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Introduction

INTRODUCTION

La microbiologie est une science en plein développement ayant des applications dans

des domaines trés variés et en particulier dans 1’alimentation et les industries alimentaires.

L’aspect microbiologique des transformations alimentaires et I’incidence des accidents
microbiologiques doivent étre pris en compte pour assurer la maitrise des fabrications ainsi

que la santé du consommateur.

La flore microbienne est constituée des microorganismes qui sont généralement dans
I’aliment c’est la flore normale, si cette flore microbienne n’est pas contrdlée, la qualité et la

conservation des aliments ne sont pas assurée.

Les corps gras ou lipides, qu'ils soient d'origine animale ou végétale, jouent un réle
important dans l'alimentation. Ce réle est d'abord d'ordre nutritionnel grace a leur apport
d'énergie (environ 9 kcal/g), d'acides gras essentiels et de vitamines liposolubles (vitamines
A, D, E, K), puis d'ordre organoleptique, par leur contribution a la texture, a la sapidité et aux

emplois culinaires des aliments (Cheftel, 1976).

La margarine est constituée essentiellement de deux phases, grasse et aqueuse, elle
contient en outre 2% d’additifs hydro et liposolubles. 82% de sa composition est représentée
par un mélange d’huiles et 16% de la phase aqueuse. C’est un produit riche en lipides qui
englobe de multiples acides gras avec des teneurs bien différentes selon les recettes utilisées

pour sa confection (Karleskind, 1992).

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie du complexe agro-
alimentaire de Cevital Bejaia, dont I'objectif est le suivi de la qualité microbiologique lors du
process de fabrication de la margarine « Matina », de la matiére premiére (la poudre du lait,
I’eau osmosée, lait reconstitué pasteurisé), le produit intermédiaire (I’émulsion) au produit
fini. Dans le but de déterminer 1’évolution de la flore microbienne d’origine et d’altération a
travers les différentes étapes de fabrication de « Matina », des analyses microbiologiques ont
été effectuées a des points critiques du processus de fabrication (matieres premiéres, avant
pasteurisation, émulsion et aprés pasteurisation). Ces analyses portent sur 1’innocuité et la
conformité du produit fini vis-a-vis des exigences réglementaires et assurent aux

consommateurs la qualité et la stabilité recherchée.

Cette étude est scindée en deux parties : une partie théorique présentant une synthése

bibliographique sur les cors gras et la margarine ; et une partie experimentale contenant un

1
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chapitre sur le matériel et les méthodes utilisés et un autre sur les résultats obtenus et leurs

interprétations.
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Chapitre | la margarine

I Corps gras

Les corps gras sont un groupe de substances chimiquement hétérogene, ayant en
commun la propriété de 1’insolubilit¢ dans I’eau, mais la solubilit¢ dans les solvants non

polaires tels que le chloroforme, les hydrocarbures ou les alcools.

Ils comprennent une grande varié de produits naturels, y compris les acides gras et
leurs dérivés, les stéroides, les terpénes, les caroténoides et les acides biliaires (O’Keefe,
2002).

I-1 Classification des corps gras

Les corps gras peuvent étre classés en fonction de leur origine et/ou en fonction de

leur point de fusion
I-2 Classification des corps gras selon leur origine

Le tableau | donne une classification des corps gras selon leur origine

Tableau I : classification des corps gras selon leur origine (Fredot, 2005).

Origine Corps gras

Beurre ;
Créme ;
] Graisse de beeuf, d’oie, de canard, saindoux ;
Animale ) . ., TR . .
Shortenning (graisse raffinées et hydrogénées) a base de graisses animales
adaptées aux fritures profondes ;

Huile d’animaux marins.

Huile pour assaisonnement ;
o Huiles pour friture et assaisonnement ;
Vegétale ) _ _ o
Végataline (huile de coprah hydrogénée) ;

Margarines végetales.

Mi Margarine standards a base d’huiles végétales et de graisses de poisson ;
ixte
Margarine et shortenning pour patisserie.
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I-3 Classification des corps gras selon leur consistance a tempeérature

ambiante

Les propriétés physiques des corps gras dépendent directement de leur composition
chimique en acide gras, qui influence leur consistance. Ainsi, on n’appelle point de fusion la
température a partir de laquelle un corps gras se liquéfie. Par conséquent, plus le nombre
d’instauration est important, plus le corps gras est fluide a température ambiante, et plus les

acides gras saturés sont plus abondant, plus le corps gras est solide a température ambiante.

Les corps gras sont classés selon leur consistance a température ambiante en deux

classes :

e Corps gras fluides : huile de colza, soja, arachide, olive, etc.
e Corps gras concret : Beurre, graisses animales (saindoux, suif, ...), margarine, huile de

palme, etc. (Fredot, 2005).

Il Margarine

11-1 Historique

La margarine a été développée en 1869 par le chimiste et pharmacien Francais
Hippolyte Mege-Mouries ,dans le but de trouver une alternative au beurre dont la formulation
originale contenant le suif de beeuf a été remplacé par le lait ; afin de donner a la margarine
une faible teneur en matiéres grasses avec des propriétés nutritionnelles et sensorielles
similaires a celles du beurre (la saveur, la sensation dans la bouche et la tartinabilité)
(Arellano et al., 2015).La margarine était préparée avec des graisses animales, suif et
saindoux, émulsionnées avec de I’eau et du lait. La découverte de la désodorisation,
permettant 1’amélioration du gout et ’odeur des corps gras, a rendu possible la substitution
des graisses animales par des graisses végétales concrétes (coco, palme...). L hydrogénation
des corps gras, une étape capitale dans le développement de la margarine, permit I’emploie
des huiles fluides comme matiére premiere, aprés leur solidification par cette technique
(Francois, 1974). La margarine peut &tre un bon compromis nutritionnel entre 1’huile et le

beurre pour certaines utilisations (Cheftel et Cheftel, 1977).

11-2 Définition
La margarine peut étre considérée comme un corps gras alimentaire sous forme

d’émulsion plastique eau/huile, présentant une composition et un ensemble de caracteres

4
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physique, chimique, organoleptique, bactériologique et nutritionnels propres (Francois,
1974).

11-3 Composition globale de la margarine

La margarine est une émulsion de deux phases essentielles :

e Une phase continue : la phase grasse, représente 80% de la margarine au minimum ;

e Une phase disperseée : la phase aqueuse, représente 18% de la margarine.

La margarine contient aussi des additifs (Lécithines, mono glycérides, sel, colorants,
antioxydants, conservateurs, vitamines) répartis en partie dans la phase grasse et en partie
dans la phase aqueuse (Karleskind, 1992).

11-3-1 Phase grasse
Elle est constituée par différents matiéres grasses :

e Maticéres grasse d’origine végétale hydrogénées ou non hydrogénées ;

e Matiéres grasse d’origine animales.

