Liste d’abréviation

Ac : acide.

BPH : Bonnes pratiques d'hygiéne.
C : criticité.

CCP: Critical Control Point.

CEE: Communauté économique|européenne.

FAR : forces armées royales.
GNG : gélose nutritive gélosée.

HACCP : Hazard Analysis Critical Control Point.

ISO : Organisation internationale de normalisation (International Organization for
Standardization).

MAP: Monoammonium phosphate.

N : nombre de microorganismes par ml d’échantillon.
NASA : National Aeronautics and Space Administration.
OTR : oxygen transfer rate.

OUR : oxygen uptake rate.

PC : pas de contamination.

PP: programmes préalables.

Q n : question numéro n.

SPH: levure séche active.

SPI: levure seche instantanée.

T : température.

Tps : temps.

UFC : unité formant colonie.

UV : ultraviolet-visible.

V : volume.

Rdt : rendement.



http://www.fao.org/ag/AGN/food/quality_ghp_fr.stm
http://www.iso.org/iso/fr/
http://www.iso.org/
http://www.iso.org/
http://www.rapport-gratuit.com/

Liste des figures

Figure 1:Saccharomyces Cerevisiae [29] ........coceoereriiiiiiiiieeeeee e 8
Figure 2: cycle biologique de Saccharomyces cerevisiae [1] .......ccocovvreniiininniininennn, 10
Figure 3:bourgeonnement Saccharomyces CEreVviSiae ........cccvuvvevvereieeseeriesieeseereeenns 10
Figure 4:La conjugaison de deux cellules haploides ..........cccoocevveviieiiccc i 11
Figure 5:schéma du circuit de préparation des sels NULrItif ............ccoooriiiiieniee, 25
Figure 6:1’appareil de minéraliSation ............ccooveiriiiiiieiiiicseesesc e 28
Figure 7:I’appareil de distillation..........cccovuveiiiiiiiiieiiie e 28

Figure 8:Histogramme de la variation du teneur d'azote g/100ml dans la solution de
I’urée en fonction de stade de Préparation .............ocvevveeiiieenieiinieneee e 40
Figure 9:Histogramme de la variation de pH dans la solution de I’urée en fonction de
Stade de PreParation .........cccooeeiiinieiee et e 40
Figure 10:Histogramme de la variation de conductivité en uS/cm dans la solution de
I’urée en fonction de stade de Préparation ...........cccevvveiriiieiiiee e 41
Figure 11:Histogramme de la variation du teneur d'azote en g/100ml de solution de
MAP en fonction de stade de Préparation.............cccoeveereneienine e 42
Figure 12:Histogramme de la variation du teneur P,Os en g/100ml de solution de
MAP en fonction de stade de préparation..............cccccveveeieeieiieseese e 42
Figure 13: Histogramme de la variation de pH dans la solution de MAP en fonction de
Stade de PreParation ..........cccooeeiieiieiee et 43
Figure 14: Histogramme de la variation de conductivité en puS/cm dans la solution de
MAP en fonction de stade de préparation..............ccccceeveveeieiie s 43
Figure 15: Histogramme de la variation du teneur d'azote en g/100ml dans la solution
de sulfate d'ammonium en fonction de stade de préparation .............cccceceevrevrerennnn, 44
Figure 16: Histogramme de la variation de pH dans la solution de sulfate d'ammonium
en fonction de stade de Préparation ............cccccceiveiieie e 45
Figure 17: Histogramme de la variation de conductivité en uS/cm dans la solution de
sulfate d'ammonium en fonction de stade de préparation...........cccceoeverereiieinieenenn 45
Figure 18: Histogramme de résultats des analyses microbiologique en UFC en

fonction de stade de Préparation ............ccccceeieiieiiiie s 46
Figure 19: Photo de 1a BaCillUS...........ccveiiiiiii e 46
Figure 20: diagramme radar du % de conformité par chapitre. .............ccocovcvvivninnnnn. 49

Figure 21:arbre de décision pour determiner 1S CCP .........cccovvoviivcinincisineee, 53




Liste des tableaux

Tableau 1: Caractéristiques biochimiques de Saccharomyces cerevisiae [1]................ 9
Tableau 2:les analyses MiCrobiolOGIQUES.........cueiuiiieiieriecie e 30
Tableau 3: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
d’Urée au stade de Préparation ............cccveeeieeriniiiieniiee e 31
Tableau 4: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
d’Urée au stade de StOCKAZE......uiiiiiiiiiiiiiiic e 32
Tableau 5: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
d’Urée au stade de fermenteUr ...........ccuveiiiie i 33
Tableau 6: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
de MAP au stade de Préparation ............cccceivereiieeieeie e sie s se e sae e 34
Tableau 7: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
de MAP au stade de STOCKAGE .........oiiriiiiieieieie s 35
Tableau 8: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
de MAP au stade de TEIMENTEUT .........cccviiiieieere s 36
Tableau 9: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
de sulfate d'ammonium au stade de Préparation ............ccococevereinieneinieneneenes 37
Tableau 10: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la
solution de sulfate d'ammonium au stade de stockage..........cccceevveviveiiiiiecienesiennn, 38

Tableau 11: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la

solution de sulfate d'ammonium au stade de fermenteur ...........ccccoceeevenenenncneen, 39
Tableau 12:pourcentage de satisfaction des programmes préalables .......................... 48
Tableau 13: identifications des dangers dans le circuit des sels nutritifs .................... 50
Tableau 14:criteres d'évaluation des dangers.........ccciveveeieeieese e 51
Tableau 15:évaluation des dangers dans le circuit des sels nutritifs..............ccccocvene.n. 51

Tableau 16:détermination des CCP dans le circuit des sels nutritifs..........cccccevveenee... 54




Sommaire

INEFOTUCTION .ottt e et e e bb e s be e e st e e e abeeesnbeaeas 2
FANY =Y o) o o] o oL 1S PP PPRPPR 4
[-  Présentation de LESAFFRE. ........ccooiiiiiiie it 4
- Historique de la société le SAFFRE MaroOC.........cccuuveiiiiieeeeiiiiee e ciieee e sinnee e 4
- Procédé de fabrication de la levure a LESAFFRE Maroc ........c.ccceeviveeniineennnnn. 5
Partie | : Etude bibliographiQUe ........ccuiiiiiiiiii s 8
[-  étude fondamentale des [EVUIES ........ccvviiiiiiiiii i 8
[-1- MOrphologie des |EVUIES.........coiiiiiiiiiiii st 8
[-2- SACCArOMYCES CERIMEVISIAR ..uvutuiuriiirititiiiiitititibib bbb 8
I-3- Multiplication Saccharomyces cerevisiae .........ccovvvevieeeiiiiiiiiiieece e 9
I-4- Procédés aérobies de production des levures..........cccocvveeeiiiiee e viiiec e, 11
I-5- Procédé de Fermentation anaérobie de levure..........ccccovvviiiiiiiiiiciiiccnee, 12
1-6 La fermentation en semi-continu et les Parameétres a contréler.................. 12
- Les levures : leurs utilisations en alimentation humain et dans I'industrie
e Td fo Rt 110 V=T o =Y<L SRR 14
[I-1- levure et I'industrie agro-alimentaires.........cccccvevvee i 14
[I-2- Parametres influencant I'activité levurienne [8] ........ccccceeeviieeeiiiiiec e, 15
- Le r6le de la levure dans la fabrication du pain ........ccccccoeviiieeiiiiee e, 16
IV-  population contaminants altérant la qualité sanitaire et marchande.......... 17
IV-1- Flore totale aérobie Mésophile.......ccccveiviiiiei i 17
[V-2- ColifOrmMES tOTAUX. . .uiiiiiiiiiie ittt aee e 17
[V-3- LEVUIES SAUVAEES ..vuvurururnrurututnrurutunnrurnrarntatssssasnsssssssnssssssssssessnsnsnsssnsnsnsnsnsnsns 18
NV 1V o TR T U SR 18
IV-5-Les normes de levure de boulangerie.........ccccccvviiei i, 18
V- Méthodes de quantification des populations contaminants....................... 18
V-1- Méthode standard : culture dans la masse d’en milieu gélosé....................... 19
V-2- Dénombrement apres CUTUIES ......ccviieiiiiiee et 19
V-3- Choix des conditions d’incubation ..........cccceviiiiiiie e 19
V-3-1- température d’ incubation.........c.cccceeeiiiii e 19
V-3-2-durée d'inCubation ..........ccoiiiiiiiiii e 20
V-4- Observations MiCrOSCOPIGUES ......cciuriieeiiiieeeeciiree e e e eiiee e e e etre e e e s srare e e s eaaee e e enees 20

VI- LS SIS NMULIIEITS . eeeeee ettt e e e e e e e e e e e e 20




VII-  Management de 1a SECUNTE ........ccvviiiiiiiii e 21

Partie Il : EtUdES PratiQUeS.......ccuueieiiiiiiee et e e e e e e 24
[ LS SeIS NULTITITS...eiiiieiieiei e 24
=L L Uittt nneas 24
I-2- sulfate d’ ammONIUM .. ....ooiii s 24
[-3- Monoammonium phosphate ..o 24
I-4- Les étapes du traitement des sels NULItIfS ........occvveiiiiiii i, 25
Il- Matériel et MEthOde ........ccocuiiiiiiii 27
[I- 1- les analyses physiCO-ChimMIQUES.........c.eveiiiiiie i 27
O R D T 1Y 1= Lo V4o | SRR 27
[I-1-2- Dosage de taux du phoSPNOre ......ccvvviiiiiiiie e 29
[I-1-3- Dosage de pH et condUCtiVIté.........cceeeeiiiiii i 29
[I-2- les analyses MicrobiologIiQUES.........ccccuiieiiiiiie e 30
- RESUITAT . 31
1 R U OO TSRO PRSPPI 31
[11-2- Mono-ammonium phosphate........c.cccceveiiiiiiii i 34
[11-3- Sulfate d’ammoONiUM ... e 37
V- INterPrétation......ccveiie e 40
IV= 1o UFB@. ittt b ettt e et r e b e 40
IV-2- Mono-ammonium phosphate..........cccceeiiiiiiiiiiiiec e 41
[V-3- Sulfate d’ammOniUm ..o 44
V- Management de [a SECUNItE ..........ooiviiiiiiiie e 47
V-1- Engagement et politique qualité ..........cocovvii i 47
V-2- Gestion du manuel qUalIte............oooiiiiii i a7
V=3- EQUIPE HACCP ...ttt ettt e e e e st e e e e e e s s s e eneaeeeenens a7
V-4- Diagnostic des programmes préalables..........ccocceiiiiiiiiiiiiec i 47
V-4-1- Analyse de conformité ..........ccceeeiiiiiie i 48
V-4-2- LeS MEeSUIeS COMTECTIVES ...ovviiiii it ee e e e e 49
V-5- ANalyse deS AANGEIS....cccciiiiie ittt e e e e eaaaeeas 50
V-5-1- Identification des dangers.........cccocvveiieiiiiei e 50
V-5-2- Evaluation quantitative et qualitative des dangers........ccocccvvveeeiiiinnnne, 51
V-6- Détermination des points CritiqUES .........cccvveeiiiiiei i 52

V-7- Vérification du systeme HACCP ........ccveiiiiiiiii e 54




VT B Lo Yol U [ g T=] a1 =1 1[0 o

Conclusion




Introduction

L'origine de la fabrication de la levure remonte au moins a I'Egypte ancienne ou
nous trouvons certains récits parlant débouillies de grain liquides que des boulangers
placaient dans un endroit frais et qu'ils utilisaient lorsque la formation de bulles de gaz
faisait mousser le liquide. Actuellement les levures occupent une place essentielle dans
I’industrie alimentaire. Elles participent a la fabrication de nombreux produits :
brasserie, cidrerie, vinification, fromagerie et panification, et aussi a la valorisation
agricoles et industriels et & la production des protéines.

