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Résume

La fabrication des fromages industriels implique I'utilisation d'un microbiote diversifié compose
d'une population microbienne endogene naturelle apportée par le lait et l'autre exogene par un
ensemencement complémentaire de ferments sélectionnés suivant la technologie utilisée par le
fromager. Notre travail a porté sur I’étude de I’évolution de la charge microbienne au cours de
I’affinage d’un fromage a pate molle type camembert fabriqué a partir d’un lait cru. Les analyses
microbiologiques tracées pour la réalisation de I’objectif de notre sujet porte sur I’analyse et le suivi
trois lots de fabrication du fromage a pate mole fabriqué au niveau de 1’unité de transformation des
laits et produits laitiers ¢ la laiteriec TESSALA de Sidi Bel Abbés’. Les tests microbiologiques
envisagés portent sur la recherche et dénombrement, et I’identification par des méthodes
phénotypiques des levures et moisissures impliqués dans [’affinage du fromage a pate mole
‘camembert’ qui ont été fait sur un milieu Sabouraud. Le suivi de la croissance et de I’activité de la
microflore fongique de surface des fromages de type camembert au cours de I’affinage. Vu la crise

sanitaire qui a touché notre pays par I’apparition du COVID-19 I’ensemble des travaux au niveau de

laboratoire ont été suspendus.

Mots clés : microbiote, fromage a pate molle, lait cru, 1’affinage, camembert, les levure et moisissures



Abstract :

The manufacture of industrial cheeses involves the use of a diversified microbiota composed
of a natural endogenous microbial population provided by milk and the other exogenous by
additional inoculation of ferments selected according to the technology used by the cheese. our
work focused on the study of the evolution of the microbial load during the ripening of a soft
cheese of the Camombert type made from raw milk microbiological analyzes traced for the
achievement of our subject's objective covers the analysis and monitoring of three production
batches of mole cheese manufactured at the milk and dairy product processing unit « The dairy
TESSALA in Sidi Bel Abbes» the microbiological tests envisaged relate to the search for
enumeration and identification by phenotype methods of yeasts and molds involved in the
refining of mole camembert cheese which was made on a Sabouraud medium .monitoring the
growth and activity of the fungal microflora on the surface of camombert-type cheeses during
ripening given the health crisis that has affected our country by the appearance of Covid 19 all

work at the laboratory level has been suspended.

Keywords: microbiota, soft cheese, raw milk, ripening, camembert, yeasts and molds
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Introduction générale

Introduction générale

Le lait et les fromages constituent des sources de protéines. Les taux élevés en lactose,
lipides et en protéines en font de lui un aliment nutritif, riche en énergie (Walther et al.,
2008). La technologie fromagere vise a transformer le lait a d’autres produits de
transformation comme le fromage. Le fromage fut a son origine, un mode de conservation du
lait ou du moins des éléments susceptibles d’étre conservés (Eck et Gillis, 2006). En Algérie
le lait et ses dérivés constituent une denrée de grande consommation. Ils sont consommeés sous
forme de lait cru ou de lait recombing, lait fermenté ou transformé comme le yaourt, le lait
fermenté (dite el Iben) ou le fromage.

Le fromage est un milieu avec une microflore complexe de mélange des bacteéries, des
levures et des moisissures. Les bactéries lactiques constituent la flore le plus dominant dans ce
produit et qui interviennent dans la transformation du lait en produit fromagére, en participant
a l’acidification et a la coagulation du lait. Il existe différents types de fromages présentent
des caracteres spécifiques liés a la fois au mode de coagulation et d'égouttage et a la flore
microbienne, qui libére des enzymes responsables de la saveur, de la texture et de I'aspect de
la pate. La fabrication du fromage a pate molle type camembert exige 1’emploi d’un lait de
haute qualité bactériologique et physico-chimique.

Le fromage a pate mole type camembert est considéré comme un écosysteme
complexe, il comporte des microorganismes qui sont essentiels pour production de ce type de
fromage comme les bactéries lactiques, les bactéries de surface ou affinage, les levures et les
moisissures. lls participent soit de maniére directe avec leur activité métabolique, soit de
maniere indirecte avec la libération d'enzymes (Benloucif et Oulmi, 2017)

Notre projet de fin d’étude a pour but d’étudier la microflore utile du fromage a pate
mole type camembert fabriqué localement au niveau de 1’unité de transformation des produits
laitiers denommeée ““TASSALA de Sidi-Bel Abbés’’.

Les points tracés pour la réalisation de I’objectif de 1’étude portent sur :

- Dénombrement et isolement des souches utiles a partir des échantillons du

fromage a pate molle type camembert durant 1’affinage.

- Mettre en évidence 1’évolution et la dynamique des souches d’intérét au cours de

I’affinage du fromage.

- Identification et caractérisation des souches isolées par 1’application des méethodes

phénotypiques.

Le manuscrit est structuré en comme suit :




Introduction générale

Le premier chapitre porte sur, le lait comme matiére premiere utilisé pour la
fabrication du fromage ; leur composition en matiere physico-chimique et microbiologique et
leur caractéristiques organoleptiques. Aussi ; cette partie du mémoire nous avons présente les
differents type de fromage et en particulier le fromage a pate mdle; le processus de
fabrication, leur composition en matiére physico-chimique et microbiologique et réle des
différents microorganisme dans la maturation et la finage du fromage a pate méle. Par
ailleurs, le deuxiéme chapitre résume la méthodologie prévue pour la réalisation de I’étude.
Cette partie de mémoire, nous avons présenté sous forme d’une synthése bibliographique les
principales méthodes envisagées pour mettre en ceuvre 1’objectif tracé dans ce mémoire. Et

enfin, une conclusion globale.




CHAPITRE I
_a synthese bibliographigue



Chapitre 1 synthese bibliographique

1. Généralité sur le lait et fromage

1.1. Le lait
1.1.1. Présentation et définition

Le lait occupe une place importante dans 1’alimentation humaine, c’est un aliment
particulierement nutritif, il peut a lui seul couvrir tous les besoins de ’organisme durant les
premiers mois de la vie, il contient pratiquement tous les éléments nécessaires a la croissance de

I’organisme humaine.

Le lait cru recueilli a la ferme par traite mécanique ou manuelle, soit directement transporté au
centre de ramassage ou il est réfrigéré, soit stocké dans des réservoirs réfrigérés avant le transport
dans le cas d’exploitations importantes, dans ces condition, la flore microbienne est stabilisée
(Guiraud, 2012). Le lait doit provenir d’animaux sains, soumis a un controle vétérinaire, d’une
préparation (traite, conditionnement, stockage) effectuée dans des conditions hygiéniques

satisfaisantes.

1.1.2. Définition du lait

Le lait est défini comme « le produit intégral de la traite et ininterrompu d’une femelle
laitiere portante, bien nourrie et non surmenee. Il doit étre recueilli proprement et non contenir
de colostrum ». Il doit étre en outre collecté dans de bonnes conditions hygiéniques et présentes
toutes les garanties sanitaires. Il peut étre commercialisé¢ en I’état mais le plus souvent apres
avoir subi des traitements de standardisation des lipides et d’épuration microbienne pour limiter

les risques hygiéniques et assurer une plus longue conservation (Romain et al., 2008)

1.1.3. Différents types du lait

L’évolution des processus technologiques, des techniques de conservation et de distribution
a permis 1’¢élaboration d’une large gamme de « laits de consommation » qui se distinguent par leur
composition, leur qualité nutritionnelle, organoleptique et leur durée de conservation. Les laits
destinés a la consommation humaine peuvent étre classés en deux catégories (Mahaut et al,
2000),
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1.1.3.1. Laits traités thermiquement

Définition

Les laits (traités) industriels peuvent consister en une modification de composition (lait
écrémé...etc.) et en traitement thermique destiné a éliminer les éventuels germes pathogeénes
(Guiraud, 2003).

Le principe du traitement thermique du lait a tres haute température a d'emblée retenu
I'attention par les perspectives qu'il offrait en faveur de la qualité bactériologique et d'une plus facile

commercialisation du lait de consommation en nature.

1.1.3.2. Lait pasteurisé

Définition

Le lait pasteurisé, fabriqué a partir de lait cru ou de lait reconstitué, écrémé ou non, est un
lait qui a subi un traitement thermique (pasteurisation) qui détruit plus de 90% de la flore
(jusqu’a 98%) contenue dans le lait (notamment tous les germes pathogénes non sporulés, tels

que les germes de tuberculose et de la brucellose) (Jean Christian, 2001).

La pasteurisation du lait a pour but de détruire les microorganismes pathogenes, elle se fait soit
par pasteurisation basse (62-65C°/30min), soit par pasteurisation haute (71-72C°/15-40 sec pour le
lait cru de bonne qualité et une flache pasteurisation (85-90 C°/1-2 sec) pour les laits crus de

mauvaise qualité.

1.1.3.3. Lait stérilisé

Selon le procédé de stérilisation, on distingue le lait stérilisé et le lait U.H.T définis en 1979. Ces
laits doivent étre stables jusqu’a la date limite de consommation.
Définition :

La dénomination « lait stérilisé » est réservée au lait préalablement conditionné dans un
emballage hermétique, puis chauffé pendant 15 a 20 minutes a une température de 115-120°C afin de

détruire tous les germes susceptibles de s’y développer, Le lait est ensuite rapidement refroidi.
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Le lait stérilisé est obtenu apres 20 minutes de chauffage & 120 °C dans un emballage étanche
Conditionné dans un récipient hermétiqguement clos, étanche au liquide et au micro-organisme

pathogéne Il peut se conserver tres longtemps a température ambiante (Guiraud, 2003).
1.1.3.3.1. Lait U.H.T. (Ultra haute température)
Définition :

C’est un lait traité par la chaleur, qui doit détruire les enzymes, les microorganismes pathogénes,
et conditionné ensuite aseptiquement dans un récipient stérile, hermétiquement clos, étanche aux
liquides et aux micro-organismes. Le traitement thermique peut étre soit direct (injection de vapeur

d’eau), soit indirect. Il est réalisé a 135-150°C pendant 2.5 secondes (Leseur et Melik, 1999).

Le lait UHT est un lait de longue conservation, stérilisé par upérisation a haute température. Le
lait UHT, a un bon go(t et n'est guere modifié, il peut se conserver plusieurs mois a une température

ambiante.

1.1.3.4. Le lait en poudre
Définition :

Le lait en poudre est un produit solide obtenu par élimination de I'eau du lait, du lait
entierement ou partiellement écréme, de la creme ou d'un mélange de ces produits, et dont la
teneur en eau n'excede pas 5 % en poids du produit fini. On distingue les laits en poudre
suivants:

- Le lait en poudre riche en matieres grasses ou poudre de lait riche en matieres grasses : lait
déshydraté contenant, en poids, au moins 42 % de matieres grasses.

- Le lait en poudre entier ou poudre de lait entier : lait déshydraté contenant, en poids, au moins
26 % et moins de 42 % de matiéres grasses.

- Le lait en poudre partiellement écrémé ou poudre de lait partiellement écrémé : lait déshydraté
dont la teneur en matieres grasses est, en poids, supérieure a 1,5 % et inférieure a 26 %.

- Le lait en poudre écrémé ou poudre de lait écrémé : lait déshydraté contenant, en poids, au

maximum 1,5 % de matiéres grasses.