Et aussi, elle contient les ingrédients liposolubles (les émulsions, colorants, vitamines
et ardmes) (Karleskind, 1992).

a) Emulsifiants

Les émulsifiants sont des composés ayant des propriétés tensio-actives dues a leur
caractéere amphi phatique. Leur structure chimique étant composée a la fois de groupe
hydrophile et lipophile et de ce fait pouvant se dissoudre dans les deux phases permettant leur
union sous forme homogene (Karleskind, 1992).

b) Colorants

La couleur de la margarine, assez voisine a celle de beurre, est obtenue soit par
addition d’huile de palme rouge, soit par ajour du g-carotene (Karleskind, 1992).
c) Vitamines

Les margarines peuvent étre enrichies par 1’ajout de vitamines liposolubles (A, D, E),

afin d’éviter leurs carences (Karleskind, 1992).
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Elles peuvent, également, étre employées comme antioxydants, additionnées de
substances dites synergiques, comme 1’acide citrique ou phosphorique qui compléte leurs

actions stabilisatrices (Francgois, 1974 ; Faur, 1992).
d) Aromatisants

Les margarines sont souvent aromatisées par le diacétyle, ardme naturel du beurre, qui
est un liquide jaunatre & forte odeur et lui confere une odeur et un gout de beurre d’une

maniére permanente (Faur, 1992).
11-3-2 Phase aqueuse

Elle comprend de 1’eau pure et/ou de lait. Ce dernier est écrémé et pasteurisé. Elle est
trés sensible a des contaminations bactériennes, donc une pasteurisation préalable est

nécessaire (Karleskind, 1992).
Cette phase contient :
a) Eau

Le constituant le plus important de la phase aqueuse. Elle doit étre pure et saine sur le

plan microbiologique (Faur, 1992).
b) Lait

Le lait doit étre pasteurisé, écrémé et généralement additionné de ferments lactiques
qui développent un arome agréable proche de celui du beurre (Faur, 1992).

c) Sel (NaCl)

Le sel (0,5-2% du poids du produit fini) est un additif important, qui a travers ses
propriétés bactériostatiques peut contribuer a la protection du produit contre les dégradations
microbiologiques, et en méme temps améliorer la sapidité du produit a la consommation
(Kone, 2001).

d) Conservateurs

L’acide sorbique (E200) est un acide faible, il présente un bon effet fongistatique, il
convient a la conservation des aliments. L’action inhibitrice est en fonction de la

concentration en acide : elle augmente quand le pH diminue (Karleskind, 1992).
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e) Correcteurs de pH

L’acide citrique (E330) est un antioxydant synergiste puissant, il permet de contrdler

le pH de la phase aqueuse (Kone, 2001).
11-4 procédé de fabrication de la margarine

La fabrication de la margarine comprend les étapes suivantes (figure 2) :
11-4-1 Préparation de la phase grasse

La phase grasse est constituée d’un mélange de corps gras dans les proportions
définies selon la recette, additionnée d’ingrédients mineurs solubles dans les graisses tels que

les émulsifiants, les vitamines, les ardmes et les colorants (Kone, 2001 ; Gerstenberg, 2012).

Le choix des huiles de cette phase détermine en grande partie les qualités du produit
fini notamment la texture, la consistance, le point de fusion et la stabilité (Karleskind, 1992).

11-4-2 Préparation de la phase aqueuse

Elle constitue 16% a 18% d’eau et/ou lait (écrémé et pasteurisé) de la masse totale qui
subit une pasteurisation préalable, suivit par 1’addition de sel, aromes, conservateurs et
correcteurs de pH (Karleskind, 1992).

11-4-3 Préparation de I’émulsion

L’émulsion est le résultat de la combinaison entre la phase aqueuse, la phase grasse et
les émulsifiants, mélangés dans le bac d’émulsion. Elle est obtenue, le plus souvent, a I’aide
d’une pompe a haute pression pour bien proportionner les deux phases. Une agitation
importante est nécessaire pour bien disperser de maniére fine la phase aqueuse dans la phase

graisse (Aboiron et Hameury, 2004).
11-4-4 Refroidissement et cristallisation

Ces deux étapes sont souvent couplées. Une fois 1’émulsion faite, il faut la maintenir
de fagon durable et compléter ainsi 1’action des émulsifiants. Pour cela, le mélange est refroidi
a des températures tres basses qui permettent la cristallisation de la phase grasse. La formation

de cristaux entraine un meilleur maintien de la structure de la margarine (Cossut et al, 2002).
11-4-5 Malaxage

L’émulsion cristallisée est acheminée par la trémie jusqu’au malaxeur, afin de désaérer et
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malaxer le mélange en lui donnant consistance, souplesse et homogénéité (Himed et Barkat,
2014).

I1-4-6 Conditionnement

Une fois refroidie et cristallisée, la margarine est conditionnée dans des barquettes en
plastique ou dans du papier aluminium. Par ailleurs, c’est a cette étape que sont prélevés les

échantillons nécessaires au controle qualité du produit fini (Cossut et al. 2002).
11-4-7 Stockage

Le produit fini est conservé a une température de 4 °C pour éviter le rancissement et
I’altération de ce dernier (Himed et Barkat, 2014).

11-5 types de margarines

La phase grasse représente la partie la plus importante de 1‘émulsion, soit 82 a 84 %
dans les margarines traditionnelles d‘aspect proche du beurre et 60 % seulement dans les
margarines dites « allégées ». Suivant la composition de la matiere grasse (choix du mélange
de corps gras, caractere hydrogéné, fractionné, ou interestérifié de tout ou partie des matiéres
premiéres), il est possible de formuler une large gamme de margarines a usages spécifiques

(par exemple margarine tartinable, margarine pour patisserie...) (O’Brien, 2009).

l Margarine
Margarine Margarine selon Margarine Margarine
allégées le type d’huile industrielles traitables
. -Hydrogénées

-Basses calories ydrog
(réduction & -Interstérifiées -De table -Plaguettes
25% A -

0) _Fractionnées -Boulangere Barquettes
-Light (50% de . -Feuilletage -Liquides
réduction -Non modifiées

Figure 1 : classification des margarines disponibles sur le marché mondial (O’Brien,
2009)
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Figure 2 représente le diagramme de fabrication de la margarine

Additifs liposoluble
(Iécithine, mono-
glycéride, colorant,
vitamine, aromes)

Huiles neutres
blanchies (hydrogénées,
fractionnées, inter-
estérifiées)

L
-

Ingrédient huile

5

Eau et /ou lait +
additifs hydrosolubles
(sel, amidon, acide
citrique, tocophérol)

D
>

Phase grasse

Phase aqueuse

> Emulsion <

Pasteurisation

|

Refroidissement

Cristallisation

|

Malaxage

|

Conditionnement

Stockage

Figure 2 : Diagramme de fabrication de la margarine (Karleskind, 1992).
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I Margarine Matina

I-1 Présentation du produit Matina

La margarine Matina est un corps gras solide issus d’un mélange de margarine et de
beurre. C’est une margarine tartinable qui est enrichie en vitamines A, D et E. Elle est

conditionnée dans des barquettes de 400 g.

Les principales matieres premieres utilisées pour la fabrication de la margarine Matina

sont :

o Les huile et graisse végétales raffinées (tournesol, palme, coprah) ;
o Matiere grasse laitiére anhydre (MGLA) ;

o Eau osmoseée ;

o Poudre de lait ;

o Sel (NaCl).

I1-2 Les valeurs nutritionnelles de la margarine Matina
Le tableau Il représente les valeurs nutritionnelles de la margarine Matina.

Tableau 11 : valeur nutritionnelles de la margarine Matina

Energie 630 KCAL /2600 KJ

70g dont 55g acides gras saturés

Lipides
Acides gras trans < 2¢g

Protéines 0,159
Glucides 0,29

Sel 0,49
Vitamine A 600 ug
Vitamine D 2.5 ug
Vitamine E 80 mg

10
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Il Présentation et organisation du laboratoire de microbiologie de Cevital

Les microorganismes rencontrés dans les aliments en général sont des germes de
contamination indésirable ou néfastes pour la qualité des aliments. Les contréles portant sur le
respect des valeurs maximales pour les microorganismes doivent étre effectués avec les

méthodes de recherche et de dénombrement de référence.