La législation alimentaire a connu une grande evolution suite & la mondialisation
du secteur agroalimentaire et a I’augmentation des accords de libres échanges entre les
pays. Le législateur impose le recoures a des méthodes de contrdle des points critiques
afin d'assurer la santé des consommateurs. Parmi ses méthodes on trouve la méthode
communément appelée HACCP. Par point critique, on entend toute opération dans le
processus qui, non ou mal maitrisée, peut entrainer une conséquence, plus ou moins
grave, au niveau de la santé du consommateur. Pour s'assurer de la maitrise de ces points
critiques, des régles sont a respecter (les régles de bonnes pratiques de fabrication et les
regles de bonnes pratiques d'hygiéne); le respect de ces regles est contrélé, et les non-
conformités sont corrigées.

Le respect de ces critéres, en particulier microbiologique, nécessite des
contr6les pratiqués tant sur les matieres premieres, les produits en cours de fabrication
et les produit finis, que sur les locaux et le personnel. Les contrbles en industrie
alimentaire sont deux types : Soit ils sont diligentés par des organismes administratifs
ou des associations afin de contrdler la conformité a un critére établi, d’une matiére
premiére ou d’un produit fini mis sur le marché. Soit ils sont décidés au sein de
I’entreprise et concernent certaines étapes de la fabrication du produit : ce sont les
autocontroles. Ces autocontrbles sont effectués par des laboratoires internes a
I’entreprise.

C’est dans ce cadre que s’inscrit mon projet de fin d’études qui a pour mission
de contribuer a la mise a jour de norme HACCP dans le circuit des sels nutritifs, par le
suivi et maitrise des sels nutritifs et la revalidation des programmes préalables et le
systeme HACCP dans le circuit des sels nutritif.

Ce manuscrit, sera composé de trois parties :

v' Une partie relatant I’historique de la levure et son processus de
production.

v" Une seconde partie exposant 1’étude bibliographique qui décrire étude
fondamentale de la levure et ces différents utilisation. Expliquer le
concept qualité de systeme HACCP et les outils et méthodes utilisées pour
cette étude.




v' Une troisieme partie consiste a un suivi physico-chimique et
microbiologique des sels nutritifs de la préparation jusqu'a fermentation.
et la maitrise du BPH et CCP tout au long de circuit des sels nutritifs pour
la revalidation de HACCP.




Avant-propos
|- Présentation de LESAFFRE,

1853 : Louis Lesaffre-Roussel et Louis Bonduelle-Dalle créent une distillerie d’alcool
de grains et de geniévre a Marquette-lez-Lille.

1863 : Acquisition du premier moulin & Marcg-en-Barceul. C'est a partir de ce site que
se développera la Société Industrielle Lesaffre qui se révélera progressivement comme
I'élément moteur et le support de I'essor industriel et commercial de la branche levure
du Groupe.

1871 : Le baron autrichien Max de Springer, propriétaire a Maisons-Alfort d'une tres
belle distillerie, rapporte de chez Mautner, a Vienne, I'idée d'extraire la levure des modts
de fermentation des grains et de la vendre aux boulangers. Ces derniers, a cette époque,
utilisaient leurs propres levains, accompagnés parfois de levure résiduaire de brasserie.

1873 : Lesaffre & Bonduelle développent la fabrication de levure fraiche & Marcq-en-
Barceul, a la place de I’ancien moulin.

1895 : Naissance de la marque de levure 1’hirondelle. Une hirondelle dont le dessin va
évoluer au fil du temps, jusqu’a devenir ’embléme du Groupe en 2003.

1901 : Les familles Lesaffre et Bonduelle décident de poursuivre séparément leurs
activités. L’entreprise est partagée en 3 branches : Bonduelle, Lesaffre & Cie (alcool et
levure) et Lesaffre Freres (sucrerie et distillerie). [5]

I1- Historique de la société le SAFFRE Maroc,

En 1993, la société SODERS a été majoritairement détenue par le groupe Frangais
LESAFRRE et portant aujourd’hui comme nouvelle appellation « LESAFFRE
Maroc », elle présente la premiére entreprise privatisée du Maroc bénéficiant de
I’expérience et de I’expertise du leader mondial dans la fabrication de la levure de
panification.

LESAFFRE Maroc fabrique et commercialise de la levure : les marques, Jaouda
comme levure fraiche, Rafiaa et Nevada comme levure seche, ajoutant a cela un type
spécial destiné et fabriqué pour saturer les besoins des forces armées royales (FAR) en
levure, ainsi que des améliorants de panification : les marques Ibis bleu et Magimix.

[6]




I11- Procédé de fabrication de la levure 3a LESAFFRE Maroc

La production de levure repose sur 1’association d’utilisation des souches de levure
sélectionnées et de procédés industriels spécifique. La production est réalisée en
plusieurs étapes successives. (figure 2)

¢ Ensemencement

Chaque mois la société LESAFFRE Maroc recoit de la France une seule souche de
Saccharomyces cerevisiae, destinée a la production du levure. Cette souche est
ensemencée dans 30 a 37 tubes remplis par la gélose nutritive spécifique a la croissance
et qui permet la régéenération des levures, dans des conditions strictement aseptiques.

Chaque jour le contenu d’un tube est transvasé dans deux petits ballons appelés
« Van Lear » de 250ml, qui contient un milieu riche en extrait de levures et en
saccharose.

Le contenu de chaque « Van Lear » est versé dans un ballon appelé « Caelsberg » de 7
l.

e Cuve 800I

La levure préparée est mise dans une cuve de 800 I, pour étre adaptée, pour la
premiere fois, a la mélasse comme source du carbone. Jusqu’a ce stade la fermentation
se fait selon le procédé discontinu.

e Pré-fermentation

Le continu de la cuve 800 I est versé dans un pré-fermenteur, et 1’ajout des éléments
nutritif, eau mélasse stérile, sels minéraux, oligo-éléments et vitamines, se fait de
maniere semi-continu selon les besoins.

e [Fermenteur

A la fin de pré-fermentation, on obtient un moQt qui servira & ensemencer le
fermenteur. Apreés 18 a 20 heures de fermentation en culture semi-continue( fed-batch),
on obtient de la levure mére. Cette derniere va subir une séparation, et elle va servir a
I’ensemencement des fermenteurs de plus grands tailles, pour donner a la fin la levure
commerciale.

e Séparation

La séparation s’effectuée en deux étapes de procédé : Apres I’obtention de la
levure mére et apres I’obtention de la levure commerciale.

Le principe repose sur la séparation des cellules de levures des restes du milieu
nutritif par centrifugation. On obtient un liquide léger : le modt déluveré, et un
liquide dense : la créme.




e Stockage de la créeme

La créme obtenue est stocké dans des cylindres a 4 °C, o0 il va subira une addition
de :

- L’acide sulfurique a pH=2 pour éviter la contamination ;

- Lesel: quijoue un role important dans 1’extraction d’eau des cellules de levure
par différence de pression osmotique.

e Filtration

Cette étape consiste a extraire 1’eau présente dans la levure. La créme sera, donc,
filtrée sur des filtres rotatifs sous vide, munis d’une toile préalablement enduite
d’amidon pour éviter le colmatage, puis, la pate de levure est recueillie dans des cuves
de stockage.

Cette phase essentielle permet de passer d’une créeme de levure a 22% de matiere
seche a un gateau de levure a 32% de matiere seche, donnant aprées boudinage la levure
bien friable que le boulanger recherche.

L’eau extraite est refoulé vers I’extérieur par une pompe d’évacuation.
¢ Conditionnement

e L evure fraiche
Le boudin de levure pressée est découpé en pain de 500g, qu’on enveloppe
individuellement dans un papier paraffine. Aprés mise en carton, la levure est conservée
en chambre froide afin d’étre réfrigérée a cceur avant son expédition.

e L evure séche :
Pour la levure séche, le gateau provenant de la filtration sous vide est mélangé
avec une quantité d’émulsifiant qui sert a conserver le produit plus longtemps et donne
aussi la couleur blanche caractéristique de la levure.

Le gateau obtenu est transformé en vermicelle a I’aide d’une grille de porosité
connue, ensuite elle est transférée au sécheur par une conduite vibratoire afin d’éliminer
le maximum d’eau restant dans la cellule sans 1‘endommager, tout en augmentant le
taux de matiere seche jusqu’a 94% pour la SPH et 95.5% pour la SPI.

SP1 : levure seche instantanée sous forme de petits batons fissurés emballées sous
vide dans des sachets de 450g ainsi que dans des cartons de 25kg destinés a I’export.

SPH : levure séche active ou a réhydratation sous forme de granules ou de
sphérules, emballées sous air dans des sachets de 50g, 100g et 5009
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Figure 1: Schéma général des étapes de production de la levure de boulangerie
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Partie | ; Etude bibliographique
I- étude fondamentale des leyures
1-1- Morphologie des levures (Figure 2)

Les levures sont classiqguement definies comme étant des champignons
unicellulaires immobiles. Sur milieux gélosés elles forment habituellement des colonies
a surface luisante.

Les levures sont regroupées en deux grandes classes selon leur capacité ou non
d’¢laborer des organes de reproduction sexuée. Les ascomycétes également appelés
« levures vraies » ou encore levures ascosporogenes, forment dans certaines conditions
des ascospores a I’intérieur de la cellule. D’autres levures sont capables d’élaborer des
spores externes apparentées aux basidiospores, ces levures appartiennent au groupe des
basidiomyceétes. Les levures « fausses » sont classées dans le groupe (supragénique)
des deutéromyceétes. Elles sont incapables de former, dans des conditions habituelles de
laboratoire des ascospores a I’intérieur de la cellule ou des basidiospores (externe). Ces
cellules eucaryotes possedent, en plus d’un noyau entouré d’une membrane nucléaire
et comportant jusqu’a 17 paires de chromosomes chez les souches haploides de
Saccharomyces, des organites cellulaires telles que mitochondries, microcorpuscules,
réticulum endoplasmique, appareil de Golgi. Les levures puisent leur énergie par
dégradation des substances organiques variées, ce sont des organismes
chimiohétérotrophes.