La poudre du lait est produite par I’évaporation de I’eau du lait, cette déshydratation assure
sa longue conservation dans les emballages fermés a 1’abri de I’air et I’humidité¢ (Lafitedupont,
2011).
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1.2. Composition et propriété physico-chimique du lait de vache
1.2.1. Propriété physiques du lait

La composition du lait est tres complexe, de point de vue physique, le lait présente une
hétérogénéité, puisque certains composants sont dominants quantitativement, comme I’eau, la
matiére grasse, les protéines et le lactose ; et des composés mineurs qui sont les matiéres minérales,
les enzymes et les vitamines. Les propriétés physiques comme la densité absolue, la viscosité, la
tension superficielle et la chaleur spécifique dépendent de 1’ensemble des constituants (Mathieu,

1998).
1.2.1.1. PH

Le pH du lait de vache fraichement trait est légérement acide, un faible changement du pH du
coté acide a des effets importants sur 1’équilibre des minéraux et sur la stabilité de la suspension

colloidale de caséine (Alais et Linden, 1997).
1.2.1.2. Acidité

Les protéines, surtout les caseines et la lactaloumine, de substances minérales telles que les
phosphates, CO2 et I’acide citrique sont les éléments responsables de ’acidité naturelle (Amiot et
al, 2002), I’acidité est exprimée en degrés DORNI D° c’est a dire en décigrammes d’acide lactique
par litre. Sous I’effet des bactéries lactiques, le taux d’acide lactique augmente et donne une

nouvelle acidité nommeée acidité développée.
1.2.1.3. Densité

La densité du lait est liée a sa richesse en matiére seche, Elle dépend aussi de leur degré
d’hydratation, notamment les protéines. A 15 °C, la densité du lait de mélange se situe entre 1.030
et 1.035 avec une moyenne de 1.032. Plus un lait contient un pourcentage élevé en matiére grasse,

plus sa densité sera basse (Amiot et al. 2002)

1.2.2. Propriété chimiques du lait

1.2.2.1. Eau

C'est I'élément le plus important du point de vue pondéral (en quantité). Elle représente environ
81 a 87% du volume du lait selon la race, il se trouve sous deux formes : I’eau libre (96% de la
totalité) et liée a la matiére séche (4% de la totalité) (Ramet, 1985). Elle provient du sang par

filtration.
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1.2.2.2. Glucides

Le lait contient des glucides essentiellement représentés par le lactose, son constituant le plus
abondant aprés 1’eau, sa molécule C12 H2z Ci1, est constituée d’un résidu galactose uni a un résidu
glucose, le lactose est synthétisé dans les cellules des acini a partir du glucose sanguin, celui-ci est
en grande partie produit par le foie (Mathieu, 1999). Le lactose est le composant majeur le plus
simple et le plus constant en proportion, c’est le constituant du lait le plus rapidement dégradé par
I’action microbienne, en effet la microflore lactique transforme le lactose en acide lactique, cette

transformation est souvent utile et parfois génante de varie peu (48 a 50g/l). (Gourseaud, 2000)
1.2.2.3. Matiére grasse

Les matiéres grasses sont les éléments majeurs du lait (30 a 60 g/l), dont la quantité varie en
fonction des conditions d’¢levage ; elles se trouvent en émulsion sous forme de globules gras
individualisés (0.1 a 20 3m de dimension) (Vignola, 2002). Les lipides du lait sont constitues de
98% de triglyceérides, 1% de phospholipides, 1% de stérols (cholestérol), tocophérol et de vitamines

liposolubles
1.2.2.4. Matiere azotée

La matiére azotée du lait englobe deux groupes, les protéines et les matieres non protéiques qui
représentent respectivement 95% et 5% de I’azote minéral du lait. Les protéines se répartissent en
deux phases : une phase micellaire (insoluble) et une phase protéique (soluble).La phase micellaire

représente la caséine totale (environ 80% des protéines du lait).

Une micelle de caséine contient environ 92 a 93% de protéines, les caséines, et 8% de minéraux. La
partie minérale de la micelle comporte 90% de phosphate de calcium et 10% d’ions citrate et de magnésium
(2,9% de Ca, 0,1% de Mg, 4,3% d’ions phosphate, 0,5% d’ions citrate). La présence de phosphate de
calcium li¢ a la caséine est I’une des forces responsables de la stabilité de la structure des micelles de caséine

(Marchin, 2007).

1.2.2.5. Matiére minérale

La matiere minérale du lait (79 a 7,5g/1) est fondamentale d’un point de vue nutritionnel et
technologique. 1l est possible de doser les matiéres minérales ou cendres du lait par une méthode de
calcination a 550°C. Les minéraux sont présents, soit en solution dans la fraction soluble, soit sous
forme liée dans la fraction insoluble (ou colloidale). Certains minéraux se trouvent exclusivement a
I’état dissous sous forme d’ions (sodium, potassium et chlore) et sont existent dans les deux

fractions (Mathieu, 1998). Il existe un équilibre entre les formes solubles et colloidales, d’une part,
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et entre les formes ionisées et non dissociées d’autre part. Cet état est précaire parce qu’il est
sensible a divers facteur, notamment au pH, a la température, et a la concentration ou a 1’addition de

calcium.
1.2.2.6. Enzymes

Le lait contient principalement trois types d’enzymes : les hydrolyses, les déshydrolases (ou
oxydase) et les oxygénases. Ces enzymes originaux proviennent du pis de la vache, et les enzymes
bactériens d’origine bactérien. Ils existent cependant beaucoup de bactéries qui produisent le méme

type d’enzymes (Vignola, 2002).
1.2.2.7. Vitamines

Les vitamines sont des substances biologiques indispensables a la vie puisqu’elles participent
comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les échanges a 1’échelle des membranes
cellulaires. L’organisme humain n’est pas capable de les synthétiser. Le lait et ses dérivés sont des
sources assez riches en vitamine A, B12 et B2; un peu moins en vitamine B1 et B6. Par contre, ils
ne contiennent que peu de vitamines E, et acide folique (vitamine C) (Romain et al ,2008).
(Tableau 1)

Tableau 1 : Composition du lait de vache (Alais, 1975).

Constituants majeurs Variations limites (%) Valeur moyenne (%)
Eau 85,5 -89,5 87,5

Matiére grasse 2,4-55 3,7

Protéines 29-50 3,2

Glucides 3,6-55 4,6

Minéraux 0,7-0,9 0,8

1.3. La Microbiologie et la diversité microbienne du lait cru

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions a
partir d’un animal sain (moins de 10® germes/ml). A sa sortie du pis, il est pratiquement stérile et
est protégé par des substances inhibitrices appelées lacténines a activité limitée dans le temps
(Cuq, 2007). Les flores microbiennes présentes dans le lait et les produits laitiers sont tres

complexes. Ces microflores créent entre elles des phénoménes d’antagonisme.
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Les microorganismes, principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on peut
aussi trouver des levures et des moisissures. De trés nombreuses espéces bactériennes sont
susceptibles de se développer dans le lait qui constitue, pour elles, un excellent substrat nutritif.
Au cours de leur multiplication dans le lait, elles liberent des gaz, des substances aromatiques, de
I’acide lactique, diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant étre responsables de
pathologie chez I’homme (Anonyme, 2009).

L'importance et la nature des bactéries contaminants le lait, dépendent, de I'état sanitaire de
I'animal, de la nature des fourrages, mais 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).

1.3.1. Flore indigéne ou originelle

La flore originelle des produits laitiers se définit comme 1’ensemble des microorganismes
retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont essentiellement des mesophiles
(Vignola, 2002).

Ces microorganismes sont en relation étroite avec I’alimentation et n’ont aucun effet
significatif sur la qualité du lait. Les genres dominants en sont principalement des micro-
organismes mesophiles (Micrococcus sp, Lactobacillus , Streptococcus ou Lactococcus et les
bactéries a Gram négatif).(Mallet et al.,2012).(Tableau02)

Tableau 02. Flore indigéne du lait cru (Vignola, 2002)

Micrococcus 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus/lactococcus <10
Bactérie Gram négative <10

1.3.2. Flore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des microorganismes du lait, de la récolte jusqu’a
la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts
sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogéene

dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002). Ces contaminations par divers
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microorganismes peuvent provenir de 1’environnement entérobactéries, Pseudomonas,
Flavobacterium, microcoques, corynébactéries, Bacillus, etc.

Des contaminations d’origine fécale peuvent entrainer la présence de Clostridium,
d’entérobactéries coliformes et éventuellement, d’entérobactéries pathogénes : Salmonella,
Yersinia. Ceci explique I’importance d’un contréle rigoureux du lait (Leyral et Vierling, 2007).
(Tableau 03)

Tableau 03 .Flore microbienne du lait (Leyral et Vierling, 2007).

Flore originelle Flore de contamination

Bactéries des Bactéries contaminant le Bactéries d’origine |Bactéries présentes
Canaux lait pendant et apreés la fécale sur I’animal
galactophores traite malade
Lactobacilles, Pseudomonas, Clostridium S.aureus
Streptocoques Flavobacterium Coliformes fécaux Brucella
lactiques Entérobactéries, Microcoques Salmonella et Listeria

Corynébactéries, Bacillus Yersinia et

Streptocoques faecalis et Campylobacter

Clostridium

1.4. Caractéristiques et qualité microbiologiques du lait de vache
1.4.1. Contrdle microbiologique du lait cru

L’appréciation de la qualité microbiologique du lait cru consiste en la recherche des germes
pathogenes, des germes utiles et des germes nuisible a la conservation. Ces micro-organismes

peuvent proliférer dans le lait qui constitue milieu de culture favorable.
1.4.1.1. Flore mésophile aérobie totale (FMAT)

La flore mésophile aérobie totale est constituée d’un ensemble de microorganismes variés
correspondant aux germes banaux de contamination. Son dénombrement reflete la qualité
microbiologique générale du lait cru et permet de suivre son évolution au cours de sa
transformation. Le nombre de germes totaux pourra donner une indication de I’état sanitaire du lait
(Guiraud et Rosec, 2004).

10
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1.4.1.2. Flores de contamination et d’altérations :

Seules quelques-unes des espéces présentes seront responsables de D’altération du produit.
Elles sont d’abord sélectionnées en fonction des conditions physico-chimiques mises en jeu (nature
de produit, pH, pression partielle en oxygéne, température de stockage, etc) (Bennefoy et al,
2002).

1.4.1.2.1. Bactéries de type coliforme :

Les coliformes sont des bactéries Gram (-) non sporulées, aérobies ou anaérobies facultatives.
(Billon et Sauve, 2009).

1.4.1.2.2. Levures et moisissures :

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires et sont souvent rondes a ovales,
la division se fait par bourgeonnement, plus rarement par scissiparite. A cité que des levures
d’altération sont associées au domaine laitier (Hermier et al, 1992). Ont cité que les moisissures
sont des champignons microscopiques filamenteux, dix fois plus grosse que les levures, il existe
plusieurs genres de moisissures notamment les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (Meyer
et al .2004).

1.4.1.3. Les flores pathogénes

Les germes pathogenes aux quels on accorde une importance particuliére, en raison de la gravité
ou de la fréquence des risques qu'ils présentent sont cités ci-dessous : Les principales bactériennes
infectieuses sont SImonella sp, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens et Campylobacter
sp. Les principales bactéries toxigenes sont Staphylococcus sp, Clostridium botulinum (Vignola,
2002).

1.4.2. Les microorganismes d’intérét dans le lait

Dans le domain de I’industrie laitiére, un grand nombre de microorganismes utiles sont

impliqués, parmis eux les bactéries lactiques.
1.4.2.1. Les bactéries lactiques :

Ce sont des bactéries Gram + (coques ou bacilles) produisant de I’acide lactique par
fermentation des oses (fermentation lactique). On distingue principalement : les lactocoques, les
leuconostocs, les pédiocoques, les streptocoques themophiles, les lactobacilles mésophiles et

thermophiles et les entérocoques. Elles ont pour role essentiels d’acidifier le lait et le caillé, de

11
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participer a la formation du gott (protéolyse, production d’arémes), de la texture et de I’ouverture
des produits laitiers.Ces bactéries sont maintenant largement utilisées sous formes de levains

sélectionnés.
1.4.3. Caractéristiques du lait

1.4.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Le lait est un liquide biologique comestible deux fois plus visqueux que 1’eau, opaque, blanc,

d’une saveur douceitre, d’odeur peu accentuée (Kabir, 2015).

1.4.3.2. Caractéristiques physico-chimiques de lait

Les principales propriétés physico-chimiques utilisées dans 1’industrie laitiére sont la masse
volumique et la densité, acidité de titration ou acidité Dornic, le pH, le point de congélation et le
point d’¢ébullition. (Tableau 4)

1.4.3.2.1. Masse volumique et densité de lait

La masse volumique est le plus souvent exprimée en gramme par millilitre ou en kilogramme
par litre. La densité moyenne des laits mesurée a 20°C est entre 1.028 et 1,030. Cette
propriété physique varie selon la teneur en matiere seche, en matiére grasse, de 1’augmentation

de la température et des disponibilités alimentaires (Charol et Vignola ,2002).