Pour I’obtention de bons résultats microbiologiques, le respect de certaines conditions
est nécessaire. Parmi ces conditions, 1’application et le respect des conditions d’asepsie, la
stérilité de tout le matériel utilisé pendant le prélevement et apres le prélevement, les
récipients doivent étre hermétiquement fermés et soigneusement étiquetés. Leur transport au
laboratoire doit étre fait immédiatement aprées le prélévement pour éviter toutes modifications
de croissance de la flore présente, ainsi des glaciéres sont donc prévues pour la conservation
des échantillons pendant le transport. Le contr6le au laboratoire est effectué dans des
conditions d’asepsie lors des analyses en travaillant dans une paillasse nettoyée avec 1’alcool

devant un bec bunsen avec un matériel d’analyse stérile.

Le laboratoire de microbiologie du complexe agroalimentaire de Cevital est organisé
en six salles équipées de matériels spécifiqguement adaptés aux analyses. Ces derniers sont
bien entretenus dans le but d’avoir des résultats fiables. Le laboratoire comprend les salles

suivantes :

% Salle d’enregistrement : chaque produit a analyser doit étre enregistré.
% Salle de préparation des milieux de culture (voir figure N° 3) comprenant :

- pH metre.

- Une plague chauffante agitateur.
- Un bain marie.

- Une balance analytique.

- Des autoclaves.

- Un réfrigérateur.

- Une armoire pour le stockage des milieux de cultures déshydratés.

11
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Figure N° 3 : photographie de la salle de préparation des milieux de culture

% Deux salles de manipulation comprenant (voir figure N°4) :

Des becs bunsens.

Une rampe de filtration.

Une balance.

Un compteur des colonies et un microscope.
Un réfrigérateur pour garder les échantillons.
Un bain marie.

Une armoire pour ranger la verrerie

Figure N° 4 : photographie des salles d’analyses microbiologiques

++ Salle d’incubation contenant (voir annexe 1) :

- Six étuves reglées a différentes températures en fonction de 1’analyse et des
germes recherchés (22°C, 25°C, 30°C, 37°C 44°C et 55°C).

% Salle de nettoyage et de destruction des microorganismes comprenant :

12
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- Un distillateur
- Un four pasteur pour le séchage de la verrerie et la stérilisation de cette derniére a

chaleur séche.
- Un autoclave pour la destruction des microorganismes recherchés aprés analyses

des échantillons.

11 Analyses microbiologiques.

L’analyse microbiologique et les germes recherchés pour les différentes matieres
premiéres, produits intermédiaires et du produit fini ont été réalisées selon les
recommandations des normes de 1’organisation international de standardisation (ISO) et les

exigences du Journal Officiel de la République Algérienne (JORA N° 35 du 1998).
I11-1 Analyse de la Poudre du lait

L’analyse microbiologique de la poudre du lait consiste a la recherche et/ou le
dénombrement d’un certain nombre de microorganismes susceptibles d’étre présents selon les

exigences du JORA n°35 1998.
111-1-1 Echantillonnage (ISO 6887-4/2003)
¢+ Prendre 05 sacs de poudre de lait aléatoirement.
¢ Désinfecter les mains avec de 1’alcool et allumer la flamme.

¢ Dans des conditions d’asepsies, a 1’aide d’une spatule stérile prélever une quantité de

500 g de poudre de chaque sac.
¢ Identifier les échantillons de 1 jusqu’a 5.
111-1-2 Préparation de la solution mére et des dilutions (ISO 6887-4/2003)

¢+ Pour chaque échantillon, dissoudre 10g de la poudre de lait dans des flacons stériles et

ajouter 90 ml de diluant (solution de Ringer).

% A l’aide d’une pipette graduée Stériles, transférer ImL de la solution mére dans des

tubes stériles pour avoir la dilution 10
+«» Ajouter 9mL de diluant (solution de Ringer) pour chaque tube.

La figure n°5 représente le schéma de préparation de la solution mére et des dilutions.

13
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Tableau 111 : les germes recherchés en fonction de la nature du produit

Nature de produit Germes recherché

- Germes aérobies a 30°C
Poudre du lait (lait déshydraté) - Coliformes

- Clostridium sulfito-réducteurs a 46°C

- E.coli
Eau osmoseé - Entérocoques

- Bactéries sulfito-réductrices

- Germes aérobies a 30°C
- Coliformes totaux

Lait pasteurisé reconstitué
- Coliformes fécaux

- Staphylococcus aureus

- Germes aérobies a 30°C

- Coliformes totaux

- Coliformes fécaux
Emulsion

- Staphylococcus aureus

- Levures

- Salmonelles

- Germes aérobies a 30°C

- Coliformes totaux

- Coliformes fécaux
Produit fini

- Staphylococcus aureus

- Levures

- Salmonelles

14
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8 1mL
ﬂg de poudre de lait \

\
- ’ — -

90 mL solution
de Ringer

9 mL de solution
de Ringer

k Solution meéere Dilution 1(y

Figure n° 5 : Schéma de préparation de la solution mére et des dilutions

I11-1-3 Recherche et dénombrement des germes aérobies (1SO 6610)
¢+ Transférer dans deux boites de pétris 1 mL de la solution mere.
% Transférer dans deux boites de pétris 1 mL de la dilution 101,
%+ Ajouter 15 ml de la gélose Plate Count Agar (PCA) en surfusion (voir annexe 4)
% M¢élanger soigneusement I’inoculum et laisser se solidifier.

% Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu PCA pour controler sa
stérilité.

¢+ Incuber les boites retournées dans une étuve a 30°C + 1 °C pendant 72h.
Aspect des colonies
Des colonies de taille et de forme diverse.
Compter les colonies des boites contenant de 10 a 300 colonies.
Expression des résultats

N = 2C
~ (n1+40,1n2)d

N : nombre de colonies par mL.

2 C : somme totale des colonies comptées dans toutes les boites retenues.

15
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nl: nombre de boites retenue ou I’on compte entre 10 et 300 colonies a la premicre dilution.

n2 : nombre de boites retenue ou 1’on compte entre 10 et 300 colonies a la deuxiéme dilution.

d : le facteur de dilution correspondant a la premiere dilution.

La figure N° 6 représente le schéma de la recherche des germes aérobie dans la poudre

de lait.

o

solution mére N/
dilution 10
1ml 1ml 1ml l 1ml
témoin

\ ajouter la gélose PCA /

Figure N° 6 : Schéma de recherche des germes aérobie dans la poudre du lait

I11-1-4 Recherche et dénombrement des coliformes totaux (1SO 4832)

X/
°

Transférer dans deux boites de pétris 1 mL de la solution mére.

Ajouter 15 mL de la gélose désoxycholate en surfusion (voir annexe 2).

Mélanger soigneusement 1’inoculum et laisser se solidifier la gélose. Puis, ajouter une

deuxiéme couche et laisser se solidifier la gélose.

Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu gélosé au désoxycholate.

Incuber les boites retournées dans une étuve a 30°C + 1 °C pendant 72h.

Aspect des colonies

Les colonies caractéristiques des coliformes totaux sont de couleur rouge foncée et

16
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d’un diamétre supérieur ou égal a 0,5 mm
Expression des résultats

Les résultats sont exprimeés par absence ou présence de colonies.

La figure N° 7 représente le schéma de la recherche des coliformes totaux dans la

==

solution meéere

poudre de lait.

ajouter la gélose désoxycholate /

Figure N° 7 : Schéma de recherche des coliformes totaux dans la poudre de lait

I11-1-5 Recherche et dénombrement des Clostridium solfito-réducteurs (1SO 15213)
¢ Transférer dans cinque tubes 1 mL de la solution meére.
< Remplir les tubes avec le milieu de culture Viande-Foie (VF) (voir annexe 7).
¢+ Préparer également un tube témoin du milieu VF.
+¢ Incuber les tubes a 46°C pendant 72h.
Aspect des colonies
Les colonies caractéristiques sont de couleur noire.
Expression des résultats

Le nombre de colonies trouvées doit étre multiplié par I’inverse de la dilution.