La levure posséde le plus simple forme des appareils végétatifs. 1l se présente
sous forme de cellules uniques libres indépendantes au associées deux a deux ayant une
morphologie caractéristique, a savoir : sphérique, ovoide, cylindrique, apiculée, en
bouteille, pyramidale.[1]

Figure 1:Saccharomyces cerevisiae [29]

1-2- Saccaromyces cerevisiae
Les levures et en particulier S. cerevisiae, sont probablement les organismes
eucaryotiques dont la biologie cellulaire est la mieux étudiée. Ceci tient a leur




importance industrielle, mais aussi a la simplicité de leur organisation unicellulaire et a
leur croissance rapide dans les conditions contrdlées du laboratoire, qui en font un
modele expérimental particulierement commode. Leur étude systématique remonte a la
découverte par pasteur de leur role dans la fermentation alcoolique, puis aux travaux de
buchner sur I’enzymologie de la fermentation. [1]

Tableau 1: Caractéristiques biochimiques de Saccharomyces cerevisiae [1]

Sucres fermentés
Glucose + Maltose +
Galactose \Y/ Lactose -
Saccharose \Y/
Assimilation des composés carbonés
Galactose \/ Raffinose \/ Erythritol -
Saccharose \Y/ Amidon V Ribitol -
soluble
Maltose D-xylose - D-mannitol
Cellulose L-arabinose - Ac.
succinique
Tréhalose D-ribose - Ac. citrique
Lactose L-rhamnose - Inositol

1-3- Multiplication Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae est capable de se multiplier sous deux formes : une
forme diploide (2n = 32 chromosomes) et une forme haploide (1n = 16 chromosomes).
Les cellules haploides se multiplient en bourgeonnant.

e Multiplication asexuée ou végétative (bhourgeonnement)

Le cycle cellulaire d’une levure correspond & la croissance de la cellule suivie
de sa multiplication.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Diplo%C3%AFde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Haplo%C3%AFde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Haplo%C3%AFde
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Figure 2: cycle biologique de Saccharomyces cerevisiae [1]

11 s’agit d’un processus dynamique qui se diviser en quatre phases principale :
la phase de synthése du DNA (phase S), la phase post synthése (G2) suivie de la mitose
(M), puis de la phase G1. Les événements biochimiques et cytologiques qui se déroulent
au cours du cycle cellulaire se S. cerevisiae ont pu étre élucidés puis approfondis a la
suite des travaux sur des mutants « cdc » sensibles a la température. A chaque mutant
« cdc » correspond un phénotype.

Au cour de la phase de bourgeonnement de S. cerevisiae c’est essentiellement
le bourgeon qui se développe tandis que le volume de la cellule mére diminue puis
augmente & nouveau. En opérant par cinéphotomicrographie, Lord et Wheals (1981)
ont observé qu’apres séparation, le volume des cellules filles est toujours plus petit que
celui des cellules meres. Suivant les substrats nutritifs utilisés, le temps de génération
est plus ou moins long, mais il est toujours plus long pour les cellules filles. Plus le
temps de génération est allongé, plus la taille des levures filles a leur naissance est
petite.[1]

Figure 3:bourgeonnement Saccharomyces cerevisiae
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Figure 4:La conjugaison de deux cellules haploides

Les cellules haploides émettent des phéromones (facteurs a ou o) détectées par
les cellules de type sexuel opposé grace a des récepteurs spécifiques. La fusion
cellulaire et nucléaire des deux cellules haploides aboutit a la formation d’une cellule
diploide. Les phéromones induisent un arrét du cycle cellulaire et des transcriptions
specifiques

1-4- Procédés aérobies de production des leyures

Il existe différents procédés industriels de production de levures : les levures de
boulangerie, les levures aliments, les ferments. Les levures sont aussi utilisées pour la
production d’enzymes, de protéines diverses et de vaccins aprés recombinaisons
génétiques.

La croissance aérobie de Saccharomyces cerevisiae met en jeu différentes voies
métaboliques selon la nature et la concentration de la source de carbone dans le milieu.
Cela se traduit par des variations importantes des vitesses et des rendements de
croissance, ou méme par 1’excrétion de métabolites. Sur glucose existent deux types de
métabolisme selon la concentration de la source de carbone dans le milieu : un
métabolisme respiratoire pour de trés faible concentration (généralement eu dessous de
100mg/l en glucose) [1]
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aCy¢ Hiy Og + bNH3+C02 -> bCe Hio Os N +d H,O0+ cCO,
1,8nCH,0 +0,8n O, +0,19n NH4+ =» n (CH1,70 05 No,19)+1,5 nH,0+0,8n CO,+ n19000KJ(4545,4 Kcal)
Y = lgOZ/gX

- Rendement massique
100g(Carbone)+ 5,10g(azote)+ 46,639(0,) = 43,239(C¢H1005N)+41,08g(eau)+ 67,429(CO,)
Rdt en biomasse /substrat = 40%

et un métabolisme fermentaire avec une excrétion d’éthanol a des
concentrations plus élevées. Apres puisement de glucose, la levure peut aussi avoir un
métabolisme respiratoire sur I’éthanol. A cause de ces différents états métaboliques, les
cinétiques sont tres différentes en fermentations discontinues et continues.[1]

1-5- Procédé de Fermentation anaérobie de leyure

En I’absence d’air, la levure fermente : grace a ses enzymes (les zymases), elle
dégrade les sucres simples (en C6) présents dans son milieu de vie, par un métabolisme
fermentatif qui conduit a la formation de gaz carbonique, d’alcool et un peu moins
d’¢énergie, Ce métabolisme fermentatif moins énergétique que le métabolisme oxydatif,
affecte la multiplication cellulaire mais a I'avantage de permettre a la levure de survivre
méme en anaérobiose.[8]

C6H1206 ==========9 2 C02 + 2 C2H50H + 27 kcal
Glucose Gaz carbonique + Ethanol + Energie

1-6 La fermentation en semi-continu et les Parameétres a

controler

Le mode de culture industriellement le plus utilisé pour la production de levures
est le semi- continu. La source de carbone et d’autres nutriments sont ajoutés en continu
sans soutirer de milieu. Le volume de milieu dans le fermenteur augmente donc durant
le procéde.

Ce mode de culture est bien adapté a la production de levures parce qu’il permet
de se maintenir a une faible concentration en glucose et évité ainsi une production
important d’éthanol.

Le contrdle et le suivi en ligne des paramétres de la production de biomasse de
levures pour la panification, peut permettre d’améliorer le rendement et la qualité de
la production. Le contr6le d'une production de levain nécessite une bonne
connaissance de la cinétique du procéde : vitesse de croissance, consommation de
sucres, production de CO, et d'éthanol. Ainsi que d’autres parametres a controlé :
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Le sucre, sous sa forme mélasse, représente le substrat le plus utilisé et le plus
adapté a la production de biomasse ou de levures et sa concentration.

Mesure de conductivité

Mesure d’oxygeéne dissous, OTR, OUR et vitesse Injection d’air dans le milieu
de culture.

Parametres régulés: Température, Agitation, Anti-mousse et pH.
Concentration levure et concentration en éthanol.

DN NN

e Débit d’alimentation[15]

En faisant le bilan en biomasse et en substrat de bioréacteur, on démontre que le
débit de la mélasse répond a la dormule suivant :

_ ,LlXOV()eI'Lt
(Sa —S)Yy/s

Q
Sa : est la concentration en sucre dans 1’alimentation.
S : la concentration en glucose dans le bioréacteur.
Y, /s : Rendement de conversion de glucose en levure.
Q : le débit d’alimentation.
X : concentration de la levure.

u - vitesse spécifique de croissance.

Vo : le volume de milieu dans le fermenteur a t,.

e Paramétres d’aération de fermenteur [15]

La performance maximale d’un procédé de production de levure est souvent
déterminée par la capacité maximale de transfert d’oxygéne du systeme d’aération.

1- Les vitesses de consommation d’oxygene

L’oxygeéne dissous doit étre considéré comme un substrat pour les
microorganismes.

Une loi de type monod généralisée est utilisé pour représenter des limitations a la fois
par la source de carbone et par I’oxygene dissous, ainsi la vitesse spécifique de
croissance u.

_ G1 0,
I’l - .umax (KC;1+G1) (K02+02)

G1 et O, étant les concentrations en glucose et en oxygene dans le milieu K¢, et Ko,
leurs constantes de seuil.
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Le taux de consommation d'oxygéne est notée OUR (oxygen uptake rate)

BgX
Y0,

OUR = qq, =
qo, - Taux spécifique de consommation d'oxygene (mg O, / g de cells .h)

Yy 0, : coefficient de rendement de l'oxygene (g de cells / g O,)

X : la concentration des cellules (g de cells /1)

2- La vitesse de transfert d’oxygéne

La capacité de transfert de I’oxygeéne d’un systeme d’aération est caractérisée par
un coefficient de transfert K; a. La vitesse de transfert par unité de volume de milieu est

alors donnée par I’équation suivante : 7, = K;a(02" — 0;)= OTR

O, * est la solubilité de I’0xygene ou la concentration maximale d’oxygeéne dissous en
équilibre avec la phase gazeuse.

O, la concentration réelle d’oxygeéne dans le milieu.

K;a Coefficient globale de transfére d’oxygene. exprimé en mmoles d’Oz/L/h.atm

3- Les limitations par I’aération de la concentration cellulaire

La relation de base de 1’aération est I’égalisé entre les vitesses de transfert et de

consommation de 1’oxygéne KLa(Oz* -0, ) = Qo,X

La concentration d’oxygene ne doit pas descendre en dessous d’une valeur critique
0,.rix pour éviter des limitations de croissance par oxygeéne.la vitesse maximale de
* - 7
transfert d’oxygéne est égale a KLa(OZ — 02,4, ), ce qui représente une
concentration maximale Xmax .

*

KLa(O2 —Ogzcrit )
Qo

Xmax =

2

11- Les levures ; leurs utilisations en alimentation humain et dans
Pindustrie agro-alimentaires,

11-1- leyure et ’industrie agro-alimentaires

Quel que soit son espece ou le substrat sur lequel elle s’est développée, la
levure-aliment est ainsi définie par la C.C.E : « la levure-aliment est une levure tuée,
privée de pouvoirs fermentaires, séchée, n’ayant subi ni extraction, ni ajout ». [1]

14

——
| —




Quelque soit le substrat envisagé, la production de levures comprendra les
travaux préalables suivants :

- Etude des souches de levures fermentant le composé carboné.

- Analyse de la composition du liquide & fermenter et essais sur fermenteur pilote
pour établir la formule des sels nutritifs complémentaires et des oligoéléments a
apporter pour assurer une production optimale des levures.