1.4.3.2.2. Acidité de titration ou acidité Dornic

L’acidité développée est due a I’acide lactique formé au cours de la fermentation lactique, elle
est de 15 a 17° Dornic dans les conditions normales (1 degré Dornic (°D) correspond a 1 mg
d’acide lactique dans 10 ml de lait. Elle permet de juger 1’état de conservation de lait (Benayache,
2016).

1.4.3.2.3. Le pH

Le pH renseigne précisément sur I’état de fraicheur du lait. Un lait de vache frais a un pH de
I’ordre de 6,7. S’il y a une action de bactéries lactiques, une partie du lactose du lait sera dégradée
en acide lactique, ce qui entraine une augmentation de la concentration du lait en ions hydronium

(H3O") et donc une diminution du pH.

12
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1.4.3.2.4. Point de congélation

Le point de congélation du lait est le seul parametre fiable pour veérifier un mouillage. C'est la
température de passage de I'état liquide a I'état solide. Le point de congélation du lait de vache, peut
varier de - 0,52 a - 0,56°C, toute variation supérieur a - 0,52°C est un indice de mouillage.

1.4.3.2.5. Point d’ébullition

On définit le point d’ébullition comme la température atteinte lorsque la pression de
vapeur de la substance ou de la solution est égale a la pression appliquée. Ainsi, comme pour le
point de congélation, le point d’ébullition subit I’influence de la présence des solides solubiliseés, il
est légerement supérieur au point d’ébullition de 1’eau, soit 100,5°C. Cette propriété physique
diminue avec la pression, on applique ce principe dans le procédé de concentration du lait (Charol
et Vignola ,2002).

Tableau 04 : caractéristiques physico-chimiques du lait (Djouadi, 2014).

Caracteristique Valeurs

pH (20c°) 6.5a6.7
Densité (g /ml) 1.028 a 1.032
Acidité titrable (D°) 15a17
Point d’ébullition (°C) 100.5

Point de congélation (°C) -0.51a-0.55

1.5. Lait de vache : matiere premiere dans la fabrication des fromageéres

Le lait de vache a toujours été un aliment essentiel, il occupe une place stratégique dans notre
alimentation et constitue une source importante équilibrée en nutriments de bases (Fernane, 2017).
Pour fabriquer un produit fromager de niveau qualitatif acceptable les normes exigent 1'utilisation

du produit lait comme matiere premiere de bonne qualité microbiologique.

13
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1.6. le fromager

1.6.1. Définition

Selon la norme Codex alimentaire, le fromage est le produit affiné ou non affiné, de
consistance solide ou semi-solide (Gillis, 2000). Dans lequel le rapport protéines de
lactosérum/caséine n'excede pas celui du lait, obtenu par coagulation du lait grace a I'action de la
présure ou d'autres agents coagulants appropriés, et par égouttage partiel du lactosérum résultant
de cette coagulation. Sur le plan nutritionnel, le fromage est un aliment noble grace a ses
protéines de haute valeur biologique et a sa richesse minérale.

La dénomination « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affiné ou non,
obtenu a partir de matiere d’origine exclusivement laitiére (lait entier, lait partiellement ou
totalement écrémé, creme, matiere grasse, babeurre), utilisées seules ou en mélange, et coagulées
en totalité ou en partie avant égouttage ou apres élimination partielle de leur eau ( Eck et al.,
2006).

1.6.2. Les différents types de fromage

1.6.2.1. Le fromage frais ou fromage a péate fraiche

La dénomination « fromage blanc » est réservée a un fromage non affiné qui, lorsqu’il est
fermenté, a subi une fermentation principalement lactique. Les « fromages blancs frais » ou «
fromages frais » sont des fromages blancs fermentés qui répondent a un critere supplémentaire :

ils doivent renfermer une flore vivante au moment de la vente au consommateur.

Fromages peu égouttés qui n'ont pas été affinés, il y’a juste coagulation des protéines du lait
sous l'effet des ferments lactiques (acidification), dont le taux d’humidité est tres éleve, de 60 a
80 % et une teneur en matiere grasse réduite, de 0,5 a 30 (Majdi ,2009).La pate fraiche est d'un
blanc éclatant, d'une texture molle, granuleuse ou lisse, crémeuse et veloutée selon le fromage.
Le caillé égoutté peut étre aromatisé a l'ail, aux fines herbes, au poivre, a l'oignon hache, aux

raisins secs, etc.
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1.6.2.2. Le fromage a pate pressé

Il s’agit des fromages dont le caillé¢ est pressé apres soutirage, puis mis a 1’affinage. Ils
sont Constitués d'une pate compacte, renfermant un peu moins d'eau que les fromages frais, mais
contenant plus de sels minéraux dont les sels de calcium notamment. Dans cette catégorie, on

distingue les fromages a pate pressé non cuite et les fromages a pate pressé cuite (Yildiz, 2010).

1.6.2.3. Les fromages a pate molle

Les fromages a pate molle sont définis dans la norme internationale Codex Alimentaires
comme étant tous les fromages dont la teneur en eau apres élimination des matieres grasses est
supérieure a 67 %.

Selon la conduite de I’affinage, deux types de crolite peuvent se développer sur les
fromages a pate molle permettant de diviser cette famille en deux sous familles : les pates molles
a crodte fleurie (Brie, Camembert, Coulommiers) et les pates molles a crolte lavée (Epoisses,

Limburger, Livarot, Maroilles, Munster, Tilsit).
2. Caractéristiques principales de I’écosystéme fromager type Camembert

Le camembert est un fromage a pate molle, affiné en surface, principalement par des
moisissures blanches, conformément a la norme générale pour le fromage, qui se présente sous la
forme d’un cylindre plat ou de morceaux du dit cylindre. La pate a une couleur allant du blanc
cassé au jaune pale et une texture molle mais non friable, affinée de la surface au centre du
fromage. Il a un diamétre de 10 a 11 cm et une épaisseur de 3 cm. Il renferme au moins 40 % de
matiére grasse et 110 g de matiere seéche. C’est un fromage qui n’est pas prés a la consommation
immédiatement aprés la fabrication ; il doit étre maintenu pendant un certain temps dans
certaines conditions pour que s’operent les changements biochimiques et physiques

caractéristiques du camembert (Eck, 1987).
2.1. Composition et valeur nutritionnelle
Selon son mode d’élaboration, le Camembert renferme 30 a 50 % de matiere azotée/

maticére séche. Il s’inscrit ainsi parmi les meilleures sources alimentaires de protéines ayant une
digestibilité élevée (Mietton, 1995).
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La matiére grasse du camembert (25 a 40%) et constitue une source importante de la
flaveur conférée au produit fini (Neelakanten et al, 1971). Pour les autres nutriments, le
camembert constitue un apport important en calcium (200 a 700 mg/ 100g), en phosphore, en
sodium et en vitamines (notamment du groupe B) (Eck, 1990). (Tableau 05)

Tableau 05. Composition moyenne de fromage a pate molle type Camembert (Guégen. 1979)

Constituants Composition
Eau (9) 50
Energie (Kcal) 310
Glucides (g) 4
Lipides (g) 24
Protéine () 20
Calcium (mg) 400
Phosphore (mg) 250
Magnesium (mg) 20
Potassium (mg) 150
Sodium (mg) 700
Zinc (mg) 5
Vitamine A (U.I) 1010

2.2. Etapes de fabrication du camembert
La fabrication du camembert passe par les étapes suivantes : (Figure 1)

2.2.1. Préparation du lait : La préparation du lait en fromagerie consiste en :
2.2.1.1. Standardisation

Les sortes de fromage étant souvent classées en fonction du pourcentage de matiere
grasse sur extrait sec (MG/ES), la teneur en matiere grasse du lait de fromagerie doit donc étre
ajustée en conséquence. C’est pour cette raison que la teneur en protéines et la teneur en matiere
grasse du lait doivent étre déterminée tout au long de ’année et le rapport entre les deux doit étre

standardisé a la valeur requise
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2.2.1.2. Homogénéisation

L’homogénéisation du lait est utilisée dans 1’industrie laitiere pour stabiliser I’émulsion
de matiere grasse du lait et éviter la séparation de la creme. Ce procédé consiste a faire éclater les
globules de matiére grasse en fines particules. Celles-ci ne remontent ainsi pas a la surface, mais
se répartissent de fagcon homogéne dans la phase aqueuse du lait, ce qui empéche la séparation de

la creme méme aprés un entreposage de plusieurs jours.
2.2.1.3. Pasteurisation

La pasteurisation est un chauffage suffisant pour détruire la plus part des
microorganismes pathogénes. La température de pasteurisation la plus fréquente est comprise
entre 65 et 75°C et parfois entre 80 et 85°C pendant 15 a 20 secondes (Guiraud, 2003).

2.2.1.4. Maturation du lait

Apres la pasteurisation, le lait doit mature, cette maturation consiste a laisser séjourner le
lait a une température et un temps donne, avec ou sans ensemencement du lait par des bactéries
lactiques, Il existe diverses méthodes de maturation dont le choix est fonction de la qualité du lait

recu, de I’organisation du travail et de la nature du fromage (Anonyme, 1995).

2.2.2. La coagulation

La coagulation correspond a une déstabilisation des micelles de caséines qui floculent puis
se soudent pour former un gel emprisonnent les éléments solubles du lait. En distingue trois

types coagulation :
2.2.2.1. Coagulation acide

Elle consiste a précipiter les caseines a leurs points isoélectriques (pH=4,6) par acidification

biologique a I’aide des ferments lactiques qui transforment le lactose (Romain et al, 2008).
2.2.2.2. Coagulation par voie enzymatique (présure)

I y’a un grand nombre d’enzymes protéolytiques, d'origine animale, végétale ou
microbienne, ayant la propriété de coaguler le lait. La présure d’origine animale est le coagulant
le plus utilisé (St-Gelais et al ,2002). La dénomination « présure » est donné a I’extrait
coagulant provenant de cailleéte (quatriéme poche de 1’estomac) de jeunes ruminants (en générale
des veaux) abattus avant sevrage. Elle contient en réalité deux fractions actives, I’une majeur par

la chymosine, 1’autre mineure par la pepsine, dont la proportion varie selon I’age de la béte.
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2.2.2.3. Coagulation mixte

Elle résulte de I’action conjuguée de la présure et de I’acidification. La multitude de
combinaisons conduisant a différents états d’équilibres spécifiques est a ’origine de la grande

diversité des fromages a pates molle et a pate pressés (Romain et al. 2008).
2.2.3. Egouttage

Cette phase consiste en I’¢limination plus au moins grande du lactosérum. Le rdle de
I’égouttage ne se limite pas a amener le coagulum a une teneur définie en eau, il permet aussi de
régler sa minéralisation et I’élimination de son lactose. Dans le cas du Camembert, des traitements
mécaniques sont utilisées pour permettre 1’élimination du lactosérum (St Gelais et Tirard-Collet,
2002).

2.2.4. Moulage

Le moulage est la répartition du caillé dans des moules perforés, en métal ou en matiére
plastique, dont la forme et les dimensions varient avec le type de fromage. Il consiste donc a

donner au fromage sa forme recherchée (Veisseyre, 1975).
2.2.5. Salage

Le salage est realisé par incorporation de sel soit par dépot en surface ou dans la masse ou par
immersion dans une saumure. Cette étape compléte la phase précédente et agit directement sur le

processus d’affinage (Forquin ,2010).
Briévement, le salage joue un triple réle dans la fabrication fromagere:

- Il compléte I’égouttage et contribuera ainsi a la formation de la crofte.
- Il regle activité de 1’eau et ainsi favorise ou freine le développement des microorganismes
tout en régulant les activités enzymatique.

- Il révele la saveur propre du fromage en influencant le godt et en renforcant les ardmes.
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2.2.6. L’affinage

L’affinage est la derniére étape de la transformation fromagére. Sa durée varie de quelques jours
a quelques mois selon le type de fromage et ce, afin d’obtenir les qualités texturales et

organoleptiques désirées.