17
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La figure N° 8 représente le schéma de la recherche des Clostridium sulfito-

réducteurs dans le lait pasteurise.

/ oL

solution meére

\ /

Témoin |

KRernph'r les tubes avec la gélose VF /

Figure N° 8 : Schéma de recherche des Clostridium sulfito-réducteurs dans la poudre de

lait
I11-2 Analyse microbiologique de I’eau osmosée

L’eau brute subie plusieurs opérations pour obtenir I’eau osmosée, qui est traitée par
une lampe a UV afin de réduire la charge microbienne et détruire les germes pathogénes. La
recherche des germes dans 1’eau osmosée est faite par la méthode de filtration sur membrane.
111 -2-1 Echantillonnage (1SO 19458 :2006(F))

% Désinfecter les mains et le robinet d’échantillonnage avec de 1’alcool.

% Steriliser le robinet d’échantillonnage par flambage.

% L’eau stagnante doit étre évacuée a débit lent.

L)

% Remplir deux flacons stériles de 500 mL (avant et aprés UV).

»  Fermer immédiatement les flacons.

L)

18
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I11-2-2 Recherche et dénombrement des entérocoques intestinaux (ISO 7899 -
2 :2000(F))

¢ Filtrer 100 mL d’eau a travers une membrane filtrante stérile ayant des pores de

0.45um de diamétre.

+«+ Placer la membrane filtrante sur les boites contenant le milieu Slanetz et Bartley (SB)

(voir annexe 6).
¢+ Incuber les boites a 36°C £2 pendant 48 h.
Aspect des colonies

Les colonies sont bombées avec une couleur rouge, marron ou rose soit au centre soit

sur I’ensemble de la colonie.
Expression des résultats

N(UFC/100 mL) = nombre de colonies d'ontérocoques % 100
( ml) = volume déchantillon analysé en mL

111-2-3 Recherches et dénombrement des Escherichia coli (1SO 9308-1)

% A l’aide d’une pince stérile placer la membrane stérile sur le support filtre de la rompe

de filtration stérile.
¢ Filtrer un volume de 100 mL de I’échantillon a analyser sur la membrane filtrante.

% Placer la membrane filtrante sur une boite de pétri contenant la gélose au

désoxycholate.

% Préparer également une boite témoin du milieu au désoxycholate contenant une

membrane filtrante stérile pour controler sa stérilite.

¢+ Ajouter une deuxieme couche de la gélose au désoxycholate.

X/

+¢ Incuber les boites a 44°C dans une étuve pendant 48h.
Expression des résultats

N UFC/lOO [y = nombre de colonies de E. coli < 100
( mL) = volume d’échantillon analysé en mL

19
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Rampe
Jde

Filtration
a

3 postes

K ge€lose désoxycholate = . /
témoin

Figure N° 9: Schéma de I’analyse de I’eau par filtration

I11-2-4 Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs (ISO 6461/2-
1986(F))

% Filtrer 100 mL d’eau a travers une membrane filtrante dont les pores présentent une

dimension telle que les spores de 0.2 pum sont retenues par la membrane filtrante.
% Placer la membrane filtrante sur une boite de pétri contenant le milieu VF.
% Préparer également une boite témoin du milieu.
¢ Incuber a 46°C %+ 1 pendant 48 h.
Aspect des colonies
Les colonies caractéristiques sont des colonies noires.
Expression des résultats

Comptabiliser toutes les colonies caractéristiques.
111-3 Analyse microbiologique du Lait reconstitué pasteurisé

Le lait pasteurisé préparé a base de la poudre de lait et de I’eau osmosée a été analysé

apres pasteurisation.
111-3-1 Echantillonnage

R/

% Désinfecter les mains et la prise d’échantillon avec I’alcool.

20
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X/
°e

Stériliser le robinet d’échantillon avec flambage.

/7
A X4

Purger un volume de lait.

X/
°e

Dans des conditions d’asepsie prélever une quantité de lait dans des flacons en verre

stériles de 250 mL.

X/
°e

Transporter I’échantillon dans une glaisi¢re a 4°C.

I11-3-2 Recherche et dénombrement des germes aérobies (1SO 6610)

X/
o

Transférer dans deux boites de pétris 1 mL d’échantillon.

¢+ Ajouter pour chaque boite environ 15 mL de la gélose PCA en surfusion.

X/
o

Mélanger soigneusement et laisser se solidifier le milieu.

X/
o

Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu PCA.
+¢+ Incuber les boites retournées dans une étuve a 30°C £ 1°C pendant 72h.
Expression des resultats

Retenir les boites contenant de 10 a 300 colonies. Le nombre de microorganisme par

ml est calculé a I’aide de la formule suivante :

N xC
"~ (n1+0,1n2..)d

C : nombre de colonie par boites

nl: nombre de boites retenue ou I’on compte entre 10 et 300 colonies a la premicre dilution.
n2 : nombre de boites retenue ou 1’on compte entre 10 et 300 colonies a la deuxieme dilution.
d : le facteur de dilution correspondant a la premiére dilution.

La figure N° 10 représente le schéma de la recherche des germes aérobie dans le lait

pasteurisé.
111-3-3 Recherche et dénombrement des coliformes totaux (1SO 4832)
¢+ Transférer dans deux boites de pétris 1 mL d’échantillon.

¢+ Ajouter 15 mL de la gélose au désoxycholate en surfusion.
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% Me¢élanger soigneusement 1’inoculum au milieu et le laisser se solidifier. Ajouter une
deuxiéme couche et laisser solidifier la gélose.

¢ Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu désoxyhcolate.
¢+ Incuber les boites retournées dans une étuve a 30°C £ 1 °C pendant 48h.

Aspect des colonies

Les colonies caractéristiques des coliformes totaux sont de couleur rouge foncée et

d’un diametre supérieur ou égal a 0,5 mm.

Expression des résultats

Les résultats sont exprimeés par absence ou présence de colonies.

ey

lait pasteunseé

Témoin '

Ajouter la gélose PCA /

Figure N° 10 : Schéma de la recherche des germes aérobie dans le lait pasteurisé

111-3-4 Recherche et déenombrement des coliformes fécaux (ISO 4832)
¢+ Transférer dans deux boites de pétris 1 mL d’échantillon (voir figure 11).
+« Ajouter 15 mL de la gélose au désoxycholate en surfusion.

¢ Meélanger soigneusement 1’inoculum au milieu et le laisser se solidifier. Puis, ajouter

une deuxiéme couche de milieu et le laisser se solidifier.

22
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¢ Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu gélosé au désoxycholate.
¢+ Incuber les boites retournées dans une étuve a 44°C £ 1 °C pendant 48h.
Aspect des colonies

Les colonies caracteristiques sont de couleur rouge foncées et d’un diamétre supérieur

ou égal a 0,5 mm.
Expression des résultats

Retenir pour comptage, les boites de Pétri contenant moins de 150 colonies. Les

résultats sont exprimés par absence ou présence des colonies.

gt

lait pasteunisé

Témoin I

Ajouter la gélose désoxvycholate /

Figure N° 11 : Schéma de la recherche des coliformes dans le lait pasteurisé

111-3-5 Recherche et déenombrement de Staphylococcus aureus (6888-1/2003)
¢+ Couler sur deux boites de pétri stérile la gélose de Bard Parker (voir annexe 1).