11-2- Paramétres influencant I’activité levurienne [8]
e L’hydratation

L’eau facilite I’activité de la levure en améliorant la mobilité¢ des cellules de
levure, en dissolvant les constituants fermentescibles et en assurant le contact entre les
enzyme et le substrat.

La baisse d’hydratation opérée pour maintenir le niveau de consistance
lorsqu’on incorpore certains ingrédients comme la matiére grasse ou le sucre, diminue
I’activité levurienne (=> on augmente ’apport de levure pour compenser cette
diminution d’activité).

e LepH
La plage optimale de pH pour I’activité levurienne se situe entre 4,6 et 6.
Dans les pates ensemencees a la levure, le pH varie de 5,24 5,7.

e Latempérature

L’augmentation de la température, jusque 40°C cependant, accélére la
fermentation des sucres par la levure. A partir de 50°C (début de la cuisson du pain),
I’inactivation des levures commence. En boulangerie francaise, on considere que la
température optimale de fermentation se situe aux environs de 27°C, permettant un
compromis entre la vitesse de fermentation (production de gaz) et la qualité
technologique des pates (texture).

Aux températures basses, proches de 0°C, I’activité est quasiment nulle.
La levure se conserve en congélation, a condition que la congélation soit rapide
(Surgélation). Une partie des levures congelées dans un produit de panification est
cependant détruite en congélation (déshydratation Iétale des cellules par osmose : la
concentration (donc la pression osmotique) du milieu hydrate cristallise (gelé)
augmente et I’eau migre de I’intérieur de la cellule a I’extérieur) notamment les levures
en phase de bourgeonnement (reproduction asexuée) => on augmente les doses de
levure dans les pates destinées a étre congelées pour compenser cette létalité.

e La pression osmotique et la force ionique
Le sel et les sucres augmentent la pression osmotique et modifient (diminuent)
de ce fait I’activité levurienne. Cette augmentation de la pression osmotique conduit a
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la diffusion de I’eau intracellulaire vers 1’extérieur de la cellule, donc a une
déshydratation.

Les sucres cependant, a des doses inferieures a 10%, active la fermentation.
D’autre part, la dissociation du sel dans 1’eau (sous forme ionique Na+ et Cl-), contribue
a diminuer les activités enzymatiques, donc le fonctionnement de la levure.

e La concentration en alcool
L’augmentation de la concentration en alcool au cours de la fermentation
autofreine progressivement 1’activité levurienne.

I11-  Le role de la leyure dans la fabrication du pain

La levure assure la production de gaz carbonique au sein de la pate au cours d’un
processus de fermentation. Ce gaz s’accumule dans des alvéoles qui s’épanouissent
dans la mie au cours de la cuisson. En plus de ces composes majoritaires, éthanol et gaz
carbonique, des alcools supérieurs, des aldéhydes, des esters, des acides... sont formes
en plus petites quantités et participent qualitativement de facon importante et complexe
a la formation des flaveurs et de la saveur du pain.

La production d’énergie au cours de la fermentation augmente de maniére
significative la température des pates (entre 2 et 3°C).

Lors de la fermentation panaire, on considére que le milieu est principalement
anaérobie. Mais au cours du pétrissage, 1’apport d’air et la présence d’oxygene dissous
dans I’eau permettent a la levure de fonctionner en aérobiose (respiration). La
multiplication cellulaire des levures augmente avec I’hydratation des pates. Le facteur
de multiplication est lie a une concentration optimale en levures (il est plus faible
lorsque la concentration en levures augmente, en raison de phénomeénes de concurrence
dans I’utilisation de I’oxygene et des sucres fermentescibles).

Deux catégories de sucres sont disponibles : les sucres directement fermentescibles
contenus dans la farine ou apportes par la formulation et les sucres issus de I’hydrolyse
de I’amidon (amyloses) :

- glucose et fructose sont fermentes trés rapidement

- le saccharose (sucre de la betterave) est hydrolyse en glucose et fructose grace a
I’invertase de la levure.

- Le maltose issu de I’amyloses de I’amidon par les a- et B-amylases de la farine (ou
apportées par la formulation) pénétre dans la levure grace a la maltoperméase de la
levure et est hydrolyse par la maltase de la levure, en glucose.

En fermentation anaérobie 95% des sucres consommes par la levure sont
transformés en CO2 et éthanol, le reste est engagé dans des processus de fermentations
secondaires précurseurs des principaux composes volatils aromatiques (glucose
=>acide pyruvique =» éthanol, acides organiques comme 1’ac. lactique ou encore 1’ac.
acétique, esters et composes carboxyles).[8]
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IVV-  population contaminants altérant la qualité sanitaire et
marchande

Les controles microbiologiques au cours d’une production industrielle peuvent
avoir plusieurs objectifs :

- évaluer la qualité microbiologique ;
- maitriser la qualité et la pureté ;
- évaluer le niveau de contamination.[2]

Au cour de fabrication pourront se développer des levures sauvages ou des bactéries
appartenant aux genres Bcillus et Rarobacter et qui sont capable d’entrainer la lyse de
la levure. La levure peut également contenir des contaminants classiques (coliformes,
parfois bactérie lactique) ainsi que par des germes plus spécifiques qui sont les
« bacilles du pain filant » (Bacillus subtilis et B. licheniformis).[3]

1V-1- Flore totale aérobie mésophile

Il s’agit de I’ensemble des microorganismes capables de se multiplier en
aerobiose a des températures optimales de croissance comprises entre +20°C et
+45°C.

Cette microflore peut comprendre des microorganismes pathogenes pour
I’homme et I’animal mais aussi des microorganismes d’altération varie.

Ainsi, en microbiologie alimentaire, on recherche et dénombrement les
microorganismes aptes a cultiver en 72 heures a 30°C et en gélose pour
dénombrement. Dans ce cas, la flore exigeante n’est pas détectée.

Indice de qualité sanitaire :

En général il n’y a de risque pour la santé du consommateur que si la flore totale
mésophile aérobie est supérieure ou égale a 10° microorganismes/g.

Indicateur de la qualité marchande

La flore totale peut étre considérée comme flore d’altération car la présence
d’une flore mésophile aérobie revivifiable abondante indique un processus de
dégradation en cours. En principe, une flore aérobie mésophile dépassant 10° a 108
microorganismes par gramme provoque une détérioration visible du produit. [2]

1V-2- Coliformes totaux

Selon la norme ISO 4831 JUILLET 1991, le terme coliforme correspond a « des
organismes en batonnets, non sporogenes, a coloration de Gram négative, oxydase
négative, aérobies ou facultativement anaérobies, capable de croitre en présence de sels
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biliaire ou d’autre agents de surface possédant des activités inhibitrices de croissance
similaires, et capables de fermenter le lactose avec production du gaz en 48h ... » [2]

1V-3- Levures sauvages

Les levures sont les plus petits étres vivants présents dans les fruits mdrs mais aussi
dans I’air. On les désigne par ’expression «levures sauvages». Mais 1’industrie
agroalimentaire utilise des types de levure spécialement élevés, des «levures pures» ou
«levures de culture».

1V-4- Moisissures

Les moisissures sont des eucaryotes non photosynthétiques et immobiles. Ils sont
multicellulaires mais la notion de cellule est assez floue car leur structure est
généralement cénocytique.[3]

Elles ne représentent pas un groupe botanique bien défini. Selon littre, elles sont
« I’altération de la chose moisie ».

Nous les définirons comme 1’ensemble des champignons saprophytes une
végétation notable et qui ont de I’importance dans I’industrie humaine.

Elles peuvent étre :

- Nuisible, cas agent d’altération d’aliments ;
- Utiles, cas intervenant dans la production d’aliments.[9]

1V-5-Les normes de levure de boulangerie
On peut indiquer les normes de contaminants suivantes :

- Levures « sauvages » < 1% ;

- Flore aérobie mésophile < 10°/g ;

- Coliformes < 10%/g ;

- Bactéries sporulées aérobies type « pain filant » ou « lyse » < 10%/qg ;
- Absence de germes pathogénes. [3]

V- Méthodes de quantification des populations contaminants

Le principe de ces méthodes s’appuie sur le fait qu’un microorganisme présent dans
un aliment ou dans une suspension de ce produit, mis en culture, dans les conditions
optimales, en milieu solide convenable, s’y développe en formant une colonie ou une
microcolonie. Il s’agit de faire correspondre un microorganisme a une UFC.
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V-1- Méthode standard ; culture dans la masse d’en milieu
gélosé

Méthode ; plate count agar (PCA)[2]
Les étapes de cette méthode sont les suivantes :

- Inoculation de 1 ml de suspension ou de ses dilutions dans le fond d’une boite de
petri. Chaque essai est testé deux fois au minimum ;

- Homogénéisation dans V ml de milieu de culture approprié et maintenu en
surfusion ;

- Incubationat °C pendant x h ;

- Dénombrement des colonies.

V-2- Dénombrement apres cultures

I1 s’agit de mettre en culture sur un milieu solide approprié le produit pour lequel
on souhaite réaliser un dénombrement, le développement des microorganismes dans un
milieu de culture solide donne naissance a des colonies. Une colonie peut étre issue
d’un ou de plusieurs microorganismes forment un amas. Les colonies sont dénombrées
et le résultat est exprimé en nombre d’UFC (unité formant colonie) par mL de
suspension de départ.

Soit nl et n2 colonies dénombrées sur une surface correspondant a vV ml.

Alors N (nombre de microorganismes par ml d’échantillon) s’exprime par :

(nl1+n2)
N=——F
\Y

(2]
V-3- Choix des conditions d’incubation

Le but est d’obtenir un résultat, c’est-a-dire un développement des
microorganismes présent dans des délais relativement brefs, donc d’assurer des
conditions de développement optimal ou des conditions sélectives. [3]

V-3-1- température d’incubation

Les températures sont fixées par des normes établies (exemple : NFV 08019 De
décembre 19851SO 7937) pour chaque dénombrement :

- Flore mésophile aérobie : 30 °C +/- 1°C ;
- Coliformes : 30°C +/- 1°C;
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- Moisissure30°C +/- 1°C;
- Levure sauvage30°C +/- 1°C.
V-3-2- durée d’incubation
Elle varie en fonction du germe et de la technique utilisée pour le
dénombrement.
Une lecture aprés 24 heures permet un résultat des coliformes ;

Certains dénombrement nécessitent une lecture a 3 puis 5 jours : levures et moisissures ;

D’autre dénombrement se lit, aprés une incubation de 72h : Flore mésophile aérobie.

V-4- Qbservations microscopiques

L’observation microscopique se fait a I’état frais. Les bactéries sont vivantes, on
peut alors déterminer des caracteres tels que la morphologie générale, la mobilité et le
groupement ainsi que le type de colonies.