L affinage correspond a une succession de transformations biochimiques, réalisées a la fois par
des enzymes déja présentes dans le lait ou le caillé, et par des enzymes synthétisées par la
microflore qui se développe au cours de la maturation (bactéries, levures et/ou moisissures)Mahaut
et al., 2000).Dans le cas des pates molles type camembert, I’affinage se fait également de la surface
vers l’intérieur, la période d’affinage du Camembert est généralement courte, soit entre 12 et 45

jours (jr) et se deroule a une température variant habituellement entre 12 et 14°C.

Les fromages sont généralement entreposés dans un lieu d’affinage permettant de contrdler
I’humidité relative entre 85 et 95 %. Le pH a la fin d’affinage du Camembert atteint environ 7,4 en
surface et 6,9 au centre. Les fromages de type camembert sont emballés sous film et boite en bois
ou en carton. Les propriétés des films d'emballage peuvent différer en termes de permeabilité aux
gaz et a la vapeur d'eau et permettre ainsi de maitriser I'évolution de l'affinage jusqu'au moment de

la consommation.
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2.3. Facteurs qui influencent I’affinage

Tous les facteurs susceptibles dagir sur le développement microbien et les activités

enzymatiques jouent un réle déterminant sur la dynamique de l'affinage.

23.1.LepH

Pendant l'affinage, I'influence du pH sur les développements microbiens, I'activité des enzymes
associées et la texture des fromages est déterminante. Parmi les micro-organismes intervenant
dans l'affinage, seules les bactéries lactiques, les levures et les moisissures (van den Tempel et
Jakobsen, 2000) peuvent se développer a des pH inférieurs a 5.

2.3.2. L’activité de I'eau :

L’activité de I’eau (aw) est un facteur important dans le développement microbien et dans
I’expression de I’activité enzymatique, car un abaissement a un taux inférieur a 0,5 ralenti cette
activité et ne permet pas la multiplication des micro-organismes (Acker, 1996). Par contre,

constatent que cet abaissement de I’aw contribue a I’augmentation de la fermeté du fromage.
2.3.3. Le sel

L’effet de la teneur sélective du sel sur le développement des moisissures en surface des
pates molles est bien connu. Un salage assez prononcé limite ou méme empéche la croissance de
Geotrichum candidum sans affecter notablement celle de Penicillium (Gueguen et al, 1974). Le
salage diminue aussi I’activité des enzymes (lipases et protéases notamment) dans le fromage type

Camembert.
2.3.4. Latempérature T°

C’est un facteur régulateur important de la croissance microbienne et de I’activité enzymatique.
Néanmoins, chaque type de réaction particuliére nécessite une gamme de température optimale. En
effet, les moisissures se développent favorablement a 20-25°C, les bactéries lactiques mésophiles a
30-35°C. L’optimum d’activité pour les lipases se situe entre 30 et 35°C alors qu’il est plus élevé

dans le cas des protéases (40-45°C), (Mietton et al 1994).
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2.4. Microflore utile dans la fabrication fromagere de type camembert

Dans le domaine de la fabrication fromagere de type camembert, de multiples
microorganismes utiles sont impliqués comme les bactéries, les moisissures, les levures d’origine
naturels et /ou additionnel, ces micro-organismes sont introduits dans le lait au début de la
fabrication sous forme des « ferments », ils sont sous forme lyophilisée, congelée ou liquide et on
peut les utiliser soit en pulvérisation, soit versé directement dans le lait avec emprésurage, qui
jouent un réle majeur dans le développement des qualités sanitaires et sensorielles du produit
fini.(Tableau 06)

2.4.1. Bactéries
Les bactéries nécessaires a la fabrication des fromages de type Camembert se regroupent

en deux principales catégories : les bactéries lactiques et les bactéries d’affinage.
2.4.1.1. Bactéries lactiques (BL)

Dans le processus de transformation du lait en fromage a coagulation lactique ou mixte, la
microflore lactique est la premiére flore a intervenir. Les bactéries lactiques sont classées en
différents genres, selon la composition de leur paroi cellulaire, leurs caractéristiques biochimiques

et génétiques (Stiles et Holzapfel, 1997).

Elles sont des cellules procaryotes organotrophes formant une famille de bactéries, de
morphologie et de physiologie assez hétérogénes (coque ou bacille, meésophile ou thermophile,
homo-fermentaires ou hétéro-fermentaires...).Ce sont des bactéries a Gram positif ,catalase-
négatives, asporulées, aéroanaérobie facultatives ou micro-aérophiles c'est-a-dire qui se développent
dans un milieu faiblement oxygéné, a métabolisme fermentaire strict, acido-tolérantes et capables
de croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4.0 a 4.5. Ces
bactéries sont généralement immobiles et se caractérisent par la production d’acide lactique comme

produit majeur du métabolisme (Pringsulaka et al, 2011).
2.4.1.1.1 Roletechnologiques des bactéries lactiques

Les BL utilisées comme ferment dans la fabrication fromagere ont pour réles essentiels :

» Dracidifier le lait et le caillé, cette activité est possible d’abord grace a la présence de
I’enzymef-galactosidase, qui permet de scinder le lactose en glucose et en galactose, Cette

acidification se caractérise aussi par des odeurs et des saveurs sdres.
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» De réaliser une fermentation lactique, c’est-a-dire une réaction de transformation du
lactose, sucre majoritairement contenu dans le lait en acide lactique.

» Dr’abaisser le pH par la production d'acide lactique aux dépens du lactose du lait, ce qui
favorise la microflore acidophile comme les levures et les moisissures.

» D’augmenter la synérése du caillé.

> De participer a la formation du goQt (protéolyse, production de composés aromatiques et
de précurseur d’arémes) et participer a la texture (gélification du produit, modification des
conditions physicochimiques de la matiére premiere, enzymes de coagulation, exo-
polysaccharides...), donc améliorer la qualité organoleptique des fromages.

» D’augmenter la durée de conservation des fromages.

» D’inhiber la croissance des bactéries nuisibles.

2.4.1.1.2. Role probiotique des bactéries lactiques

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivant qui lorsqu’ils sont ingérés
en quantité appropriés ont un effet bénéfique sur la santé de I'hdte (FAO, 2001) ils contiennent
uniquement les microorganismes non pathogénes. De nombreux microorganismes sont considerés
comme probiotiques, parmi eux des bacteries lactiques telles que Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. casei, et
Streptococcus thermophilus (Sc. thermophilus). Lb. bulgaricus et Sc. Thermophilus sont les
premiéres souches bactériennes qui ont été utilisées pour la fabrication de yaourt. . (Makhloufi.,
2012).

> lls participent a I’activation de I’'immunité et a la réduction d’allergies chez les sujets a
risque.

> La résistance a I’acide gastrique et a la bile, permet aux probiotiques de survivre dans le
tube digestif ou réside une partie de I’immunité

> Les probiotiques participent au développement du systéme immunitaire chez le nourrisson
et ’améliorent chez la personne agée en augmentant le nombre de phagocytes et de
lymphocytes Natural killer, premiéres défense contre un agent exogéne.

> lls agissent également sur I’immunité en colonisant le tractus intestinal, réalisant ainsi « un
effet barriere » empéche d’une part la colonisation de I’épithélium par des pathogenes et
renforce d’autre part 'immunité au niveau des muqueuses intestinales en augmentant la
production d’IgA et de mucus, défenses locales au niveau des muqueuses. (Makhloufi.,

2012).
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2.4.1.1.3. Présentation des principaux groupes

2.4.1.1.3.1. Les lactocoques

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
I’acide lactique, seul Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis produit le diacétyle. Leur
température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C mais pas
a 45°C. Quelques especes produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont
capables de se développer a 3% de bleu de methyléne et d’hydrolyser ’arginine (Tamime, 2002).
(Figure 2)

Figure 02 : observation microscopique des lactocoques

Lactococcus lactis : réle dans le fromage

L.lactis est une bactérie a Gram positif, non mobile, non sporulante, mesurant en moyenne de 0,5
par 1,5 micrometre, est une lactique homofermentaire, son métabolisme est hétérotrophe, anaérobie
aérotolérante. Sa température optimale de croissance se situe aux environs de 30 °C (elle est dite

mésophile), (Figure 03).

Leur fonction principale est dacidifier le lait, créant ainsi un milieu défavorable au
développement des germes indésirables. Ces levains mésophiles sont en genéral employés pour la
fabrication des fromages dont la température du caillé ne dépasse pas 40 °C soit principalement les

fromages a pate molle.
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Figure 03: lactococcus lactis (coloration de gram)
2.4.1.1.3.2. Les streptocoques

Les Streptocoques sont des coques Gram positif, disposés en paires ou en chainettes, non
sporulés, apparaissant parfois capsulés, immobiles, anaérobies facultatifs, fragiles aux variations de
température et de PH. Leur pouvoir pathogene est tres polymorphe selon les espéces (Ctinils,
2010). Le genre Streptococcus contient plus de 40 especes. Elles se répartissent en six groupes,

chaque groupe est caracterisé par distinct potentiel pathogénique et autres propriétés (Figure 04)

Y

Figure 04 : Les streptocoques (observation microscopique)
Streptococcus thermophilus : Réle dans le fromage

St thermophilus est un ferment thermophile utilisé surtout pour les fromages a pate pressee
cuite, dans les fromages Camembert, ’ajout de ferments thermophiles a donné naissance aux
fromages dits stabilisés, en opposition aux caillés traditionnels qui n’en contiennent pas. L’intérét
pour les pates stabilisées vient du fait qu’elles s’affaissent moins une fois coupées, ce qui est
recherché par certains consommateurs. Dans ces fromages stabilisés, ’acidification de la pate est

ralentie, et le pH atteint des valeurs autour de 5,2. Dans ces conditions, le calcium est davantage
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retenu dans la matrice fromagere, ce qui favorise 1’apparition d’une texture plus élastique, et donc
moins coulante (Lawrence RC, Creamer LK et Gilles J, 1987). St thermophilus disparait
rapidement durant l'affinage. On suppose que cette disparition résulte de la lyse des cellules

bactériennes.(Figure 05)
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Figure 05 : St. thermophilus (coloration de gram)
2.4.1.1.3.3. Les lactobacilles

Les lactobacilles sont des bactéries asporulées, genéralement immobiles, en forme bacille
souvent allongées, groupées en paires ou en chaines (Guiraud et Rosec, 2004). Les colonies des
lactobacilles sont généralement de petites tailles, lisses, brillantes non pigmentées et souvent
opaques. Dans les cas rares, certaines espéces comme L. plantarum donnent des colonies jaunatres
ou rougeatres. Les lactobacilles cultivent également, bien que plus difficilement, sur gélose
enrichie en sang frais ou cuit donnent de petites colonies sans zones d’hémolyse (Denis et al,
2007). lls sont anaérobies facultatifs, mais poussent mieux sous atmosphere enrichie de 5 a 10%
de CO2, leur pH optimum de croissance est de 5,5 mais ils poussent aussi a pH neutre
contrairement a Carnobacterium. Leur température optimale de croissance est généralement
comprise entre 30et 40°C, elle est de 37°C pour la plupart des espéces. Néanmoins, une culture

peut étre observée a des températures allant de 2 a 53°C chez certaines espéces. (Figure 06)
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Figure 06: Les lactobacilles (observation microscopique)

Lactobacillus bulgaricus : role dans le fromage

L.bulgaricus est I'une des 2 bactéries nécessaires a la fabrication des yaourts et laits
fermentés, elle a un réle essentiel dans le développement des qualités organoleptiques, et peut-étre
probiotiques de ces aliments, car elle produit de 1’interféron, une protéine qui inhibe la réplication
des virus envahisseurs pendant leur passage dans le tractus intestinal. Cette bactérie est bénefique
pour les cas de diarrhee aigué et de sensibilité au lactose. Le génome de L. bulgaricus est estimé a

2,3 Mb et pourcentage de bases G et C d’environ 50. (Figure 07)

Figure 07 : Lactobacillus bulgaricus (coloration de gram (positif))
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2.4.1.1.4. Laflore secondaire NSLAB (Non Starter Lactic Acid Bacteria)

Les Pediococcus ainsi que certaines especes de Lactobacillus mésophiles homo- ou
hétérofermentaires sont généeralement désignés sous le nom de bactéries lactiques non-levain (en
anglais NSLAB). Ces bactéries sont capables de croitre dans des conditions selectives lors de
’affinage des fromages. Cette flore tolére en effet I’environnement hostile de 1’affinage, caractérisé
par un tres faible taux d’humidité dans le produit (61 a 68 % de matiére séche), 4 a 6 % de sel, un
pH variant de 4,9 a 5,3 et une déficience en nutriments (Fox et al, 1998).