Rl

% Apres solidification, transférer 1 mL d’échantillon et 1’étaler sur la surface de la

gélose avec un rateau étaleur.
¢+ Préparer une boite témoin de milieu Bard Parker (BP).
¢+ Incuber les boites retournées dans une étuve a 37°C pendant 48h.
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Aspect des colonies

Les colonies caractéristiques sont noires ou grises, brillantes, convexe et entourées

d’une auréole d’éclaircissement.
Expression des résultats

Retenir les boites de pétri contenant moins de 150 colonies. Le nombre de
Staphylocoques est donné par la formule suivante :

Ya

N =
V(nl+ 0,1n2)d

N : nombre de colonie

Y a : est la somme des colonies de Staphylocoques a coagulase positive identifiées sur les

boites retenues.

V : est le volume étalé sur chaque série de trois boites.

nl: est le nombre de boites retenues a la premiére dilution.

n2 : est le nombre de boites retenues a la seconde dilution.

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.

111-4 Analyses microbiologiques de I’émulsion avant pasteurisation

L’émulsion, produit intermédiaire, est obtenue par le melange des deux phases

constitutives de la margarine : la phase aqueuse et la phase grasse.
111-4-1 Echantillonnage

s Désinfecter le robinet d’échantillonnage et les mains avec ’alcool.

e

25

Stériliser le robinet d’échantillonnage par flambage.
¢ Dans des conditions d’asepsie remplier un flacon stérile de 500 ml.

*,

% Transporter I’échantillon dans une glaciere a 4°C.

L)

111-4-2 Recherche et denombrement des germes aérobies (1SO 4833)

% Laisser I’émulsion décanter pour obtenir la séparation des deux phases.

X/
*

Transférer dans deux boites de pétris 1 mL de la phase aqueuse.
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% Ajouter 15 mL de la gélose PCA en surfusion.

¢ Meélanger soigneusement 1’inoculum au milieu et le laisser se solidifier.

>

¢ Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu PCA.

L)

¢+ Incuber les boites retournées dans une étuve a 30°C £ 1 °C pendant 72h.
Expression des resultats

Retenir les boites contenant plus de 10 colonies et moins de 300 colonies. Calculer le

nombre N de microorganismes selon la formule suivante :

N = LC
~ (n1+40,1n2)d

> C : est la somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues.
n: : est le nombre de boites retenues a la premiere dilution.
N2 : est le nombre de boites retenues a la seconde dilution.
d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.
I11-4-3 Recherche et dénombrement des coliformes fécaux (I1SO 7251)
¢ Transférer dans deux boites de pétris 1 mL de la phase aqueuse.
¢+ Ajouter 15 mL de la gélose au désoxycholate en surfusion.
% Me¢élanger soigneusement I’inoculum au milieu et laisser se solidifier.
¢+ Ajouter une deuxieme couche et laissez solidifier.
% Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu désoxycholate.
+¢ Incuber les boites retournées dans une étuve a 44°C £ 1 °C pendant 72h.
Expression des résultats

Les résultats sont exprimeés par présence ou absence de colonies.
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La figure N°12 représente le schéma de la recherche des coliformes fécaux dans le
produit intermédiaire

/ P — \
Phase grasse

Phase agqueuse

k A jouter la g€lose déesoxvyvcholate /

Figure N°12 : Schéma de la recherche des coliformes fécaux dans I’émulsion

I11-4-4 Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus (ISO 6888-1/2003)

R/

¢+ Couler sur deux boites de pétri stérile la gélose de Bard Parker (figure N° 13).

)

X/
o

Apres solidification, transférer 1 mL de la phase aqueuse et 1’étaler sur la surface

de la gélose avec rateau étaleur.

» Préparer une boite témoin de milieu Bard Parker pour contrdler sa stérilité.

L)

X4

% Incuber les boites retournées dans une étuve a 37°C dans une étuve pendant 48h.
Aspect des colonies

Les colonies caractéristiques sont noires ou grises, brillantes, convexe et entourées

d’une auréole d’éclaircissement aprés 24 heures d’incubation.

Expression des résultats

Retenir les boites de pétri contenant moins de 150 colonies. Le nombre de

Staphylocoques est donné par la formule suivante :

N = 2a
~ V(nl+0,1n2)d
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N : nombre de colonies.

> a: est la somme des colonies de staphylocoques a coagulase positive identifiées sur les

boites retenues.

V : est le volume étalé sur chaque série de trois boites.

nl: est le nombre de boites retenues a la premiére dilution
n2 : est le nombre de boites retenues a la seconde dilution.

d : est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.

——— e
p —— ) - — -
— — <y —_— > | r
| 4 — 4

botii=s de petri conterznt la g2lose BP

Figure N°13 : schéma de la recherche des Staphylococcus aureus dans I’émulsion
111-4-5 Recherche et dénombrement des levures (ISO 21579-2)
¢ Transférer dans deux boites de pétris 1 mL de la phase aqueuse.

s Ajouter 15 mL de la gélose glucosée a 1’oxytétracycline (OGA) en surfusion (voir

annexe 3).

¢ Me¢élanger soigneusement I’inoculum au milieu et laisser se solidifier.
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¢ Préparer également une boite témoin avec 15 mL du milieu OGA pour contrbler sa
stérilité.
¢+ Incuber les boites retournées dans une étuve a 25°C £ 1 °C, pendant 5jours.
Expression des résultats

Le nombre de levure est calculé par la formule suivante :

N = LC
~ (nl1+0,1n2)

> C : estla somme des colonies caractéristiques comptées sur toutes les boites retenues.
n: est le nombre de boites retenues a la premiere dilution.
n2 : est le nombre de boites retenues a la seconde dilution.

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.
I11-5 Analyse microbiologique du produit fini

111-5-1 Echantillonnage

% Prélever 05 barquettes de 400 g a partir de la chaine de production de maniére

aléatoire
111-5-2 Préparation de la solution mére (1SO 6887-4/2003)

+ Mettre dans un flacon stérile 50 g de margarine et ajouter 36 mL de solution de Ringer
(voir annexe 5).

¢ Mettre le flacon dans un bain marie a 44°C pendant 15 min.

s Agiter le mélange (phase grasse et phase aqueuse) dans le but de faire un lavage.

¢+ Laisser décanter les deux phases.
111-5-3 Recherche et dénombrement des germes aérobies (1SO 4833)

La recherche des germes aérobies s’effectuée suivant la méthode mentionnée ci-dessus

(voir : 111-4 Analyses microbiologiques de 1’émulsion avant pasteurisation).
111-5-4 Recherche et déenombrement des coliformes fécaux (ISO 7251)

La recherche des coliformes fécaux s’effectuée suivant la méthode mentionnée ci-

dessus (voir : I111-4 Analyses microbiologiques de I’émulsion avant pasteurisation).
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111-5-5 Recherche et dénombrement des levures (ISO 21579-2)

La recherche des levures dans le produit fini s’effectuée suivant la méthode
mentionnée ci-dessus (voir: 1l1-4 Analyses microbiologiques de 1’émulsion avant

pasteurisation).
111-5-6 Recherche des salmonelles (ISO 6579/2002)
a- Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide

« Ensemencer 25g de margarine dans 225 mL d’ecau peptonée tamponnée puis incuber
pendant 18h £ 2ha 37 °C £ 1 °C.

b-Enrichissement sélectif

% Transférer 0.1 mL de culture obtenue dans le pré-enrichissement, dans un tube
contenant 10 mL de bouillon Rappaport-Vassiliadis Soja (RVS) et 1 ml dans 10 mL de
bouillon de Muller-Kauffmann au Tétrathionate-Novobiocine (MKTTn), puis incuber
respectivementa 41,5°C+1°Ceta37°C+1°Cpendant24 h+ 3 h.

c-Isolement et identification

% A partir des cultures obtenues dans le milieu RVS, ensemencer avec une anse, la
surface d’une boite de pétri du milieu d’isolement la gélose Xylose-Lysine-
Désoxycholate (XLD).