VI1-Les sels nutritifs

Pour son développement la levure de boulanger a besoin de composes carbones
source de carbone et d'énergie, de composes azotes réduits sous forme d’ammonium,
d'éléments minéraux varies, vitamines et facteurs de croissance.

1- L’azote
Le levure possédant une uréase tres active trsformant 1’urée en ammoniac et en
carbonate d’ammonium.

CO,(NH,), + H,0 =& 2 NH; + CO,
CO, + 2 NH; + H,0 & CO; (NH,),

Cette réaction se traduit par une alcalinisation du milieu.[3]

L’azote est généralement fourni et assimilé sous forme d’ions NH,+(ammonium). Pour
leur intégration avec les acide aminés. [9]

Au niveau enzymatique, 1’action des ions ammonium peut s’exercer au niveau du
métabolisme primaire ou de la formation des enzymes du métabolisme secondaire. La
source azotée a aussi une influence sur le pH. L addition répétée d’ions ammonium au
cours d’une fermentation en bioréacteur permet non seulement un controle de 1’apport
azoté mais aussi le maintien du pH. [10]
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2- phosphate

La croissance des microorganismes réclame des concentrations en phosphate variant
entre 0.3 et 300 g/100 ml.

L’étude quantitative du phosphore présent dans un composé organique se fait
habituellement par oxydation en ions orthophosphate que ’on étudie ensuit par
calorimétrie. [4]

C,H,0,P —— (CO; + H;0 + H3PO,.

La réalisation d’une réduction entre le phosphate et le molybdate, forme un corps
chimique dont la coloration bleue qui adsorbe dans I’UV visible a une longueur d’onde
de 660 nm. Cette absorbance est proportionnelle au taux de P,Os.

VI1I- Management de la sécurité

Le codex alimentarius a défini un document qui suit la chaine alimentaire depuis
la production primaire jusqu’au consommateur final, en définissant les conditions
d’hygiéne nécessaires a la production d’aliments sirs a la consommation. Ces codes et
directives spécifiques doivent étre considérés conjointement aux principes genéraux
ainsi qu’avec le systeme HACCP. [7]

HACCP est I’acronyme bien connu de Hazard Analysis Critical Control Point.
En frangais, il s’agit d’un systéme d’analyse des dangers et de point critiques pour leur
maitrise. Cette méthode est devenue, au plan mondial, synonyme de la sécurité des
aliments. A 1’origine, le concept du HACCP a été développé comme un systéme de
sécurité microbiologique au début du programme spatial américain, dans les années 60,
pour garantir la sécurité des aliments pour les astronautes. Le systeme d’origine a été
concu par Pillisbury Company, en coopération avec la National Aerautic and Space
Administration (NASA) aux Etat-Unis et les laboratoires de I’armée américaine. [7]

VII-1- Plan HACCP

Chague établissement doit mener une évaluation du risque compléte pour tous
ses procédeés et produits. Grace a cette évaluation, I'établissement peut recenser et
maitriser efficacement tous les dangers présents en ses murs.

Un plan HACCP est un document éecrit congu conformément aux étapes ci-dessous
afin d'assurer la maitrise des dangers associés a la salubrité des aliments dans un
établissement.

L'élaboration de chaque plan HACCP comprend douze étapes, que Voici :

1. Constitution de I'equipe HACCP ;
2. Description du produit et de l'utilisation prévue ;
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Enumération des ingrédients et des matériaux recus de I'extérieur ;

Réalisation d'un diagramme de production et confirmation de son exactitude ;
Réalisation d'un schéma des opérations et confirmation de son exactitude ;
Recensement et analyse des dangers (principe 1) ;

Détermination des points critiques a maitriser (CCP) et des autres mesures de
contréle, c.-a-d. les mesures de contrdle du processus (CP) et les programmes
prealables (PP) (principe 2) ;

8. Détermination des limites critiques pour les CCP (principe 3) ;

9. Détermination des procedures de surveillance des CCP (principe 4) ;

10. Détermination des procédures de rectification pour les CCP (principe 5) ;

11. Détermination des procédures de Vérification pour les CCP (principe 6) ;

12. Détermination des procédures de tenue de dossiers concernant les CCP (principe
7).

No ok ow

Les étapes 1 a 5 sont des étapes préliminaires a I'analyse des dangers. Les étapes 6
a 12 integrent les sept principes HACCP élaborés par la Commission du Codex
Alimentarius.
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Partie 11 :

Partie pratique




Partie 11 ; Etudes pratiques

L’objectif de notre travail est de faire un suivi physico-chimique et
microbiologique des sels et de Vérifier les principes de PP et HACCP pour la
revalidation du HACCP dans les circuits des sels nutritifs de sa réception a la
fermentation au sein de la société LESAFFRE Maroc.

I- Les sels nutritifs
I-1- L urée

L’urée est fabriquée en faisant agir I’ammoniac (NH3) avec CO2 sous pression.
2 NH3z + CO2 =======> CO(NH2)2 + H20

Puisque I’azote est combiné avec le carbone, I’urée est une source organique d’azote,
qui se présente sous forme des granules sphériques blancs, fin, ininflammable, sans
odeur.

Poids moléculaire : 60,05539g/mol

Formule : CO(NH>).

Contient : 46% N>

L’urée contient 46% la teneur la plus élevée en azote de tous les engrais solides
communs, ainsi il est moins hygroscopique et moins corrosive.
Conditionnement : sac de 50kg

YV V VYV

A\

|-2- sulfate d’ammonium

Le sulfate d’ammonium est un sel trés pur. Il résulte de la réaction entre
I’ammoniac et I’acide sulfurique, qui se présente sous forme d’une poudre blanche
cristalline, fine, ininflammable sans odeur.

2 NH3 + H2SO4 =======9 (NH4)2SOa.

» Poids moléculaire : 132,1g/mol

Formule : (NH2)2SO4

Contient 21% N2

Le sulfate d’ammonium est utilis€ pour sa teneur en azote ammoniacal. Ce
composé est indispensable a la biosynthése des protéines pariétales
indispensables au transfert des sucres de I’intérieur vers I’extérieur de la cellule.

YV V V

Privés d’azote, les levures ne peuvent pas se multiplier.

1-3- Monoammonium phosphate

Produit de la réaction d’une molécule d’ammoniac avec une molécule d’acide
phosphorique

NH3 + H3PO4 ======9 NHsH2PO4
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» Poids moléculaire : 132g/mol

» Formule : NH4H2PO4

» Contient : 12% de N2 et 63% de P20s

» Le MAP est utilisé pour sa teneur élevé en phosphore.

I1-4- Les étapes du traitement des sels nutritifs

Cuve de préparation

Fermenteur

Figure 5:schéma du circuit de préparation des sels nutritif

% Réception et Stockage
Les sels, proviennent de différents fournisseurs du Maroc par des camions, sont
suivi un contrdle du teneur en azote et phosphore pour le monoammonium phosphate,
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et ’azote pour 1’urée et sulfate d’ammonium, pour s’assurer qu’ils réponses aux
exigences du cahier de charge.

Apreés on stock les sels dans un dép6t a I’abri de la lumiére et exempt d’odeur.

+«» Dilution
Afin d’obtention des concentrations des sels souhaitée différents dilutions sont
réalisées.

Les sels bruts se mélangent avec 1’eau dans des bacs ayant des volumes différents :

+¢ Pour I'urée on met 45 sacs de 50 kg dans un volume d’eau de 10000L.

¢ Pour le sulfate d’ammonium on met 25 sacs de 50 kg dans un volume d’eau de
6000L.

% Pour le Monoammonium phosphate, on met 50 sacs de 25 kg dans un volume d’eau
de 10800L.

% Chloration
La chloration est 1’action de désinfecter avec des produits chlorés (eau de javel).
Ce composé contient des atomes de chlore, qui a des propriétés rémanentes. Ce qui
signifie que son action désinfectante est valable tout le long de la préparation des sels.

On effectue la chloration au moment de préparation des sels nutritifs par I’ajout
d’un volume d’eau de javel afin d’éviter toute contamination des solutions.

+ Filtration
Avant le transfert au bac du stockage la solution diluée traverse un filtre qui
contient des pores trés fines afin d’éliminer les impuretés.

% Refoulement :
Le refoulement de la solution diluée s’effectue par les pompes centrifuges.

%+ Stockage des sels dilués
Apres I’¢élimination de la partie sursaturation, on transfert la partie soluble au
bac de stockage.
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I1- Matériel et méthode

11- 1- les analyses physic
Au cours de différentes étapes|de contréles des sels nutritifs au sein de la société

LESAFFRE Maroc, quelques parametres pnysico-chimiques font I’objet d’une analyse
tels que :

- Dazote ;
- le phosphate P,Os ;

- pH et conductivité.

11-1-1- Dosage d’azote

La principale méthode utilisée pour le dosage de I’azote est fondée sur le procédé
de Kjeldahl.

Dans la méthode de Kjeldahl, 1’azote organique est transformé en hydrogénosulfate
d’ammonium par action d’acide sulfurique concentré, et on mesure la quantité
d’ammoniac libérée par le sel d’ammonium. [4]

% la méthode de Kjeldhal
v Principe :
L’azote organique est transformé en azote minéral, sous forme ammoniacale

(NH4)2S02, par action oxydante de 1’acide sulfurique H2SO4 a 98% et a chaud en
présence d’un catalyseur.

L’ammoniaque formé est déplacée par une base forte NaOH a 30% en exces et

entrainé par distillation dans 1’acide borique H3BO3 a 2% en exces a fin de piéger
I’ammoniac.

Le borate d’ammonium formé est dosé¢ par H2SO4 a 0.05 N.

v Minéralisation :
e Prélever 20ml de chague solution et mettre dans les matras
e Ajouter 5ml de H2SO4 concentré a 98% a I’aide d’une dispensent;
e Ajouter ¥2 comprimé du catalyseur de Kjeldhal ;

e Poser les tubes d’évacuation avec les joints sur les tubes de digestion et les
livrer par des pinces.
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Figure 6:/’appareil de minéralisation

v" Distillation et titration:

Aprés minéralisation (1heure) et refroidissement, ajuster a 100 ml une fiole jauge
avec eau distillée ;

e Prélever 50ml de cette solution et mettre dans les matras,

e Placer le tube dans le distillateur ;

e Ajouter 20ml de la soude a 30% dans le matras et 20 ml de I’acide borique a
2% dans le bécher de BUCHI;

e Régler le temps de distillation a 4min ;

e Démarrer la distillation ;

Figure 7:0’appareil de distillation

Déplacement par la soude en exces :
(NH2)2SOs4+ 2NaOH ——»  2NHs3 + Naz2S04 + 2 H20

Entrainement par distillation dans 1’acide borique en exces
3NH3+H3:BO3 ——» (NH4)3BOs
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v' Titrage en retour :

Titrer le distillat récupéré avec H2SO4 0.05N a I’aide d’un titreur automatique
tout en introduisant 1’électrode du pH-métre (pour lire le pH) dans le bécher tout en
agitant par agitateur magnétique
(NH4)3BO3+3/2 H2SOs —  3/2 (NH4)2SO4 + H3BO3

v' Calcul :

% azote total = V.T (H,SO4) * 0,07 / PE

V.T= volume de titration en ml.