2.4.2. Les bactéries d’affinage ou de surface

Les bactéries lactiques ne sont pas les seuls micro-organismes jouant un role dans la fabrication
du fromage du genre camembert, C'est aussi des bactéries d’affinage « bactéries de surface ». Elles
se retrouvent a leur surface, suit a un ensemencement naturel et/ou dirigé. Ces bactéries sont
généralement aérobies se développent en présence d'oxygéne, meésophiles et halophiles, elles
croissent en milieu salé mais acido-sensible. Le pH en surface doit étre supérieur a 5,5 pour
permettre leur développement. Les bactéries de surface jouent un réle majeur dans 1’affinage des
fromages, par leurs activités protéolytiques, lipolytiques et estérasiques conduisant a la formation de
nombreux composés d’arome dans la matrice fromagere et a la coloration de la crotite (Mahaut et

al, 2000).
2.4.3. Les Levures

Les levures sont présentes dans le lait cru mais elles sont détruites au cours de la pasteurisation.
Les levures trouvées dans les fromages industriels proviennent donc essentiellement de la
contamination par l'atmosphére et le matériel de fromagerie, et parfois par un ensemencement
volontaire de surface. Elles se trouvent essentiellement sur la surface des fromages a pate molle (Ex
: camembert) qu’a ’intérieur. Les espéces de levures habituellement retrouvées dans les fromages
de types Camembert Sont Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Kluyveromyces lactis. G.
candidum favorise la cohésion et le séchage de la cro(te et libére des arbmes typiques du

camembert (Berger et al, 1999).
2.4.4. Les Moisissures

Les moisissures ont un role tres actif dans I’affinage de certains fromages comme les pates
persillées et les pates molles, il existe deux types (Fredote. 2005).
e Moisissures superficielles : elles sont responsables du feutrage blanc des camemberts, du

brie...etc.
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e Moisissures internes : elles sont responsables des veines bleues du fromage persillé et des

moisissures internes des autres fromages (Penicillium roquerforti, P.camemberti)

v" Penicillium camemberti (P. camemberti)

P. camemberti représente la principale moisissure utilisée dans la fabrication des fromages
a pate molle et a croQte fleurie car il posséde donc certaines caractéristiques biochimiques qui en

font un micro-organisme indispensable a leurs maturations.

2.5. Les Ingrédients utilisées
2.5.1. Présure

La présure est la substance permettant de faire cailler le lait. C’est une enzyme d’origine
animale, nommee aussi « chymosine », elle est obtenue a partir du suc gastrique de la quatrieme

poche de I’estomac des jeunes veaux abattus non sevrés (Eck, 1987).
2.5.2. Levains lactiques

Les levains lactiques sont des cultures pures, ou mixtes, en proportions définies de
différentes bacteries lactiques. Les ferments utilisés pour la fabrication de fromage comprennent
principalement les genres des bactéries lactiques Lactococcus, Leuconostoc, streptocoques,
lactobacillus et entérocoques. On distingue couramment deux types de ferments : les mésophiles et
les thermophiles.

A/ Les levains mésophiles (ex. Lactococcus, Leuconostoc) sont en général utilisés pour des variétés
de fromage dont la température des caillés pendant la phase d’acidification ne dépasse pas 40 °C.

B/ Les levains thermophiles (ex. Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii) sont plutét employés dans des variétés de fromage ou la température
dépasse 40 °C en début de fabrication (Parente et Cogan, 2004). Dans les pates molles, les
ferments lactiques principalement utilisés en industrie sont des bactéries mésophiles acidifiantes

(Lactococcus lactis) ainsi que des bactéries thermophiles (S. thermophilus).

2.5.3. Les levains fongiques

Les levains fongiques, utilisés en fromagerie, peuvent étre classés en quatre groupes:
Penicillium camembertis, P. roqueforti, Geotrichum candidum et levures (Eck et Gillis, 2006).
La sélection des levains se fait selon les caractéeres naturels et dans les pates molles, les ferments

fongiques principalement utilisés en industrie sont G. candidum et P. camembertis.
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2.5.3.1. Geotrichum candidum

Elle est utilisée comme ferment dans les fromages a pate molle, G. candidum joue un role
semblable a celui des autres levures : elle alcalinise la surface afin de permettre la croissance
d’autres microorganismes qui ne tolérent pas les faibles pH. Cette alcalinisation est associée a
I’utilisation du lactate, mais surtout a la production d’ammoniac.

Sur les fromages de type Camembert, G. candidum a un impact sur la texture, la fermeté
et ’épaisseur de la crolite formée. En effet, son mycélium asséche la surface des fromages, ce

qui diminue le risque d’apparition d’une croite collante (Eliskases-Lechner F et al 2011).

2.5.3.2. Penicillium camemberti

Cette moisissure a une activité protéolytique et lipolytique déterminant les caractéres
organoleptiques des fromages a 1’étape de I’affinage. Elle est souvent désignée par les fromagers

sous le nom de « P. candidum » (Botton et al., 1990).
2.5.4. Sels

L’addition du chlorure de calcium (CaCl;) a pour but de favoriser 1’équilibre salin et
d’améliorer la coagulation. Ainsi, I’enrichissement de la pate en NaCl a raison de 1,7 a 2,5%
apporte le gotit caractéristique du fromage et agit sur I’activité de 1’eau superficielle (Mahaut et al ,
2000) (Tableau 6)

Tableau 6 : Principaux groupes microbiens intervenant au cours de I’affinage du Camembert
d’aprés Lenoir et al 1983).

Groupes microbiens Origine Fonction
1-Bactéries
-STREPTOCOQUES -Levain lactique -Acidification
LACTIQUES

Streptococcus lactis
Streptococcus Cremoris
Streptococcus lactis Subsp

Diacetylactis

- LEUCONOSTOC -Lait, éventuellement -Production de composants
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-LACTOBACILLES

Lactobacillus casei

-MICROCOQUES

BACTERIES
CORYNEFORMES
Corynebacterium

Brevibacterium

Lactobacillus plantarum

Levain

-Lait

-Lait, saumure, sel

-Lait éventuellement

levain

d’ar6me

-Production de composants

d’ar6me

-Protéolyse, dégradation

des acides aminés

-Protéolyse, dégradation

des acides aminés

-Levures
Kluyveromyces
Debaryomyces

Saccharomyces

Geotrichum candidum

-Lait, atmosphére des
locaux, matériel de
fromagerie,

éventuellement levain

-Production de composants
d’ar6me
-Désacidification

Protéolyse, lipolyse

-Moisissures

Penicillium Camemberti

-Levain fongique

-Protéolyse, lipolyse,
Production de composants

d’arome

3. Taxonomie et présentation des microorganismes d’affinage

3.1. Les levures

3.1.1. Caractérisation et définition

Plus de cinquante especes de levures différentes ont été répertoriées comme microflore

naturelle dans les fromages. Elles sont en général trés tolérantes aux faibles pH et peuvent se

développer jusqu’a la neutralité. Certaines de ces especes sont sélectionnées comme ferments
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d’affinage et sont ajoutées au lait & une concentration variant entre 10* et 10° cellules (ou
spores)/mL de lait. Etant donné la résistance des levures utilisées comme ferment a un pH acide
(inférieur a 5) et a des concentrations en sel supérieures a 2-4 %, leur croissance est observable
dans les premiers jours de ’affinage (Leclercg-Perlat M et al 2004)

3.1.2. Taxonomie et présentation des levures

La taxonomie des levures consiste essentiellement a :

e une classification des micro-organismes en groupes taxonomiques selon leur
ressemblance et une similarité de séquence,
e lacatégorisation de ces groupes définis,
e ladescription de nouveaux organismes.
La taxonomie se référe souvent a l'approche systématique qui établit des différences et des

relations entre les organismes afin de les caractériser et de les classer

3.1.2.1. Le genre Geotrichum
3.1.2.1.1. Les caractéristiques

De nombreux auteurs ont continué a considérer G. candidum en tant que champignon
filamenteux. Elle est pourtant décrite comme moisissure (Wouters et al. (2002), En raison de sa

morphologie semblable aux champignons et de sa position taxonomique particuliére

Le morphotype levuriforme de G. candidum est caractérisé par des colonies crémeuses, de
couleur blanc-creme, mais surtout par une production abondante de spores asexuées, les
arthrospores. De son cote, le morphotype de moisissure se présente sous la forme d’un mycélium
duveteux, feutrant et blanc. C’est sous cette forme que G. candidum produit des hyphes
(Eliskases-Lechner et al 2011)

G.candidum produit des asques sur des hyphes indifférenciés sans cloisonnement visible,
ou sur le méme hyphe avec des gamétanges irrégulicres. Un asque peut étre formé d’une
ascospore. Les ascospores sont globalement ellipsoidales et ont une taille de 4,0 a 5,5 x 6-8 um.
(de Hoog et Smith, 2011),

3.1.2.1.2. La classification

G. candidum est classée : le regne des Fungi, dans la division des Ascomycota, de la classe
des Saccharomycetes, de l'ordre des Saccharomycetales, de la famille des Dipodascaceae, du

genre Geotrichum et de I'espece candidum. (Figure 08)
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Figure 08: Morphologie de la levure : A : Geotrichum ; B : Geotrichum candidum

3.1.2.2. Le genre Kluyveromyces

3.1.2.2.1. Les caractéristiques

Le genre Kluyveromyces se retrouve dans des environnements aussi diversifies comme 1’cau
de mer et les produits laitiers. La caractérisation génétique grace au caryotypage a permis de
faire la distinction entre deux groupes : les levures dont le genome est divisé en 10 chromosomes
ou moins, et celles dont le génome est divisé en 12 chromosomes, groupe aussi connu sous le
nom de Saccharomyces-like.

Dans le premier groupe se retrouvent les Kluyveromyces laitiers, dont les especes
Kluyveromyces lactis (téléomorphe : Candida sphaerica) et K. marxianus (téleomorphe :
Candida kefyr). Ces levures possédent un génome d’une taille de 10,6 Mb distribué sur six
chromosomes, mais leur intérét vient plutdt de la présence de genes codant pour I’utilisation du

lactose (Belloch et al 2011) (Figure 09)

3.1.2.2.2. La classification

K. lactis est classée dans le régne des Fungi, dans la division des Ascomycota, de la classe
des Saccharomycetes, de l'ordre des Saccharomycetales, de la famille des Saccharomycetaceae,

du genre Kluyveromyces et de l'espéce lactis
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Figure 09 : Kluyveromyces lactis (observation microscopique)
3.1.3. Méthodes d’identification physiologique et morphologique des levures

Il existe de nombreuses méthodes d’identification des microorganismes basées sur les
caractéristiques phenotypiques et physiologiques. La combinaison de ces deux caractéristiques a

traditionnellement été utilisée pour les études des levures.
3.1.3.1. Les caractéristiques phénotypiques

Les caracteristiques phénotypiques analysées sont généralement la morphologie avec une
observation au microscope pour déterminer le type de I’espéce (levure, champignon ou
intermédiaire), la résistance au toucher, pour déterminer si une souche est grasse, poudreuse,

libére de I’eau ou se décolle de la gélose, et la croissance (Marcellino et al, 2001).
3.1.3.2. Les caractéristiques physiologiques

Les caractéristiques physiologiques étudiées sont généralement la fermentation de sucres,
I’assimilation de sources de carbone, 1’assimilation de huit sources d'azote, la croissance sur
cycloheximide a 0,01 %, la croissance sur glucose 50 %, la thermo tolérance via test de
croissance a quatre températures différentes : 30°C, 35°C, 37°C et 40°C, la production d'uréase
sur milieu Christensen, la dégradation de l'arbutine, la dégradation d'amidon (pour certaines

espéces), la sporulation, la résistance aux antifongiques ou 1’osmotolérance.