% Opérer de méme avec le deuxiéme milieu d’isolement, Salmonella-Shigella (SS).

s Répéter I’opération décrite ci-dessus, pour la culture obtenue dans le milieu MKTTn.

++ Incuber le touta 37 °C + 1 °C pendant 24 h + 3 h.

d-Confirmation

Il convient de soumettre toute colonie suspecte a une confirmation. Prélever a partir de
chaque boite de chacun des milieux sélectifs les colonies considérées comme typiques.

Ensemencer les colonies sélectionnées sur la surface des boites de gelose nutritive.

Incuber les boites ainsi ensemencées a 37 °C £ 1 °C durant 24 h + 3h en vue d’une

confirmation biochimique et sérologique.

Pour une confirmation définitive, les souches considérées comme étant des

salmonelles doivent étre envoyées a un centre agrée.
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| Résultats d’analyses microbiologiques de la poudre de lait

Les résultats de 1’analyse microbiologique de la poudre de lait sont donnés dans le
tableau V.

I-1 Dénombrement de germes aérobies

Les germes aérobies sont I’ensemble des microorganismes aptes a se multiplier a
1’aire, ayant un intervalle température de croissance situé entre 25 et 45C°. Cet ensemble

englobe les microorganismes pathogénes et les microorganismes d’altération (Huss, 1988).

Les résultats du dénombrement des germes aérobies dans la poudre de lait montrent
que la charge microbiologique de 1’échantillon est de 175 UFC/g, inferieur a la limite

maximale de la norme qui est de 2. 10° UFC/g.
I1-2 Recherche et dénombrement des coliformes totaux

Les coliformes sont des bacilles Gram négatif non sporulée, aérobie facultative
capable de se multiplier en présence de sels biliaires et de fermenter le lactose a 44°C avec

production d’acide et de gaz. Ce sont des entérobactéries moyennement acidifiantes (pH=5)

(Delarras, 2010).

Les résultats du dénombrement des coliformes dans la poudre de lait montrant que la
charge microbiologique de 1’échantillon est de 0 UFC /g, inferieur limite maximale de norme
qui est de 10 UFC/g.

I-3 Recherche et dénombrement des Clostridium solfito-réducteurs

Les Clostridium sulfito-réducteur regroupent des espéces telles que Clostridium
perfringens et Clostridium Bifermentans ; Ils sont ainsi dénommeés car ils sont capables de
réduire les sulfites présente dans le milieu de culture en sulfures ; ceux-ci se combinent avec
un sel de fer pour donner du de sulfure de fer noir. Les colonies noir entourées d’un halo noir

sont caractéristiques de bacteries sulfito-réductrices (Delarras, 2010).

Les résultats du dénombrement des Clostridium solfito-réducteur dans la poudre de
lait montrent que la charge microbiologique de I’échantillon est de 0 UFC/g, inférieur a la

limite maximale de la norme qui est de 10 UFC/g.
I-4 Recherche et dénombrement des salmonelles
Les salmonelles sont des batonnets a Gram négatif, asporulantes, aéro-anaérobies
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facultatives et mobiles. Elles sont pathogénes pour I’homme et il est important d’éviter la

présence de salmonelles dans 1’alimentation humaine et animale (Huss, 1988).

Les résultats de la recherche et dénombrement des salmonelles montrent leur absence

dans la poudre de lait analysée (tableau V).

Tableau 1V : les résultats de I’analyse microbiologique de la poudre du lait

Désignation Unité Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Normes Méthode d’essai
Germes aérobies a 30°C UFC/g 175 - - - - 210° I1ISO 6610
Coliformes totaux UFC/lg O - - - - 10 1SO 4832
Clostridium sulfito-

Clg O 0 0 0 0 10 ISO 15213
réducteurs a 46°C
Salmonelles UFC/30g Absence Absence 1SO 6785

I-5 Conclusion

D’aprés les résultats des analyses microbiologiques effectuées, la poudre de lait
utilisée pour la fabrication de la margarine Matina est d’une qualité microbiologique

satisfaisante.
I1 Résultats d’analyse microbiologique de I’eau osmosée

I1-1 Recherche et dénombrement d’E. coli

C’est une bactérie qui appartient a la famille des entérobactéries, Gram négatif, lactose
positif et gazogéne. Réalisant une fermentation acide mixte elle produit de I’indole. C’est un

hote normal de I’intestin de I’homme et des animaux (Guiraud, 1998).

Les résultats de la recherche et dénombrement d’E. coli montrent leur absence dans

I’eau analysée.
11-2 Recherche et dénombrement des Entérocoques

Les entérocoques comprennent entre autres Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium, les deux espéces les plus fréquentes chez I’homme. Elles font partie de la flore
commensale de la muqueuse intestinale et sont de ce fait souvent appelés streptocoques
fécaux (Yernault et Demedts ,1997).

Les résultats de la recherche et dénombrement des entérocoques montrent leur absence

31



Chapitre I Résultats et discussions

dans I’eau analysée.
11-3 Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs

Les résultats de la recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs

montrent leur absence dans 1’eau analysée (tableau V).

Tableau V : résultats de I’analyse microbiologique de I’eau osmosée

Désignation Unité Résultats Norme  Méthode d’essai
E. coli UFC/100 mL  Absence Absence 1SO : 9308-1
Entérocoques UFC/100 mL  Absence  Absence ISO : 7899-2

Clostridium sulfito-réducteurs  UFC/100 mL  Absence Absence 1SO : 15213

11-4 Conclusion

D’aprés les résultats des analyses microbiologiques effectuées, 1’eau utilisée pour la

fabrication de la margarine Matina est de qualité microbiologique satisfaisante.
II1 Résultats d’analyses microbiologiques du lait reconstitué pasteurise

Les résultats de ’analyse microbiologique du lait reconstitué pasteurisé sont donnés

dans le tableau VII.
I11-1 Recherche et dénombrement des germes aérobies

Les résultats du dénombrement des germes aérobies dans le lait reconstitué pasteurisé
montrent que la charge microbiologique de I’échantillon est de 93 UFC/mL, inferieur a la

limite maximale de la norme qui est de 3. 10* UFC/mL.
I11-2 Recherche et dénombrement des coliformes totaux

Les résultats obtenus montrent 1’absence de coliformes totaux dans le lait reconstitué

pasteurisé. La limite maximale fixée par la norme est inférieur a1 UFC/mL.
111-3 Recherche et dénombrement des coliformes fécaux

Les résultats du dénombrement des coliformes fécaux dans le lait reconstitué

pasteurisé montrent I’absence de ces germes dans I’échantillon analysé.
I11-4 Recherche et déenombrement de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sont des cocci @ Gram positifs qui tendent a se grouper en amas

et aéro-anaérobie facultative. Tiennent une place trés importante dans 1’infection
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communautaire et nosocomiale. Elle est cultivable facilement sur les milieux usuels et sur des
milieux riches en NaCl. Toutes les souches sont & coagulase positive et quelques-unes sont

capables de produire des entérotoxines (Huss, 1988).

Les résultats du dénombrement de Staphylococcus aureus dans le lait reconstitue
pasteurisé montrent que la charge microbienne de 1’échantillon est inférieure a 1 UFC/mL.

Ces résultats sont en adéquation avec la norme qui fixe la charge microbienne a 1 UFC/mL.