P.E = Prise d’essai en g.

11-1-2- Dosage de taux du phosphore

v Préparation
Prélever 20ml de la solution obtenue aprés dilution, et ’introduire dans une fiole de
50ml, puis on ajoute:

e 4ml de METOL a 2%.

e 4ml d’héptamolibdate d’ammonium.

e 2ml de bisulfite de sodium a 35%.
Et on compléte au trait de jauge par 1’eau distillée.

On obtient un complexe bleu « phosphomolibdate d’ammonium », qu’on va laisser
reposer une demi-heure avant la lecture de 1’absorbance dans un spectrophotométre a
une longueur d’onde de 660nm.

v' Calcul :
%P205= A*K*O,S/P.E

11-1-3- Dosage de pH et conductivité
0:0 pH

Le pH du mélange est mesuré par un pH-metre.
Déposer la solution dans un bécher, puis Introduire la sonde de mesure dans le
bécher, aprés Lire le pH-métre.

+» Conductivite
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La conductimétrie est une technique consistant a mesurer la conductance,
inverse de la résistance électrique R d'un certain volume de solution.

Pour effectuer cette mesure, on plonge dans la solution une cellule de
conductimétrie.
11-2- les analyses microbiologiques

11-2-1- Preparation des milieux (annexe)

e Gélose nutritive gélosé (GNG) ;
e Désoxycholate lactose agar ;

e Lysine.

11-2-2- Analyses effectué

Les analyses microbiologique effectué sont :

Tableau 2:les analyses microbiologiques

Bactérie Milieu de culture T° d’incubation | Tps d’incubation
Bactérie totales GNG: 30°C 72h
Coliformes totaux | Désoxycholate lactose agar | 30°C 24h
Levures sauvages | Lysine 30°C 72h
Moisissures Lysine 30°C 72h

11-2-3- Mode opératoire
Technique d’ensemencement dans la masse ; [2]

- Marquage des boites de Petri vides ;

- Homogénéisation des dilutions ;

- A l’aide d’une pipette stérile de 1 ml, transférer aseptiquement, 1 ml du produit
sous forme de gouttes dans le fond de chacune des boites Petri ;

- Couler dans la zone d’aseptise 15 ml de milieu maintenu a 47 °C dans chaque
boite Petri, cette addition doit avoir lieu au plus tard 15 min aprées le dépdt des
gouttes ;

- Meélanger I’inoculum au milieu, par rotaion délicate dans les deux sens ;

- Laisser le milieu prendre en masse ;

- Une fois le milieu solidifié, retourner les boites et les incuber dans 1’étuve a la
température convenable pendant le temps indiqué.

- Lecture et Dénombrement.
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Nous avons effectué des analyses physico-chimiques et microbiologiques aux
différents stades de chaine de traitement des sels nutritifs :au cour de préparation des sels,
au stade de stockage a 4°C et a I'entrée de fermenteur.

e Préparation

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution de
I’urée au stade de préparation sont les suivants :

Tableau 3: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
d’Urée au stade de préparation

Les analyses Microbiologiques Physicochimiques
FMA | Coliformes  Levures Moisissures Azote pH Conductiv
T totaux sauvages g/100ml ité
(uS/cm)

10/02/14 = Préparation @ PC* PC PC PC 8.89 8.19 170
11/02/14  Préparation PC PC PC PC 9.50 8.12 172
12/02/14 = Préparation PC PC PC PC 9.10 7.96 169
13/02/14 = Préparation PC PC RE@ PC 9.20 8.06 168
14/02/14 = Préparation PC PC PC PC 9.20 7.88 171
17/02/14  Préparation PC PC PC PC 9.70 7.94 169
18/02/14 = Préparation @ PC PC PC PC 9.60 7.83 165
19/02/14 = Préparation PC PC PC PC 9.40 9.13 168
20/02/14 = Préparation @ PC PC PC PC 9.60 8.99 170
21/02/14 = Préparation PC PC PC PC 9.80 8.96 172
24/02/14 | Préparation PC PC PC PC 9.30 9.15 172
25/02/14 = Préparation PC PC PC PC 9.70 9.02 170
26/02/14 = Préparation | PC PC PC PC 9.50 8.86 169
27/02/14 = Préparation @ PC PC PC PC 9.30 8.88 168
28/02/14 = Préparation | PC PC PC PC 9.50 8.90 169
min 8,89 7,83 165

max 9,80 9,15 172

Moyenne 9,42 8,52 169,46
écart-type 0,25 0,52 1,88

*PC : pas de contamination
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Les analyses

10/02/14
11/02/14
12/02/14
13/02/14
14/02/14
17/02/14
18/02/14
19/02/14
20/02/14
21/02/14
24/02/14
25/02/14
26/02/14
27/02/14
28/02/14

e Stock

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution de

’urée au stade de stockage sont les suivants :

Tableau 4: résultats d analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution

d’Urée au stade de stockage

Microbiologiques

FMAT Coliformes Levures Moisissures

totaux sauvages

Stock | PC* PC PC PC
Stock  PC PC PC PC
Stock | PC PC PC PC
Stock  PC PC PC PC
Stock | PC PC PC PC
Stock  PC PC PC PC
Stock | PC PC PC PC
Stock  PC PC PC PC
Stock | PC PC PC PC
Stock  PC PC PC PC
Stock | PC PC PC PC
Stock  PC PC PC PC
Stock | PC PC PC PC
Stock  PC PC PC PC
Stock | PC PC PC PC
min
max
Moyenne
écart-type

*PC : pas de contamination
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Azote
g/100ml

8.85
9.30
9

9.10
9.20
9.50
9.40
9.20
9.20
9.50
9.10
9.40
9.50
9.20
9.40

Physicochimiques

8,85
9,50
9,26
0,19

pH

8.19
8.15
7.96
8.15
7.88
7.98
7.83
9.2

8.99
8.96
9.19
9.02
8.91
8.92
8.94

7,83
9,20
8,54
0,52

Conductivité
(uS/cm)

170
171
169
167
170
169
165
166
170
172
171
170
168
167
168

—

165
172
168,87
1,99




e Fermenteur

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution de

I’urée au stade de fermenteur sont les suivants :

Tableau 5: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution

d’Urée au stade de fermenteur

Les analyses

10/02/14
11/02/14
12/02/14
13/02/14
14/02/14
17/02/14
18/02/14
19/02/14
20/02/14
21/02/14
24/02/14
25/02/14
26/02/14
27/02/14
28/02/14

FMAT Coliformes

Fermenteur PC*
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC
Fermenteur PC

Microbiologiques

*PC : pas de contamination

Physicochimiques

Levures = Moisissures Azote pH Conductivité
totaux sauvages g/100ml (1 S /CM)

PC PC PC 8.80 8.23 169
PC PC PC 9 8.18 170
PC PC PC 8.90 7.96 169
PC PC PC 9 8.17 166
PC PC PC 9.10 7.93 168
PC PC PC 9.30 8 168
PC PC PC 9.20 7.83 165
PC PC PC 9.10 9.40 164
PC PC PC 9.20 8.99 170
PC PC PC 9.50 8.99 171
PC PC PC 9.10 9.19 171
PC PC PC 9.10 9.12 169
PC PC PC 9.20 8.91 168
PC PC PC 9.10 8.97 166
PC PC PC 9.40 8.98 167
min 8,80 7,83 164

max 9,50 9,40 171

Moyenne 9,13 8,59 168,07
écart-type 0,18 0,55 2,12
()




10/02/14
11/02/14
12/02/14
13/02/14
14/02/14
17/02/14
18/02/14
19/02/14
20/02/14
21/02/14
24/02/14
25/02/14
26/02/14
27/02/14
28/02/14

111-2- Mono-ammonium phosphate
e Preéparation

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution du
Mono-ammonium phosphate au stade de préparation sont les suivants :

Tableau 6: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution
de MAP au stade de préparation

Les analyses Microbiologiques Physicochimiques
FMAT  Coliforme Levures Moisissures Azote P,Os pH
s totaux sauvages g/100ml  g/100ml

Préparation | PC* PC PC PC 1,35 6,55 4,13
Préparation = PC PC PC PC 1,28 7,77 4,28
Préparation @ PC PC PC PC 1,30 7,73 4,88
Préparation PC PC PC PC 1,38 6,72 4,76
Préparation @ PC PC PC PC 1,29 6,80 4,30
Préparation PC PC PC PC 1,30 7,77 4,36
Préparation @ PC PC PC PC 1,34 6,94 4,26
Préparation PC PC PC PC 1,30 6,80 4,66
Préparation @ PC PC PC PC 1,29 7,71 4,36
Préparation PC PC PC PC 1,33 6,92 4,42
Préparation @ PC PC PC PC 1,30 6,82 4,40
Préparation PC PC PC PC 1,24 6,82 4,36
Préparation @ PC PC PC PC 1,40 6,93 4,75
Préparation @PC PC PC PC 1,50 6,55 4,76
Préparation @ PC PC PC PC 1,30 7,77 4,82
min 1,24 6,55 4,13

max 1,50 7,77 4,88

Moyenne 1,33 7,11 4,50

écart-type 0,06 0,48 0,24

*PC : pas de contamination

Conductivité 102
(uS/cm)
488
561
492
491
497
555
521
513
495
497
490
531
527
522
513
488
561
512,87
23,37
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e Stock

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution du
Mono-ammonium phosphate au stade de stockage sont les suivants :

Tableau 7: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution de
MAP au stade de stockage

Les analyses Microbiologiques Physicochimiques
FMAT  Coliforme Levures Moisissures Azote P,O¢ pH Conductivit
s totaux sauvages g/100ml g/100ml 102 (uS/cm)

10/02/14 Stock pC* PC PC PC 1,33 6,53 4,17 484
11/02/14 Stock PC PC PC PC 1,26 7,74 4,28 561
12/02/14 Stock PC PC PC PC 1,30 7,72 4,91 490
13/02/14 Stock PC PC PC PC 1,36 6,70 4,79 490
14/02/14 Stock PC PC PC PC 1,28 6,79 4,34 496
17/02/14 Stock PC PC PC PC 1,29 7,76 4,37 553
18/02/14 Stock PC PC PC PC 1,33 6,92 4,30 518
19/02/14 Stock PC PC PC PC 1,30 6,80 4,66 513
20/02/14 Stock PC PC PC PC 1,27 7,70 4,36 494
21/02/14 Stock PC PC PC PC 1,31 6,90 4,45 497
24/02/14 Stock PC PC PC PC 1,28 6,80 4,43 489
25/02/14 Stock PC PC PC PC 1,23 6,82 4,37 530
26/02/14 Stock PC PC PC PC 1,37 6,92 4,77 523
27/02/14 Stock PC PC PC PC 1,48 6,53 4,78 523
28/02/14 Stock PC PC PC PC 1,27 7,74 4,87 507

min 1,23 6,53 4,17 484

max 1,48 7,76 4,91 561

Moyenne 1,31 7,09 4,52 511,20
écart-type 0,06 0,48 0,25 23,58

*PC : pas de contamination
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e Fermenteur