3.1.4. Conditions de croissance des levures

3.1.4.1. Sources nutritionnelles

Les nutriments sont apportés au milieu de culture de facon graduelle pour maintenir une
faible concentration de glucose afin d’encourager la respiration et la reproduction cellulaire des

levures. Les éléments chimiques nécessaires a la croissance des levures sont :
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3.1.4.1.1. Sources de carbone

Il est maintenant bien établi que la plupart des levures utilisent des sucres comme source
principale de carbone et par conséquent d'énergie. D“autres levures particuliéres utilisent des
sources de carbone non conventionnelles (éthanol, glycérol) (Barnett,et al (2000)). Cependant,
leur croissance sur des substrats non- glucidiques les oblige a synthétiser des sucres exigés pour
la biosynthese macromoléculaire, en particulier celle des polysaccharides complexes (Walker et
al, 1997).

3.1.4.1.2. Source d’azote

La plupart des levures sont capables d'assimiler différentes sources d’azote organiques et
inorganiques dans la biosynthése des acides aminés, des protéines, des acides nucléiques et des
vitamines (Guiraud, 1998). L’assimilation des ions d'ammonium est largement répandue chez
les levures. Cependant, d'autres espéces levuriennes se caractérisent par une capacité a utiliser les

nitrates et d’autres composés, comme source d’azote (Walker et al, 1997).
3.1.4.1.3. Oligoéléments et facteurs de croissance

Les levures ont besoin d’éléments nutritifs pour assurer un développement adéquat. 11 s’agit

de sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles concentrations.

Les oligo-éléments sont essentiels pour la cellule, puisqu’ils réagissent comme cofacteurs de
divers enzymes impliquées dans le métabolisme microbien. Ils sont nécessaires en trés petites
quantités mais un exces provoquera la dénaturation d“enzymes et une perturbation de la
morphologie et de la physiologie cellulaire et de la vitesse de croissance (Blom et al, 2000). Les

oligo-éléments augmentent la production de 1’éthanol de 20% par Sacharomyces cerevisiae

De plus, d’autres facteurs sont essentiels comme les vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide
pantothénique), qui interviennent lors des réactions enzymatiques, comme des coenzymes
(Aguilar Uscanga, 2003).

3.1.4.2. Les Facteurs physicochimique
3.1.4.2.1. Latempérature de croissance

Les tempeératures d’incubations, sont généralement proches de celles qui permettent la
propagation des levures dans leurs environnements naturels et se situent entre 25°C et 30°C.
(Vishniac et Hempfling, 1979).
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3.1.4.2.2. Le pH ou l'acidité

Les levures présentent une tolérance élevée aux pH extrémes. Elles tolérent des gammes trés
larges allant de 2.4 & 8.6. Entre ces valeurs, le pH intracellulaire est compris entre 5.8 et 6.8
(Bouix et Leveau, 1991).

3.1.4.2.3. L’'oxygéne O;

Toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygene. Certaines levures
sont aérobies strictes comme les genres : Rhodotorula, Lipomyces, Cryptococcus. Les autres sont
aero-anaérobies facultatives préférant un métabolisme soit fermentaire comme ; Saccharomyces,
Schizosaccharomyces et Brettanomyces soit respiratoire comme ; Candida, les Kluyveromyces,

Pichia, Hansenula et Torulopsis) (Bouix et Leveau, 1991)
3.1.4.2.4. La pression osmotique et I’activité d’eau

La plupart des souches ne peuvent se developper a des activités de I’eau inférieure a 0,90.
Généralement, les levures resistent mieux que les bactéries a la pression osmotique. Par
conséquent, certaines especes sont osmophiles mais avec un meétabolisme lent. Ces levures sont

dites xérotolérantes (Bourgeois. et al, 1996).

3.1.5. Role des levures d’affinage dans les fromages de type Camembert

3.1.5.1. La croissance des levures a la surface des fromages

L’affinage des fromages est caractérisé par une succession de flores microbiologiques, Ils
rapportent que les levures se développent pendant et aprés la période d’acidification par le

ferment lactique.

Elles entrainent donc une modulation de la cinétique du pH en terminant la consommation du
lactose (fin de la phase d’acidification, Kluyveromyces lactis et Debaryomyces hansenii) et en
amorcant la consommation du lactate et la protéolyse (Geotrichum candidum et D. hansenii)
(Spinnler et Gripon 2004).

3.1.5.2. L’utilisation du lactose et du lactate

Dans les fromages Camembert, la fermentation de ce lactose résiduel est possible grace a la
présence de K. lactis et de D. hansenii. K. lactis participerait a I'assimilation du lactose qu'a
celle du lactate, grace a aux enzymes B-galactosidase et lactose perméase (Larpin et al 2006).
Dans un environnement ou le lactose et le lactate sont présents, K. lactis préfere le lactose et

débute ’assimilation du lactate seulement autour du 6e jour d’affinage
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Geotrichum candidum utilise le lactate qui se diffuse du centre vers la surface des fromages
dans les 12 premiers jours de la maturation fromagére pour son apport en énergie. Cette

utilisation permet la neutralisation progressive du fromage (Spinnler et Gripon (2004)).
3.1.5.3. L'utilisation des lipides

La lipolyse est définie comme étant 1’hydrolyse des lipides en acides gras libres (Deeth
2011). Elle contribue a trois caractéristiques organoleptiques majeures soit la texture, la
solubilité de certains composés aromatiques et la production de précurseurs de flaveurs
(Leclercqg-Perlat 2007). La voie de la lipolyse a été caractérisée comme étant la voie majeure du
développement de flaveurs, par exemple dans les fromages bleus (Flicek et Birney 2009 ;). La
lipolyse observée dans le Camembert est causée par les estérases des bactéries lactiques du

ferment, les lipases residuelles du lait et les lipases de la microflore fongique.

G. candidum modifie les profils d’acides gras dans le Camembert grace a ses lipases (St-
Gelais et Tirard-Collet (2002). L’activité lipolytique de G. candidum se mesure par la grande

quantité d’acide oléique et d’autres acides gras insaturés a longue chaine dans les fromages.
3.1.5.4. L'utilisation des protéines et des peptides

La proteolyse se définit comme étant I’hydrolyse des protéines et des peptides en acides
amines (Upadhyay et al 2004). Elle est le processus biologique le plus complexe et le plus
important qui a lieu pendant I’affinage des fromages. En plus, la protéolyse joue un rdle majeur
dans le développement des flaveurs du fromage en générant de courts peptides ainsi que des
acides aminés libres qui seront éventuellement transformés en composés d’aromes (Upadhyay et
al 2004). Dans les fromages Camembert, la protéolyse et ’assimilation des acides aminés libres
ont longtemps semblé difficiles a évaluer pour G. candidum étant donné qu’elles étaient

beaucoup plus faibles que pour Penicillium camemberti

3.2. Taxonomie et présentation des Moisissures
3.2.1. Généralité et définition

Les moisissures sont des microorganismes aérobies obligatoires qui s'établissent surtout a la
surface des fromages. Semblables aux levures pour ce qui est condition et des substrats de
croissance, les moisissures sont cependant toutes des microorganismes sont cependant toutes des
microorganismes aérobies obligatoires. Ainsi elles s'établissent surtout a la surface des fromages.
(Champigny, 2011).
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En fromagerie, les deux principales espéces de Penicillum utilisées pour leurs caracteres
technologiques sont P. camemberti et P. roqueforti. Elles sont respectivement utilisées pour les
fromages Camembert et les fromages bleus. P. camemberti est une moisissure filamenteuse qui

confére aux fromages a pate molle et & crodte fleurie leur aspect blanc uniforme et duveteux.

3.2.2. Taxonomie des moisissures

Le terme « moisissures » I1 désigne tous les champignons d’aspect filamenteux ou poudreux.
Les moisissures peuvent étre definies comme étant des microorganismes hétérotrophes (Nicklin
et al 2000).

Ces microorganismes nécessitent une source de carbone et d’azote pour leur développement.
Dans la classification du monde vivant, les mycétes constituent un regne distinct de celui des
vegétaux et des animaux

Le regne des « champignons vrais » ou Fungi, appelé Eumycota, comprend actuellement 1
sous-regne, 7 divisions et 10 sous-divisions On distingue ainsi : -mycota pour la division, -
mycotina pour la sous-division,-mycetes pour la classe, - ales pour I’ordre, et

-aceae pour la famille.

3.2.2.1. Penicillium camemberti

3.2.2.1.1. Les caractéristiques

P. camemberti est la moisissure des fromages a pate molle et a crodte fleurie de type
Camembert. C’est une moisissure filamenteuse, aérobie stricte, sensible aux teneurs en dioxyde de
carbone trop élevées. Elle est considérée comme peu sensible au sel bien que cette propriété soit

variable d'une souche a l'autre. (Leclercq Perlat et al, 2006).

P. camemberti est une moisissure qui peut croitre a des températures de 4 a 37 °C, a un pH
entre 2 et 8,5 (avec un optimum entre 3,5 et 6,5), des caractéristiques générales de croissances
similaires a celles de P. roqueforti (Abbas et Dobson (2011). Non seulement elle tolere 20-25 % de
NaCl, mais une concentration autour de 2 % stimule sa croissance. Elle est donc adaptée aux

conditions fromageéres.

3.2.2.1.2. La classification

P. camemberti est classé dans le regne des Fungi, dans la division des Ascomycota, de la classe
des Eurotiomycetes, de l'ordre des Eurotiales, de la famille des Trichocomaceae, du genre

Penicillium et de lI'espece camemberti. (Figure 10).
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Conidie

Figure 10 : Penicillium camembertii (observation microscopique)

3.2.3. Conditions de croissance des moisissures

3.2.3.1. Sources nutritionnelles

Les moisissures sont des microorganismes héterotrophes, elles exigent donc la présence des
élements nutritifs de base (carbone, azote et ions minéraux) dans le milieu qui assure leur
croissance. Les moisissures possedent une panoplie enzymatique extrémement riche qui leur
permet d’utiliser plus efficacement encore que les bactéries les substrats les plus complexes.
Leur digestion doit commencer dans le milieu extérieur par des enzymes excrétées
(extracellulaires) ou liées a la paroi, car seules les molécules de taille relativement petite peuvent

franchir les parois et gagner le cytoplasme (Davet, 1996)

3.2.3.1.1. Source de carbone et d’énergie

Pratiqguement tous les composés organiques peuvent étres utilisés comme source de carbone
et d’énergie par les moisissures. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le glucose et le
saccharose avec quelques polysaccharides comme I’amidon et la cellulose (Nicklin et al, 2000).
Certaines d’entres elles produisent des lipases extracellulaires capables d’hydrolyser les lipides
en glycérol et acides gras qui peuvent étres assimilés par beaucoup d’espéces fongiques, alors

que seulement certaines espéces utilisent les acides organiques et 1’éthanol.

3.2.3.1.2. Source d’azote

La plupart des moisissures assimilent ’ammoniaque sous forme de sels (NH4") dont la
présence réprime [’utilisation d’autres sources azotées (nitrate, acides aminés, protéines).
L’ammoniaque est transformée en acide glutamique, en glutamine ou en d’autres acides aminés

par transamination. (Boiron, 1996).
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3.2.3.1.3. Eléments minéraux

La présence des ions minéraux et métaux dans le milieu de culture est nécessaire pour la
croissance et la reproduction de plusieurs espéces fongiques, il s’agit essentiellement de sulfate,
de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore avec des concentrations plus au moins
différentes selon I’espéce (Uchicoba et al, 2001). Des traces d’éléments tels que le fer, le cuivre,
le manganese, le zinc et le molybdéne, sont nécessaires a la plupart des moisissures pour la

production des cytochromes, des pigments, des acides organiques, etc.

3.2.3.2. Facteurs physicochimique

Les facteurs physicochimiques ont une grande influence sur le développement des moisissures

ainsi que sur la germination, nous examinerons successivement quelques parameétres importants.

3.2.3.2.1. La Température de croissance

La température joue un réle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle intervient dans
la sporulation et la germination des spores. La plupart des moisissures sont mésophiles et la
température de croissance varie entre 25 a 35°C. D’autres sont des psychrophiles ou
psychrotolérantes se développant a basses températures (entre -5 et 10°C). Quelques espéces sont

thermotolérantes ou thermophiles et peuvent croitre a haute température (Nicklin et al, 2000).