Tableau VI : résultats de ’analyse microbiologique du lait reconstitué pasteurisé

Désignation Unité Résultats  Normes Méthode d’essai
Germes aérobies a 30°C  UFC/ml 93 3.104 I1SO 6610
Coliformes totaux UFC/ml 0 1 ISO 4832
Coliformes fécaux UFC/ml Absence  Absence ISO 4832
Staphylococcus Aureus  UFC/ml 0 1 ISO 6888

111-5 Conclusion

D’aprés les résultats des analyses microbiologiques effectuées, le lait reconstitué
pasteurisé utilisé pour la fabrication de la margarine Matina est de qualité microbiologique

satisfaisante.

IV Résultat de I’analyse microbiologique de I’émulsion avant pasteurisation

IV-1 Recherche et dénombrement des germes aérobies

Les résultats du dénombrement des germes aérobies dans le produit intermédiaire
montrent que la charge microbienne des 05 échantillons est de 02, 00, 05, 01, et 03 UFC/g,

inférieur & la limite maximale de la norme qui est de 10> UFC/g.
1VV-2 Recherche et dénombrement des coliformes fécaux

Les résultats du dénombrement des coliformes fécaux dans le produit intermédiaire

montrent leur absence dans les 05 échantillons, ce qui répond a 1’exigence de la norme.
IVV-3 Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus

Les résultats du dénombrement des Staphylococcus aureus dans le produit fini
montrent que leur charge microbienne est inférieure a la limite maximale de la norme qui est
de 10 UFC/g.
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IVV-4 Recherche et dénombrement des levures

Les levures sont des microorganismes hétérotrophes, ont un métabolisme
exclusivement oxydatif ou bien un métabolisme mixte, oxydatif et fermentaire. Elles sont
aérobies et celles qui possédent un meétabolisme fermentaire ne peuvent se développer en
anaérobiose stricte qu’en présence d’ergostérol et d’acide oléique (tween 80). Elles sont
généralement acidophiles et mésophiles et a des températures optimales voisines de 25-28°C
(Guiraud 1998).

Les résultats du denombrement des levures dans le produit intermédiaire montrent que

leur charge microbienne est inférieure a la limite maximale de la norme qui est de 10 UFC/g.
IVV-5 Recherche et dénombrement de Salmonella

Les résultats du dénombrement de Salmonella dans le produit intermédiaire montrent

leur absence dans 1’échantillon analysé.

Tableau VII : résultats de I’analyse microbiologique de I’émulsion avant pasteurisation

. Méthode
Désignation Unité Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Normes
d’essai

Germes aérobies UFC/g 02 00 05 01 03 102 ISO 4833
Coliformes

) UFC/g Absence  Absence  Absence  Absence  Absence  Absence  ISO 7251
fécaux
Staphylococcus

UFC/g <10 <10 <10 <10 <10 10 I1SO 6888-1

aureus
Levures UFClg <10 <10 <10 <10 <10 10 ISO 21527-2
Salmonella UFC/25g Absence  Absence  Absence  Absence  Absence  Absence 1SO : 6579

1\VV-6 Conclusion

D’apres les résultats des analyses microbiologiques effectuées I’émulsion est de

qualité microbiologique satisfaisante selon la norme.
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V Résultats de P’analyse microbiologique de produit fini (margarine

Matina)

V-1 Recherche et dénombrement des germes aérobies

Les résultats du dénombrement des germes aérobies dans le produit fini montrent que
la charge microbienne des 05 échantillons est de 12, 19, 03, 07, et 21 UFC/g, inférieur a la

limite maximale de la norme qui est de 10> UFC/g.
V-2 Recherche et dénombrement des coliformes fécaux

Les résultats du dénombrement des coliformes fécaux dans le produit fini montrent

leur absence dans les 05 échantillons, ce qui répond a I’exigence de la norme.
V-3 Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus.

Les résultats du dénombrement des Staphylococcus aureus dans le produit fini
montrent que leur charge microbienne est inférieure a la limite maximale de la norme qui est
de 10 UFC/g.

V-4 Recherche et dénombrement des levures

Les résultats du dénombrement des levures dans le produit fini montrent que leur

charge microbienne est inférieure a la limite maximale de la norme qui est de 10 UFC/g.

Tableau VIII résultats de I’analyse microbiologique du produit fini

) ) ] Méthode
Désignation Unité Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Normes
d’essai
Germes aérobies UFClg 12 19 03 07 21 102 I1SO : 4833
Coliformes fécaux UFC/g Absence  Absence Absence Absence  Absence Absence 1SO: 7251
Staphylococcus
UFC/g <10 <10 <10 <10 <10 10 I1SO : 6888-1
aureus
Levures UFClg <10 <10 <10 <10 <10 10 1SO : 21527-2
Salmonelles UFC/25g  Absence Absence Absence Absence Absence Absence ISO: 6579

V-5 Recherche et dénombrement des Salmonelles

Les résultats du dénombrement de salmonella dans le produit fini montrent leur

absence ce qui répond a I’exigence de la norme.
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V-6 Conclusion

D’apres les résultats des analyses microbiologiques effectuées la margarine Matina est

d’une qualité microbiologique satisfaisante selon les normes du JORA N° 35 du 1998.
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Conclusion

L’étude et le suivi de I’évolution de la flore microbienne au cours du procédé de
fabrication de la margarine « Matina », depuis les matieres premiéres au produit fini, a été
effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie du complexe agroalimentaire de Cevital

Bejaia.

Des analyses microbiologiques ont été réalisées sur la poudre de lait, I’eau osmosée, le
lait reconstitu¢ pasteurisé, I’émulsion avant pasteurisation et le produit fini aprés son
conditionnement. L’analyse microbiologique concerne les germes aérobies, les coliformes
totaux, les coliformes fécaux, les Entérocoques, les Clostridium sulfito-réducteurs, les

Staphylocoques, les levures et les Salmonelles.

Les germes aérobies revivifiables a 30°C sont un bon indicateur de la qualité
microbiologique. Les résultats de leurs dénombrements dans la poudre de lait et dans le lait
reconstitué pasteurisé sont de 175 UFC/g et 93 UFC/mL, respectivement. Ces résultats
montrent que la charge microbiologique des échantillons analysés est inférieure aux limites
maximales fixées par la réglementation algérienne qui sont de 2. 10° UFC/g de poudre de lait
et de 3. 10* UFC/mL de lait pasteurisé. De plus, I’émulsion et le produit fini ont une charge

microbienne moyenne de germes aérobies de 02 UFC/g et 12 UFC/g, respectivement.

L’absence de coliformes totaux, coliformes fécaux et Entérocoques dans les
échantillons analysés, qui sont des flores indicatrices de la qualité hygiénique des aliments et
de I’eau, constitue une preuve de 1’absence de contamination par les matiéres fécales au

niveau de 1’usine.

Les résultats obtenus montrent, aussi, I’absence de germes pathogénes dans tous les

échantillons analyses.

De par ces résultats, cette étude montre une bonne stabilité microbiologique au cours
du process de fabrication de « Matina », ce qui est le résultat de la maitrise du risque
microbiologique, de la maitrise du procéde de fabrication et la maitrise des bonnes pratiques

de fabrication au niveau de ’unité de production.

37



Réferences bibliographiques




Référence Bibliographique

A

Aboiron J ; et Hameury E. (2004). Additifs alimentaires : Les Iécithines. Université
Paris Val de Marne, 31p.

Arellano M; Norton I.T. et Smith P. (2015). Specialty oils and fats in margarines
and low-fat spreads. In: Specialty Oils and Fats in Food and Nutrition Properties,
Processing and Applications. A volume in Woodhead Publishing Series in Food

Science, Technology and Nutrition. p241-270.

C

Cheftel J.C. et Cheftel H. (1977). Introduction a la biochimie et a la technologie des
aliments —vol 1.382p.