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution du

Mono-ammonium phosphate au stade de fermenteur sont les suivants :

Tableau 8: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution de

MAP au stade de fermenteur

Les analyses

FMAT Coliformes
totaux
10/02/14 | Fermenteur  PC* PC
11/02/14 = Fermenteur PC PC
12/02/14  Fermenteur PC PC
13/02/14  Fermenteur PC PC
14/02/14  Fermenteur PC PC
17/02/14 = Fermenteur PC PC
18/02/14 = Fermenteur PC PC
19/02/14 = Fermenteur PC PC
20/02/14 = Fermenteur PC PC
21/02/14  Fermenteur PC PC
24/02/14 = Fermenteur PC PC
25/02/14  Fermenteur PC PC
26/02/14 = Fermenteur PC PC
27/02/14  Fermenteur PC PC
28/02/14 = Fermenteur PC PC

*PC : pas de contamination

Microbiologiques

Levures
sauvages
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
min
max
Moyenne
écart-type

——

Moisissures

Azote
g/100ml

1,30
1,26
1,29
1,35
1,28
1,29
1,32
1,28
1,27
1,31
1,28
1,22
1,37
1,45
1,22
1,22
1,45
1,30

0,06

Physicochimiques

P,Os pH

g/100ml

6,52 4,19
7,74 4,28
7,72 4,92
6,68 4,81
6,78 4,36
7,75 4,38
6,91 4,31
6,77 4,70
7,69 4,37
6,90 4,45
6,80 4,43
6,82 4,39
6,92 4,77
6,50 4,80
7,72 4,89
6,50 4,19
7,75 4,92
7,08 4,57
0,48 0,255
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Conductivité

102 (uS/cm;
483
561
490
487
495
551
517
500
492
497
489
529
523
521
503
483

561
509,20

23,81




e Preéparation

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution du
Sulfate d’ammonium au stade de préparation sont les suivants :

Tableau 9: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution de sulfate
d'ammonium au stade de préparation

Les analyses Microbiologiques Physicochimiques
FMAT  Coliformes Levures  Moisissures Azote pH Conductivité
totaux sauvages g/100ml 102 (uS/cm)
10/02/14 | Préparation @ PC* PC PC PC 3,60 6,72 188
11/02/14 = Préparation PC PC PC PC 3,89 6,87 180
12/02/14 | Préparation PC PC PC PC 3,81 6,83 183
13/02/14 = Préparation PC PC PC PC 3,92 6,68 190
14/02/14 | Préparation PC PC PC PC 3,97 6,66 193
17/02/14 = Préparation PC PC PC PC 3,97 6,71 189
18/02/14 | Préparation PC PC PC PC 3,82 6,75 183
19/02/14 = Préparation PC PC PC PC 4,00 6,70 185
20/02/14 = Préparation @ PC PC PC PC 3,70 6,83 179
21/02/14  Préparation PC PC PC PC 4,01 6,79 182
24/02/14 = Préparation @ PC PC PC PC 3,91 6,72 189
25/02/14  Préparation PC PC PC PC 3,76 6,69 192
26/02/14  Préparation PC PC PC PC 3,88 6,71 190
27/02/14  Préparation PC PC PC PC 3,80 6,67 193
28/02/14 = Préparation @ PC PC PC PC 3,95 6,72 188
03/03/14  Préparation PC PC PC PC 3.70 6.68 189
07/03/14  Préparation @ PC PC PC PC 3,92 6.68 192
13/03/14 = Préparation PC PC PC PC 3,76 6.69 179
14/03/14 | Préparation PC PC PC PC 3,88 6.71 188
20/03/14  Préparation PC PC PC PC 3,76 3.76 184
min 3,60 6,66 179
max 4,01 6,87 193
Moyenne 3,87 6,74 186,93
écart-type 0,12 0,06 4,62

*PC : pas de contamination
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Sulfate d’ammonium au stade de stockage sont les suivants :

Stock

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution du

Tableau 10: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution de
sulfate d'ammonium au stade de stockage

Les analyses

10/02/14 = Stock

11/02/14
12/02/14
13/02/14
14/02/14
17/02/14
18/02/14
19/02/14
20/02/14
21/02/14
24/02/14
25/02/14
26/02/14
27/02/14
28/02/14
03/03/14
07/03/14
13/03/14
14/03/14
20/03/14

Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock

Microbiologiques
Levures
sauvages

FMAT  Coliforme

s totaux
pC* PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
PC PC
40 PC
PC PC
3 PC
19 PC
PC pc

*PC : pas de contamination

PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC

pc

——

min

max

Moyenne
écart-type
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Moisissures

PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC

pc

Azote

g/100ml
3,59
3,87
3,80
3,91
3,96
3,96
3,80
4,00
3,70
4,00
3,90
3,76
3,87
3,79
3,94
3.69
3,90
3,73
3,84
3,75

3,59

4

3,86

0,12

Physicochimiques

pH

6,73
6,90
6,85
6,69
6,68
6,72
6,77
6,70
6,83
6,80
6,73
6,69
6,75
6,69
6,75
6.68
6.66
6.69
6.70
3.76
6,68
6,90
6,75
0,07

Conductivité
102 (uS/cm)
187
177
182
190
192
189
182
185
179
181
190
192
188
191
186
188
190
179
186
184
177
192
186,07
4,86

—




e Fermenteur

Les résultats microbiologiques et physicochimiques effectué sur la solution du
Sulfate d’ammonium au stade de fermenteur sont les suivants :

Tableau 11: résultats d’analyses physico-chimiques et microbiologiques de la solution de
sulfate d'ammonium au stade de fermenteur

Les analyses

10/02/14 ' Fermenteur
11/02/14  Fermenteur
12/02/14  Fermenteur
13/02/14  Fermenteur
14/02/14  Fermenteur
17/02/14  Fermenteur
18/02/14  Fermenteur
19/02/14  Fermenteur
20/02/14 = Fermenteur
21/02/14 = Fermenteur
24/02/14 = Fermenteur
25/02/14 = Fermenteur
26/02/14 = Fermenteur
27/02/14  Fermenteur
28/02/14 = Fermenteur
03/03/14 = Fermenteur
07/03/14 = Fermenteur
13/03/14  Fermenteur
14/03/14  Fermenteur
20/03/14  Fermenteur

Microbiologiques

FMAT @ Coliformes

pPC*
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
40
45
3
19

pc

PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC

pc

*PC : pas de contamination

totaux

Levures
sauvages

PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC

pc

min
max

Moyenne

écart-type

——

Moisissures

PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC

pc

Azote

g/100ml
3,59
3,87
3,80
3,90
3,96
3,96
3,80
3,99
3,69
4,00
3,90
3,75
3,87
3,79
3,93
3.68
3,90
3,72
3,83
3,75

3,59

4

3,85

0,12

Physicochimiques

pH

6,73
6,90
6,85
6,70
6,68
6,72
6,77
6,72
6,85
6,80
6,73
6,72
6,75
6,69
6,79
6.68
6.66
6.69
6.70
6.76
6,68

6,90
6,76

0,06

Conductivité
102 (uS/cm)

187
177
182
188
192
189
182
181
176
181
190
190
188
191
182
187
190
178
184
182

176
192
184,85

6,15
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IV-Interprétation
IV-1- Urée

Si dissous les histogrammes de la variation de la teneur d’azote, du pH et de
conductivité dans la solution d’azote en fonction de stade de préparation des sels nutritifs.

Teneur d'azote dans I'Urée g/100m|

10,2
10

I Préparation
s Stock

I fermenteur

moyenne

max

— TN

Figure 8:Histogramme de la variation du teneur d'azote g/100ml dans la solution de
['urée en fonction de stade de préparation
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Figure 9:Histogramme de la variation de pH dans la solution de [ 'urée en fonction de
stade de préparation
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Conductivité uS/cm

174
172
170
168 I Préparation
166 mm Stock

s Fermenteur

162 moyenne

160

Figure 10:Histogramme de la variation de conductivité en uS/cm dans la solution de
['urée en fonction de stade de préparation

On remarque que la teneur de 1’azote dans la solution de 1’urée est variable sans
dépasser les limites supérieur ou inférieur qui sont fixés entre 9-10g/100ml de solution.
Pour le méme échantillon nous avons remarqué un certains diminution de teneur d’azote
au cour du temps qui est bien observé entre les différentes étapes de circuit des sels
nutritifs. Le pH est stable au cour du temps par contre on remarque certain fluctuation
de conductivité, mais il reste proche a celle de 1’eau car I'urée est un sel organique qui
ne se présente pas sous forme ionique. Aussi aucune contamination n’a été détectée
dans le circuit de urée qui confirme qu’il est conforme a I’exigence €t au norme.

1V-2- Mono-ammonium phosphate

Si dessous les histogrammes du variation du teneur d’azote, du P,Os, du pH et de

conductivité dans la solution d’"MAP du sa préparation jusqu’au le stade de fermentation.
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Teneur d'azote dans le MAP g/100ml
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Figure 11:Histogramme de la variation du teneur d'azote en g/100ml de solution de
MAP en fonction de stade de préparation
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Figure 12:Histogramme de la variation du teneur P,Os en g/100ml de solution de

MAP en fonction de stade de préparation
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Figure 13: Histogramme de la variation de pH dans la solution de MAP en fonction
de stade de préparation
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Figure 14: Histogramme de la variation de conductivité en uS/cm dans la solution de
MAP en fonction de stade de préparation

On remarque que la teneur de 1’azote et P,O5 dans la solution de MAP sont
variables mais sans dépasser les limites supérieur, ou inférieur, qui sont fixés entre 1.2-
1.5g/100ml pour I’azote et 6.5-7.89/100ml de solution pour le P,Os. Pour le méme
échantillon nous avons remarqué un certains diminution de teneur (ﬁa{ote et P,Os; au
cour du temps |W,QB #Wﬂ%ﬁéﬁ@éﬁrq%;des&els nutritifs.

\hal?
Ve
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Le pH est stable au cour du temps par contre on remarque certain fluctuation de
conductivité, mais il reste inconsidérable. Aussi aucune contamination n’a été détectée
dans le circuit de MAP qui confirme qu’il est conforme a 1’exigence et au norme.