3.2.3.2.2. Le pH ou l'acidité

La grande majorité des champignons filamenteux se développent dans une zone de pH de
4.5 — 8.0. Cependant, les enzymes extracellulaires produites dans des milieux complexes peuvent
avoir des optima de pH d’activité trés différents (plus acides ou plus basiques. Le pH influe sur
la croissance de ces microorganismes soit indirectement en agissant sur la disponibilité des

éléments nutritifs soit directement par action sur la membrane cellulaire.

3.2.3.2.3. L’activité de I’eau ou I'’humidité

Les moisissures ont en général un besoin en eau faible par rapport aux autres
microorganismes. Néanmoins, ’humidité a une grande influence sur le développement des
moisissures non seulement sur la croissance mycélienne et la sporulation mais plus

particulierement sur la germination des spores (Bourgeois, 1989).
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3.2.4. Méthodes d’études des moisissures
3.2.4.1. Méthodes phénotypiques

3.2.4.1.1. Méthodes d’identification des moisissures

L’identification des moisissures en routine repose essentiellement sur I’analyse des
caractéres morphologiques macroscopiques et microscopiques. Ces méthodes d’identification

peuvent étre complétées par une analyse moléculaire.

3.2.4.1.1.1. Analyse macroscopique

Plusieurs aspects de I’appareil végétatif peuent étre observés aprées culture des champignons
filamenteux :
- I’aspect : duveteux, laineux, cotonneux, velouté, poudreux, granuleux ou glabre.
- le relief : plat, plissé ou cérébriforme.
- la taille : petite, étendue ou envahissante.
- la couleur : blanche, créme ou colorée (verte, brune, orangée, violette, grises...).

La présence d’un pigment diffusant dans la gélose ainsi que certains parametres telle la

vitesse de la pousse des colonies ou la température de développement peuvent étre de bons

indicateurs pour I’identification d’'une moisissure.

3.2.4.1.1.2. Analyse microscopique

Lors de I’analyse microscopique des colonies, plusieurs structures des champignons
filamenteux sont observées comme I’appareil vegétatif, les organes de fructification et les
spores :

- le thalle végétatif : septé ou siphonné, paroi pigmentée (mélanisée) ou non (hyaline).

- les organes de fructifications: présence ou non d’organes protecteurs des conidies, modes de
formation des conidies ou en chaines (arthrospores), ou produites par bourgeonnement et
regroupées soit en grappes, en masse, en tétes ou en chaines basipétes ou acropetes)

- les spores : endogénes (endospores) ou exogenes (conidiospores ou conidies),
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3.2.4.1.3. Analyse moléculaire

Les méthodes d’identification des champignons filamenteux par biologie moléculaire
reposent sur 1’analyse des sémantides portant I’information génétique (Verscheure et al 2002).
L’émergence de la PCR (Polymerase Chain Reaction) a permis d’important progres des
techniques moléculaires.

Plusieurs techniques sont appliquées : la RFLPs (Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms) est basée sur le polymorphisme de taille des fragments de restriction et a été
utilisée pour la discrimination d’espéce d’Aspergillus la RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), basée sur le polymorphisme de ’ADN amplifi¢ au hasard, a permis de
mettre en évidence une différentiation des souches de Penicillium roqueforti (P.H. Garthwaite
1994), I’AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism). Récemment, une nouvelle méthode
d’analyse phénotypique comme outil d’identification des champignons filamenteux en routine.
Cette technique qui repose sur la spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS), permet d’obtenir

sous forme de spectre le profil protéique des champignons filamenteux.

3.2.5. L’intérét technologique de P. camemberti dans les fromages de type Camembert

P. camemberti est d’abord utilisé pour recouvrir la surface des fromages affinés de fagon a
les protéger des contaminations exogenes pouvant altérer ’aliment ou étre nuisibles a la santé
humaine. Cette fonction de recouvrement plus ou moins dense vient du caractére pénétrant ou

rampant des hyphes produits dans le mycélium (Taniwaki et al 2006)

3.2.5.1. L’utilisation du lactose et du lactate

P. camemberti posséder les enzymes nécessaires a la consommation du lactose (Husson et al
2005), mais il assimilerait le lactate pendant la croissance cellulaire, comme source de carbone
pour sa biosynthése (Adour et al 2004) En effet, la diminution de la concentration en lactate a
été associée a la croissance de P. camemberti et a sa production de spores. C’est sa capacité a
utiliser le lactate pour produire du CO2 qui permet la neutralisation du fromage de méme qu’une

modification de I’atmosphére de la chambre d’affinage.

42

——
| —



Chapitre 1 synthese bibliographique

3.2.5.2. L'utilisation des lipides

P. camemberti est reconnu pour sa grande activité lipolytique. Cette moisissure possede une
lipase alcaline, qui est donc active a un pH de 8-9 (Rattray et Eppert (2011). La lipolyse
observée chez P. camemberti permet la libération d’acides gras tels que I’acide 2-
methylpropanoique, 1’acide  butanoique, [’acide  2-méthylbutanoique, [I’acide  3-
méthylbutanoique, 1’acide pentanoique, ’acide hexanoique et 1’acide octanoique. Les souches de
Penicillium mettent aussi en ceuvre la voie de la B-oxydation des acides gras libres pour former
une variété de méthylcétones qui dépend de la concentration initiale d’acides gras libres, mais

aussi du stade de croissance du mycélium et du milieu de culture utilisé.

3.2.5.3. L'utilisation des protéines

Le genre Penicillium est aussi connu comme ayant une activité protéolytique importante au
cours de I’affinage. La protéolyse est observée a partir du 6 jour d’affinage de Camemberts et
augmente rapidement pendant 45 jours qui est en accord avec ’augmentation de la population
fongique a la surface des fromages (Engel et al 2001).

Le systeme protéolytique de Penicillium camemberti se compose d’une variété d’enzymes
spécifiques. 1l comprend une métalloprotéase (MP) extracellulaire, une aspartylprotéase (AP)
active a pH acide, des carboxypeptidases acides, une carboxypeptidase neutre et des

aminopeptidases (Spinnler et Gripon 2004).

4. Les différents types d’interaction

Il existe deux types d’interactions entre micro-organismes : directe et indirecte. Comme leur
nom I’indique les interactions directes impliquent un contact physique entre deux populations. Il
s’agit des interactions de prédation, parasitisme et inhibition par contact direct entre micro-
organismes. Les interactions indirectes sont dues a des métabolites extracellulaires et comprennent

le neutralisme, le mutualisme, le commensalisme, ’amensalisme et la compétition.
9 b 9
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4.1. Interactions directes

4.1.1. Prédation et parasitisme

Pour ces deux types d’interactions, une des espéces vit aux dépends de I’autre. Dans le cas
de la prédation, la proie devient un substrat totalement digéré par le prédateur. Alors que dans le
cas du parasitisme, seule une partie des tissus de la victime est consommée. Ainsi les bactéries

peuvent étre parasitées par des virus (Arendt et al. 1991).

4.1.2. Inhibition par contact direct entre les cellules

Dans ce type d’interaction, une population microbienne est inhibée par une autre, ceci par
un contact direct entre les cellules des deux populations lors de leur culture mixte. L’inhibition
dans ce cas ne résulte ni de la limitation en nutriment ni de la présence de métabolites
extracellulaires inhibiteurs mais d’un contact direct avec les cellules de la population inhibitrice
qui doit présenter une concentration élevée en cellules viables (Nehmé, 2008). L’existence de ce
type d’inhibition par contact direct chez la souche Kluyveromyces thermotolerans et chez la
souche Torulaspora delbrueckii en culture mixte avec S. cerevisiae. Néanmoins, les mécanismes

de cette inhibition restent inconnus.

4.2. Interactions indirectes

4.2.1. Mutualisme

Le mutualisme est classé en deux types : mutualisme (symbiose) et synergisme
(protocoopération) durant lesquels chague micro-organisme est stimulé par la présence de
I’autre. Dans le cas de la symbiose la présence de chaque micro-organisme est indispensable
pour la survie de I’autre, alors que dans le cas de la proto-coopération I’absence d’un des
microorganismes n’est pas fatale pour I’autre, mais leur présence ensemble stimule et améliore
leur développement. D’ailleurs, il a été observé récemment que la croissance des pro-biotiques
lactiques du lait (Lactobacillus delbrueckii, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus) avec
Streptococcus thermophilus est meilleure en co-culture (avec contact direct) qu’en culture pure
de chacune des bactéries. Ceci prouve la présence d’une synergie entre le métabolisme de S.

thermophilus et le métabolisme des autres bactéries lactiques (De Souza Oliveira et al, 2009).
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4.2.2. Neutralisme

La présence d’une population n’affecte pas 1’autre. Aucun changement dans la croissance des
populations n’est observé dans le cas du neutralisme. Ce type d’interaction n’est possible que si
aucun des substrats n’est limitant ou si les espéces ont des besoins nutritionnels totalement

différents.

4.2.3. Commensalisme

Une des populations profite de la présence de l'autre. Cela peut avoir lieu si une des
populations produit une substance nécessaire pour la croissance de 'autre ou si une des

populations consomme une substance inhibitrice de la croissance de 1’autre.

4.2.4, Compétition

Les populations se développent sur le méme substrat et consomment toutes un ou plusieurs
nutriments communs nécessaires a leur croissance ce qui aura un effet négatif sur leur vitesse de
croissance. L’exemple de la compétition entre les levures et les bactéries lactiques est souvent
cité. En effet, au début de la fermentation alcoolique au niveau de laquelle la croissance des
bactéries lactiques s’arréte rapidement aux profits du développement des levures. Les bactéries
lactiques, principalement (E. eni, se développent aprés la fermentation alcoolique, lorsque S.
cerevisiae entre en phase de croissance stationnaire et relargue des facteurs de croissance
Lonvaud-Funel et al, 1988).

4.2.5. Amensalisme

Une des populations produit une substance ayant un effet négatif sur la croissance de
I’autre. Cette situation est semblable a la compétition exceptée que dans le cas de ’amensalisme
une des populations n’est pas affectée par I’interaction. Le cas typique d’amensalisme chez les
levures est la toxine Killer produite par certaines souches de S. cerevisiae et qui entraine la mort
des souches sensibles (Ramon-Portugal et al, 1994). Une autre relation d’amensalisme entre
levures a été observée entre S. cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe. Cette derniére semble

capable d’inhiber la croissance de S. cerevisiae et d’augmenter sa mortalité.
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1. Description de I’entreprise (GIPLAIT) organigramme

Le groupe industriel des productions laitieres GIPLAIT/SBA a été creé en Mai 1998, a
I’issue de la restriction des Ex. Offices Régionaux (ORLAC, OROLAIT, ORELAIT). 1l a
pour mission la production et la commercialisation des laits et produits laitiers. Son capital
avoisine les 20 Milliards de Dinars et son effectif de 4.099 salariés. Les capacités de

production installées sont de I’ordre de 1,4 Milliards de litre de lait équivalent.

La wilaya de Sidi Bel Abbeés a enregistré une production de 68 millions de litres de lait
en 2012 contre 38 millions de litres en 2011, selon les services agricoles de la wilaya. La
production laitiére a Sidi Bel Abbés assure actuellement une autosuffisance a I’échelle locale,
dépassant les besoins des habitants de la wilaya qui commercialise le surplus dans les wilayas

d’Oran et d’Ain T’émouchent.

La société mére située a Alger, est gérée par un Directoire et Quatre Directions
centrales (Administration et Ressources Humaines, Finances et Comptabilité, Contrdle de
Gestion). Cette filiale est implantée un peu partout dans le pays dans presque toutes les
régions, Filiale du TESSALA / SBA. (Figure 11).
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Directoire Giplait

[ Conseil d’administration Commissaires aux comptes ]
Directeur
Sécurité Secrétaire
) principale Service physico-
p . S/Dl_rectlon chimique
Contrdle de environne
gestion
\_ J
Controle de . .. \
DAF " ! Service bactériologie
; \ ‘ qualité
Direction du \L
commerce
\ * Je
S/Direction Administration — -
Direction technique
| — | —
S/Direction ‘1'
Approvisionne
J . . 0
* S/Direction Finances S/Direction Production

S/Direction AGRO

S/Direction maintenance

Figure 11. .I’organigramme générale de la filiale (source : GIPLAIT-SBA)
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La laiterie TESSALA est spécialisée dans la production d’une gamme de produits assez
diversifiée : lait pasteurisé partiellement écrémé et entier (lait de vache pasteurisé),le petit lait
(EL laben), creme fraiche, fromages a pate molle type camembert, autres fromages et le

beurre.

