium
D-mannitol 10 g
Rouge de phénol 0,25¢g
Agar I5¢g.
Composition de milieu braid parker
Composition Unité
Peptone de caséine 10g
Extrait de baeuf 5g
Extrait de levure lg
Glycine 12¢g
Pyruvate de sodium 10g
Chlorure de lithium 5g
Emulsion de jaune d’ceuf 50 mL (jaune d’ceuf dilué a 30% dans du
sérum physiologique)
Tellurite de potassium lg
Agar 20 g.
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Composition de bouillon sélénite

Composition g/l

Tryptone 5g

Lactose 4g

Sélénite 4g
Hydrogénosélénite de sodium 4¢g
Eau distillée 1L

Composition de milieu SS

Composition gélose SS unité
Peptone 50g
Extrait de viande 50¢g
Sels biliaires 85¢g

Vert brillant 0,33 mg
Lactose 10,0 g

Rouge neutre 25 mg
Thiosulfate de sodium 85¢g
Citrate ferrique ammoniacal 1,0g
Citrate de sodium 85¢g
Agar 150¢g
pH=173 =73

Eau distillée qgspl L




Résumé :

Le premier point traité dans ce travail est la fabrication d’une nouvelle formulation
de fromage frais enrichi avec les grains d’une plante médicinale pinus halepensis Mill, dont
le processus de fabrication a été commencé par la pasteurisation du lait cru, puisque ce dernier
a montré des résultats inacceptables sur le plan microbiologique, et cela d’apres les analyses
physicochimiques et microbiologiques effectués qui comprennent : [’acidité titrable,
lactofermentation, test a ébullition et la matiére séche, ainsi le dénombrement de : La flore
mésophile aérobie totale, Staphylococcus aureus, les coliformes fécaux et Salmonella.

Le deuxieme volet de cette étude concerne le suivi de la qualité microbiologique
de fromage frais, aprés son enrichissement par les grains de pin d’Alep, les résultats obtenus
ne montrent aucune croissance bactérienne pendant la période de conservation vis-a-vis
les germes testés : Staphylococcus aureus, Esherichia coli, Salmonella.

Mots clés: Lait cru, Fromage frais, Pinus halepensis Mill, Grains de pin d’Alep,
Qualité microbiologique, Enrichissement.

Abstract :

The first point dealt with in this work is the manufacture of a new formulation of fresh
cheese enriched with the seeds of a medicinal plant Pinus halepensis Mill, whose
manufacturing process was started by the pasteurization of raw milk, since the latter showed
unacceptable results microbiologically, and this according to the physicochemical and
microbiological analyses carried out which include: titratable acidity, lacto-fermentation,
boiling test and dry matter, as well as the enumeration of : Total aerobic mesophilic flora,
Staphylococcus aureus, fecal coliform and Salmonella.

The second part of this study concerns the monitoring of the microbiological quality
of fresh cheese, after its enrichment by Aleppo pine seeds, the results obtained show
no bacterial growth during the period of conservation vis-a-vis the germs tested:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella.

Key words: Raw milk, Fresh cheese, Pinus halepensis Mill, Aleppo pine seeds,
Microbiological quality, Enrichment.
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