Cossut J; Humbert S; Defrenne B; Roelstraete L; Desmedtc; Vanuxeem M;
Ferroul S; Vidal D. ET Garnets. (2002). Les Corps Gras: Entre Tradition et
Modernite, Institut Agro-alimentaire de Lille, Université des Sciences et Technologies
de Lille, 140p.

D

Delarras C. (2010). Surveillance sanitaire et microbiologique des eaux :
Réglementation - Microorganismes - Préléevements — Analyses. 2em édition.
Lavoisier, paris. ISBN : 978-2-7430-1211-3.

E

Fredot E. (2005). Connaissance des aliments. Ed: Tec &Doc Lavoisier. ISBN :
2743008105. 397p.


http://www.sciencedirect.com/science/book/9781782423768

Référence Bibliographique

F

Faur L. (1992). Transformation des corps gras a des fins alimentaires. In « Manuel
des corps gras ». Tec et Doc-Lavoisier, Paris. 2 : 938, 948, 950, 954, 957-961, 980,
984. ISBN : 2-85206-662-9.

Francois R. (1974). Les Industries des corps gras : Biochimie, extraction, raffinage,
nuisances et réglementation (1.P.E., industries, productions, environnement). Diffusion
Technique et documentation, Paris. P283-291.1SBN : 2880200075

H

Huss H. H. (1988). Le poisson frais : qualité et altération de la qualité. Ed: Food &
Agriculture Organization of the United Nations. ISBN: 92-5-202395.132p.

Himed L. et Barkat M. (2014). Elaboration d’une nouvelle margarine additionnée
des huiles essentielles de citrus limon. OCL, (2014) ; Vol 21, n°1, A102 (1-5).

ISO 6461/2-1986(F) Qualité de 1’eau — Recherche et dénombrement des spores de
micro-organismes anaérobies sulfito-réducteurs (Clostridia).

ISO 6610 : 1992 Lait et produit laitiers — Dénombrement des unités formant colonie
de micro-organismes — comptage des colonies a 30°C.

ISO 7899 -2 :2000(F) Qualit¢ de I’ecau — Recherche et dénombrement des
entérocoques intestinaux.

ISO 9308-1 :2000(F) Qualité de 1’eau — Recherche et dénombrement des Escherichia
Coli et des bactéries coliformes.

ISO 6579 :2002 Microbiologie des aliments —.Méthode horizontale pour la recherche
des Salmonella.

ISO 6887-4 :2003 Microbiologie des aliments —Préparation des échantillons de la

suspension mere et des dilutions décimales en vue de 1’examen microbiologique.



Référence Bibliographique

ISO 6888-1:2003 Microbiologie des aliments —Méthode horizontale pour
dénombrement des staphylocoques a coagulase positive (Staphylococcus aureus et
autres especes).

ISO 15213 :2003 Microbiologie des aliments — Meéthodes horizontale pour le
dénombrement des bactéries sulfito-réducteurs se développant en conditions
anaérobies.

ISO 7251 :2005 Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche
et le dénombrement d’Escherichia coli présumes.

ISO 4832 :2006 Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour le
dénombrement des coliformes — Méthode par comptage des colonies.

ISO 19458 :2006(F) Qualité de I’eau — Echantillonnage pour analyse
microbiologique.

ISO 21579-2 :2008 Microbiologie des aliments — Méthodes horizontale pour la
recherche et denombrement des levures.

ISO 4833-2 : 2013 Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthode horizontale
pour le dénombrement des micro-organismes — Méthode par comptage des colonies a
30°C.

J

Guiraud J-P. (1998). Microbiologie Alimentaire. Ed : Dunod, Paris. ISBN: 2 10
007259 5. 615p.

Journal officiel de la République Algérienne (JORA) n°35 (1998). Arrété
interministériel du 25 Ramadhan 1418 correspondant au 24 janvier 1998 modifiant
complétant I’arrété du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994 relatif aux

spécifications microbiologiques de certaines denrées alimentaires.

K

Karleskind A. (1992). Manuel des corps gras 2™ Edition : Lavoisier. ISBN : 2-
85206-662-9

Kone S. Fabrication artisanale de margarine. Infogate [en ligne]. (2001). p6.
Disponible sur : http/www.gtz.de/gate/ (consulté le 22/05/2017).



Référence Bibliographique

O

O’Brien R. D. (2009). Fats and oils: formulating and processing for applications. Ed:
CRC Press, Taylor & Francis Group, Boca Raton London New York. ISBN-13:978-1-
4200-6166-6

O’Keefe S. F. (2002). Nomenclature and Classification of Lipids. In: Food Lipids:
Chemistry, Nutrition, and Biotechnology.2°™ ed. Marcel Dekker, Inc., New York.

V

Viereling E. (2008). Aliments et boissons filiéres et produits. Edition : Biosciences et

techniques 3éme édition, Paris, 277p.

Y

Yernault J-C. et Demedts M. (1997). Infections respiratoires pour le spécialiste Ed :
Garant. ISBN : 90-5350-502-4.456p.



Milieu Baird-Parker (BP) (Guiraud, 1998)

Tryptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Chlorure de lethium

Gélose

Sulphamézathine de sodium a 0,2% (facultatif)
pH

Ajouter au moment de I’emploi a 100 mL
surfusion

Glycocolle a 12%

Tellurite de potassium a 1 %

Pyruvate de sodium a 2a%

Emulsion stérile de jaune d’ceuf

Gélose au desoxycholate (Guiraud, 1998)

Peptone

Lactose

Désoxycholate de sodium
Chlorure de sodium
Citrate de sodium

Rouge neutre

Gélose

pH

Annexes

de milieu en

10 ml
1ml
5ml
5ml

10g

10g
0,5/1g

5¢

30 mg
12 g
7,1



Annexes

Gélose Oxytétracycline- Glucose (OGA) (Guiraud, 1998)

Extrait de levure 50
Glucose 209
Gelose 169
pH 7

Plat Count Agar (PCA) (Guiraud, 1998)

Tryptone 5g
Extrait de levure déshydraté 2,50
Glucose anhydre 1,09
Agar-agar 129
Eau distillée 1000mL

Solution de Ringer (Guiraud, 1998)

Chlorure de sodium 99
Chlorure de potassium 0,42 ¢
Chlorure de calcium 0,48¢
Bicarbonate de sodium 0,29

Milieu Slanetz et Bartley SB (Guiraud, 1998)

Tryptose 209
Extrait de levure 50
Glucose 29
Phosphate disodique 49
Azide de sodium 0,49
Chlorure de tetrazolium(TTC) 01g
Gélose 14 g

pH 72



Annexes

Milieu Viande Foie (VF) (Guiraud, 1998)

Extrait viande-foie 3049
Glucose 29
Amidon 290
Gélose 129

pH 7.6



Résumé

Notre étude effectuée au niveau de complexe Agro-alimentaire Cevital de Bejaia a pour but
de suivre I’évolution de la flore microbienne au cours du process de fabrication de la
margarine Matina. Pour ce faire des analyses microbiologiques sont effectuées pour les
matieres premieres (poudre du lait, eau osmosée, lait reconstitué pasteurisé), le produit

intermédiaire et le produit fini.

Les résultats de 1’étude ont montré que les échantillons analysés répondent aux exigences
reglementaires. En conclusion, la margarine Matina est de qualité microbiologique

satisfaisante.

Abstract

Our study at the Cevital Agri-Food complex in Bejaia aims to monitor the evolution of the
microbial flora during the process of manufacturing the Matina margarine. For this purpose,
microbiological analyzes are carried out for raw materials (milk powder, osmosis water,

pasteurized reconstituted milk), the intermediate product and the finished product.

The results of the study showed that the samples analyzed meet the regulatory requirements.

In conclusion, Matina margarine is of satisfactory microbiological quality.