Actuellement D’entreprise (GIPLAIT) est subdivisée en plusieurs services d’activités en
plus de la Direction Centrale autres sous-directions liées a la production, commercialisation,

la qualité est sous I’autorité de DG

1.1. La sous-direction de la qualité

1.1.1. L’organisation du service de Contrdle de Qualité

Le service de Contrdle de Qualité est organisé de la maniere suivante : une Secrétariat avec
deux laboratoires d’analyses, le laboratoire d’analyses physico-chimique et le laboratoire
d’analyses microbiologiques. La mission principale de ce service le controle de la qualité
microbiologique et physico-chimique des produits fabriqués et réceptionnés par 1’entreprise a

savoir les matiéres premieres et les produits finis.(Figure 12)

Service Contrdle de la
qualité

Sous-direction du service

Service physico-chimique Service microbiologie Service de nettoyage

Figure 12. Organisation du service du contréle de la qualité (source : GIPLAIT — SBA)
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Matériels et méthodes

Méthodologie envisagée pour la réalisation de I’objectif tracé dans ce mémoire.

Vu la crise sanitaire qui a touchée notre pays par [’apparition du COVID-19
[’ensemble des travaux au niveau de laboratoire ont été suspendus. Nous résumons
[’ensemble des méthodes prévues sous forme d’une partie théorique.

Méthodologie
Les étapes effectuées pendant la réalisation de notre mémoire sont :

- Le suivi des étapes de fabrications du fromage a pate mole type camembert fabriqué

par l'unité de TASSALA de Sidi bel Abbes.

- Des prélévements des échantillons ont été réalisés sur le fromage a pate mole type

camembert.

Les étapes non effectuées portent sur :

Les analyses envisagées d’étre réalisé dans ce mémoire portent sur l’isolement et
caractérisation par des méthodes phénotypiques et biochimiques de microorganismes
impliquées dans [’affinage du fromage, qui se résument comme suit :

1. Les méthodes phénotypiques tracées s’articule autours de [’étude de [’aspect

macroscopique et microscopique des souches

2. Les méthodes physiologiques tracées portent sur l’étude de production de [’enzyme

catalase et production de CO2 a partir du glucose des souches.

3. Enfin, nous avions envisagé de réaliser une identification des souches par ['utilisation
des caracteres biochimiques soit classique soit par [’utilisation de galerie API

systeme.
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2.1. Méthodes de prélévement et échantillonnage

2.1.1. Lieu d’étude et de prélevement

Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire de contr6le de la Qualité de la laiterie
« GIPLAIT TESSALA » de Sidi-Bel- Abbés (Figure 13)

Figure 13. .laiterie TESSALA de Sidi bel abbés (lieu de préléevement)

1.1.2. Echantillonnage

Trois (03) échantillons du fromage a pate molle type camembert ont été prélevés durant son
affinage (Aprés deuze (12) jours d’affinage). Ces échantillons ont été choisis de fagon aléatoire
du méme lot de fabrication avec les mémes caracteristiques (Figure 14). Le fromage a pate
molle type camembert a été fabriqué au niveau de 1’unité de production (GIPLAIT de Sidi bel
abbés) selon le processus de fabrication installé dans I'unité. Pour I’ensemble des prélévements,
les analyses ont été réalisées sur le cceur (partie intérieure du fromage) et sur le croute (partie
extérieure du fromage) trois portions ont été prélevées dans chaque fromage avec une sonde
stérile.

Figure 14. Prélévement du fromage a pate molle type camembert
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3. Méthodes d’analyse microbiologiques utilisées pour le contréle du fromage a

pate mole
3.1. Méthodes d’analyse des levures et des moisissures

3.1.1. Méthodes d’isolement

Les levures et les moisissures sont isolées sur milieu Sabouraud. L’ensemencement est fait
en masse. Ces micro-organismes peuvent provoquer des accidents de fabrication comme la

détérioration du gout, le gonflement et le défaut de texture.
3.1.1.1. Préparation de la solution meére et des dilutions du fromage

Les trois échantillons de fromage a pate molle type camembert ont subi une préparation
en vue de leur analyse. Une portion d’environ 1gr de fromage de chaque trois unité est prélevée
du ceeur (partie intérieure du fromage) et sur la croute (partie extérieure du fromage) a I’aide
d’un pergoir puis broyée dans un mortier et homogénéisée avec 9 ml d’eau physiologique d’ou le
broyat obtenu correspond a la suspension fromagere. Ce dernier est bien homogénéisé pour la
préparation de la solution mere et des dilutions (juste 10-1 pour chaque échantillon). Pour éviter
les contaminations de 1’échantillon, les préparations du dénombrement des micro-organismes

sont effectués dans la zone stérile avec du matériel flambé. (Figure 15)
3.1.1.2. Dénombrement des levures et moisissures

Le dénombrement a été réalisé sur milieu gélosé Sabouraud.1 ml de la dilution mere (10-1)
a été ensemencé et les boites ont été incubées pendant 5 jours a une température de 22 C°. Les
résultats positifs se manifestent par 1’apparition des petites colonies blanches et brillantes avec

une odeur spécifique pour les levures et un mycélium pour les moisissures. (Figure 16).
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Figure 16 . Les Etapes de praparation de la dilution mere et dénombrement
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3.1.2. Méthodes macroscopiques et microscopiques des levures et moisissures

3.1.2.1. Méthodes macroscopique

L’aspect macroscopique des levures : arrondies, brillantes, plates ou convexes a contours

réguliers, elles sont pigmentées en jaune, en orange ou en blanc

L’aspect macroscopique des moisissures : pigmentées sous forme filamenteuse plus ou moins

grand a aspect velouté
3.1.2.2. Méthodes microscopiques

L’aspect microscopique des levures :

L’observation microscopique des levures permet d’observer la forme cellulaire de ces
microorganismes. En effet, les cellules de levures sont généralement ovoides ou sphériques,
parfois cylindriques. Leur taille va de 2 a 3 microns et méme jusqu'a 5 microns chez certaines
especes de levures. Les cellules peuvent aprés bourgeonnement rester liées les unes aux autres et
constituer aussi un pseudo mycélium. Plus ou moins différencié suivant les genres ou les
especes. Dans certaines conditions, d’autres levures peuvent produire de mycéliums
caractéristiques de champignons filamenteux, comportant des cloisons transversales ou septa et

présentant une croissance apicale (Bourgeois et al, 1988).

L’aspect microscopique des moisissures

Les études microscopiques sont faites a partir d'un échantillon monté entre lame et lamelle

dans une goutte d'eau ou de colorant.

La détermination des moisissures fait appel aux caractéres morphologiques des hyphes et
des structures de reproduction. Généralement les hyphes sont de couleur, présence ou non de

cloisons, diamétre approximatif, structures particuliéres.

Organes de reproduction (1 ou plusieurs types) : localisation (partie aérienne, ...,

couleur, taille et forme des organes de reproduction.

Structure et disposition des spores : couleur, forme, cloisons, ornementation, taille.
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3.1.3. Méthodes biochimiques et micro-méthodes

3.1.3.1. La méthode API Candida (Systéme API pour les levures)

Le systeme API Candida est un systéeme standardisé permet I'identification apres 18 a 24 h

d’incubation des levures présentent dans un échantillon étudie.

3.1.3.1.1. Principe du systéme Api Candidat

La galerie APl Candida comporte 10 tubes contenant des substrats déshydrates, pour
réaliser 12 tests d'identification (acidification de sucres ou réactions enzymatiques).

Les réactions produites durant I'incubation se traduisent par des virages colores.

La lecture des réactions se fait a l'aide d’un tableau de référence ou par utilisation un

logiciel d’identification établi par le fabricant du systeme.

3.1.3.1.2. Présentations de la galerie APl Candida pour les levures (Figure 17)

- 10 galeries APl Candida
- 10 ampoules d’API Na CI 0,85 % Medium (2 ml)
Description du systeme APl Candida

- —— T WAV R UV WA (VWA ST ST T ]

5

—

api Candida \
e

m A 4 A
GLU GAL SAC TRE RAF [MA Y BuE  ASlie

Figure 17 .La galerie API Candida pour les levures
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3.1.4. Méthodes biochimiques et micro-méthodes (API systeme pour les moisissures)

Des tests biochimiques peuvent étre utilisés pour identifier les moisissures. Les principaux
systemes APl commercialisée et utilisé pour I’identification des moisissures, on peut citer : la
galerie API (20C ou ID 32C), les tests en plaque Biolog TM.

La technologie Biolog TM utilise des microplaques 96 puits préts a l'emploi avec 95
substrats carbonés de 6 a 8 classes différentes pour une meilleure discrimination. La capacité
d'un isolat a métaboliser chaque substrat est mesuré par la présence ou l'absence d'une coloration

rouge pour les champignons filamenteux.

Cette coloration est due a I'oxydation de 1’iodonitrotetrazolium par la respiration cellulaire
des micro-organismes. Le virage de certains puits crée une empreinte phénotypique qui est
analysée par le logiciel pour identifier un organisme. L’utilisation de test Biolog s’accompagne

souvent d’observations macroscopiques et microscopigues.

L’identification biochimique des moisissures ne permet pas une identification fiable et
nécessite souvent une confirmation d’identification moléculaire. C’est pourquoi, de nombreuses
méthodes moléculaires d’identification ont été développées afin de permettre une meilleure

identification des moisissures.

3.1.5. La galerie API 20 C AUX (ce test pour les moisissures)

APl 20 C AUX est un systeme d'identification précise des moisissures les plus couramment

rencontrées (Figure 18).
3.1.5.1. Principe

La galerie APl 20 C AUX est constituée de 20 cupules contenant des substrats
déshydratés qui permettent d'effectuer 19 tests d'assimilation. Les cupules sont inoculées avec
un milieu minimum semi-gélosé et les moisissures poussent seulement si elles sont capables
d'utiliser le substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se fait par comparaison aux témoins de croissance et

I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.




Chapitre 2 Matériels et méthodes/ Partie expérimentale

3.1.5.2. Identification des moisissures en 24-48 h

Tests d'assimilation constituant les tests de référence pour I'identification des moisissures
Utilisation facile : un contréle positif et un contréle négatif pour une lecture plus facile,
absence de réactifs additionnels, Base de données trés étendue couvrant la trés grande
majorité des moisissures isolées de prélevements humains ou vétérinaires, Conditionnement

coffret de 25 galeries + milieu

TESTS NEGATIFS
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Figure 18. La galerie APl 20 C AUX pour les moisissures
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Conclusion

Vu la crise sanitaire qui a touchée notre pays par l’apparition du COVID-19
I’ensemble des travaux au niveau de laboratoire ont été suspendus. Notre mémoire a été
rédigé sous forme de deux parties théoriques. La premiere partie sur une synthese
bibliographique détalée sur le lait comme matiére premiere destiné pour la fabrication des
produits de transformation et le fromage a pate méle type camembert comme produit objet de
notre étude. L'affinage du fromage résulte principalement de l'action de différents micro-
organismes qui participent a la transformation du caillé en fromage. L’évolution et l'activité
de cette flore sont tres influencées par les conditions d’affinage (température, humidité
relative et composition gazeuse des haloirs). Notre but a été tracé dans ce contexte. Pour
verifier cette problématique nous avons prévu une méthodologie. Les méthodes envisagées
d’étre réalisé dans ce mémoire pour I’isolement et identification des microorganismes
impliquées dans I’affinage du fromage type camembert fabriqué par unité TESSALE de Sidi
Bel Abbés portent sur des caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques de
microorganismes. En guise de perspectives, nous envisageons que ce travail font étre suivi
dans les prochaines années par une étude expérimentale pour mettre en évidence 1’effet de la

flore d’affinage sur la qualité nutritionnelle et organoléptique de ce produit.
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