1V-3- Sulfate d’ammonium

Si dessous les histogrammes du variation du teneur d’azote, du pH, de conductivité
et de charge microbiennes dans la solution de sulfate d’ammonium du sa préparation
jusgu’au le stade de fermentation.

teneur d'azote en g/100ml

4,2
4,1
4
3,9 I Préparation
3,8 mm Stock
3,7 I fermenteur
3,6
moyenne
3,5
— N AX
3,4
3[3 — N
™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™
O O O O O O O QO QO O QO O
v v v v v v v v v v v v v v v
NS AR N A Y NN\ LN N\ S I A S Y A 14
@. NN. 0. Nf)’. '»v. é\. &. @. '_»Q. ri\" ’»v. ff). ’»b. ’{\. ’tb.

Figure 15: Histogramme de la variation du teneur d'azote en g/100ml dans la
solution de sulfate d'ammonium en fonction de stade de préparation
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Figure 16: Histogramme de la variation de pH dans la solution de sulfate
d'ammonium en fonction de stade de préparation
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Figure 17: Histogramme de la variation de conductivité en uS/cm dans la solution de
sulfate d'ammonium en fonction de stade de préparation
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Résultats des analyses microbiologiques en UFC
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Figure 18: Histogramme de résultats des analyses microbiologique en UFC en
fonction de stade de préparation

On remarque que la teneur de I’azote dans la solution de sulfate d'ammonium
est variable sans dépasser les limites supérieur ou inférieur qui sont fixés entre 3.6-
4.19/100ml de solution. Pour le méme échantillon en remarque un certains diminution
de teneur d’azote au cour du temps qui est bien observé entre les différents étapes de
circuit des sels nutritifs. on remarque certain fluctuation de pH et da conductivité qui
reste inconsidérable. Aussi des contaminations été détectée dans le circuit de sulfate
d'ammonium, au stade de stockage le 03/03/14, qui ont été poussé sur le milieu GNG.
Et par une observation microscopique on a pu déterminer qu’ils sont des Bacillus.

Figure 19: Photo de la Bacillus[2]

Notre recommandation était d’arréter le travail avec ce bac et de faire
nettoyer soigneusement le circuit. Le 13-03-14 nous avons détecter de nouveau une
contamination par le Bacillus. Cette fois notre recommandation était de faire un
nettoyage complait de circuit de sulfate d’ammonium et un arrét temporaire qui a duré
5 jours.
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V-  Management de la sécurité

Les bonnes pratiques d’hygiéne (BPH) concernent I’ensemble des opérations
destinées a garantir I’hygiéne, ¢’est-a-dire la sécurité et la salubrité des aliments, Les
bonnes pratiques d’hygiéne comportent des opérations dont les conséquences pour le
produit fini ne sont pas toujours mesurables,

V-1- Engagement et politique qualité

La Direction de la société LESAFFRE s’engage a définir une politique basée sur la
qualité, la sécurité et I’hygiéne des denrées alimentaires. De ce fait, la maitrise des
risques alimentaires est fondée sur la méthodologie HACCP définie par le Codex
Alimentarius.

Le Responsable Qualité a la responsabilité de la gestion du systéme de management
de la qualité et de la sécurité des denrées alimentaire. Il lui est accordé 1’indépendance
organisationnelle nécessaire pour identifier et évaluer tous les problémes liés a la
sécurité alimentaire et & 1’organisation de I’entreprise. Il est également responsable de
la vérification des actions préventives et correctives entreprises dans les délais impartis
et d’en vérifier I’efficacité.

La Direction reconnait sa responsabilité dans le fait de supporter et d’assurer
I’application des regles mises en place. Aussi, 1’ensemble du personnel a la
responsabilité de se tenir informe, de connaitre et de maintenir les exigences décrites
dans les procédures qui ont trait a leur domaine et leurs compétences.

V-2- Gestion du manuel qualité

La rédaction du manuel Qualité est en charge du responsable qualité, il est
également chargé de son actualisation et de sa diffusion.

Chaque membre du personnel a acces au manuel qualité. Pour ce faire, un
exemplaire est disponible sur le réseau informatique interne et un exemplaire est
également disponible auprés du responsable qualité. Le manuel qualité est également a
disposition des clients et fournisseurs sur simple demande aupres du responsable
qualité.

V-3- Equipe HACCP
MR. A.BENANI responsable de qualité.
EL HASSOUNI ASMAE stagiaire.

V-4- Diagnostic des programmes préalables

Avant d'élaborer ses plans HACCP, l'établissement doit élaborer et mettre
en oeuvre des programmes préalables pour aider a limiter I'introduction possible de
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dangers pour la salubrité des aliments produits due a I'environnement de travail et aux
pratiques opérationnelles.

Les programmes préalables doivent étre mis par écrit, mis a jour chaque fois que des
modifications y sont apportées et réévalués au moins tous les ans. Ils contiennent six
rubriques:

- Hygiéne des locaux ;

- Hygiéne des équipements ;

- Hygiéne du personnel ;

- Hygiéne du transport et du stockage ;

- Assainissement et lutte contre les nuisible ;
- Procédure de rappel.

V-4-1- Analyse de conformité

1-  Check-list (annexe)

Une tournée d’observation a été menée a I’intérieur de 1’usine afin de vérifier
I’application des exigences de la check-list au sein de cette derniere, des remarques on
été rassemblées afin d’étudier la conformité des points déja cités. Les points de
chaque chapitre ont été jugé par rapport aux exigences de la fagons suivante :

- Satisfaisant : si le but de I’exigence est bien respecté, comme il est décrit sur la
check-list.

- Non satisfaction : si ’exigence n’est pas respecté ou si le critére audité répond
mais pas totalement au but de I’exigence décrit sur la check-list afin de prendre
en considération les failles du systéeme des préalables de la société.

- Non applicable : si I’exigence n’a pas de lien avec le domaine d’activité de la
sociéte, ou si exigence est jugé non nécessaire. Dans ce cas une justification est
ntée sur la check-list.

Pourcentage de satisfaction

Nombre de critére= nombre de critére total — critéres non applicables.

Tableau 12:pourcentage de satisfaction des programmes préalables

Eléments % de conformité Objectif
Etablissement : conception et 93% 100%
installation.

Etablissement : entretient et 91% 100%
assainissement

Etablissement : hygiéne corporelle 100% 100%
Transport 100% 100%
Formation 100% 100%
(14.1) (11.1)

(%)




Les résultats de la tournée d’observation qui a était menée a I’intérieur de
I’'usine afin de vérifier I’application des exigences de la check-list sont résumés sous
forme de diagramme de radar.

Etablissement :
conception et
installation.

Etablissement :
entretient et
assainissement

Formation

Etablissement : hygiéne

Transport
corporelle

Figure 20: diagramme radar du % de conformité par chapitre.

Interprétation du resultat :
D’aprés le diagnostic préliminaire du diagramme radar, on constate :

- Le chapitre établissement : entretient et assainissement ne satisfait que de 91%
les exigences citées sur la check- list, c’est le plus faible degré de satisfaction.

- Le chapitre établissement : conception et installation satisfait moyennement les
exigences de la check-list.

- Les autres chapitre ont des pourcentage de satisfaction plaisant.

V-4-2- L.es mesures correctives

D’apres les résultats de 1’analyse des programmes préalables, nous avons remarqué que
les programmes préalables sont presque a 100% conformes.

- Fermeture des portes au sale de préparation pour la contréle de qualité d’air.
- Fermeture de sale de préparation pour éviter I’acceés des ravageurs.
- Formation de personnel.
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- Installer un systeme de lutte contre les insectes et abeilles dans la salle de
préparation.

V-5- Analyse des dangers

V-5-1- Identification des dangers

Un danger menace la sécurité d’une personne (hazard= the potential to cause
harm). Un danger, c’est concret (toxine, microbe, métal, produit chimique...) Plus
largement un "danger" est ce qui est néfaste pour le consommateur.

Un risque est la probabilité de manifestation du danger (risk en anglais).

Pour déterminer les causes pouvant étre a 1’origine des dangers identifiés, nous
avons utilis¢ la méthode d’ISHIKAWA en se basant sur les 5 M.

Le diagramme d’Ishikawa (ou diagramme en aréte de poisson, diagramme cause-
effet ou SM) C’est un outil qui permet a identifier les causes d’un probléme. On a une
vision globale des causes génératrices d’un probléme avec une représentation structurée

de I’ensemble des causes qui produisent un effet.
Tableau 13: identifications des dangers dans le circuit des sels nutritifs

Etapes Danger Causes Mesures préventives Mesures correctives
Tamisage | Physique - Débris des sacs. - Utilisation des tamis.
- Débris de verre. - Refaire le tamisage
- Débris métallique (du s’il est nécessaire.
personnel).
Dilution | Biologique | -Contamination d’eau par les - Respecter le temps de Augmenter le temps
microorganismes. contact du désinfectant. de contacte du
- Contamination des cuves de désinfectant ou
préparation. - Respecter les conditions | utiliser autre types
Physique - Débris métallique provenant de stockage des sels plus efficace
du circuit de I’eau ou des sels.
Filtration | Physique - Passage de certains corps - Mettre au point des refaire la filtration
étranger. régles de nettoyage pour I’élimination
- Etat des filtres. des filtres de tous les risques.
- Entretien des filtres
Stockage | Biologique | - Contamination par I’eau - Mettre au point des
- Mauvais nettoyage des programmes de
citernes de stockage. nettoyage des citernes
Chimique - Nature et état de de stockage
revétement métallique - Le revétement
pour éviter les réactions intérieure des citernes
d’oxydation doit étres inerte : inox
- Présence des impurtés inoxydable
Physique dans les fonds des anticorrosif
citernes
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V-5-2- Evaluation quantitative et qualitative des dangers

Pour effectuer cette évaluation, nous avons eu recours a un systeme de cotation,
ce qui nous a permis de hiérarchiser les dangers. Le systeme de cotation choisi tient
compte de deux criteres : la sévérité du danger et sa fréquence d’apparition. Nous avons
choisi ensuite trois notes pour hiérarchiser ces critéres (1, 3 et 5). le tableau d’évaluation
est le suivant :

Tableau 14:critéres d'évaluation des dangers

Critéres Classification Notation
Séyérité Mineur ; pas de conséquence sur la santé du consommateur 1

Majeur : conséquence limité sur la santé du consommateur 3
Critique : conséquence grave sur la sant€ du consommateur 5
Fréquence Rare : faible probabilité d’apparition du danger 1
Modéré ; apparition occasionnelle du danger 3
Tres fréquent ; forte probabilité d’apparition du danger 5
Criticité = Sévérité = fréquence et 1<C<25
Tableau 15:évaluation des dangers dans le circuit des sels nutritifs
Opération Danger Evaluation de criticité
séyérité¢ | Fréquence criticité
Tamisage Physique
- pierre 3 1 3
- Métaux 5 3 15
- Verre 3 1 3
- Insectes 3 5 15
-Ravageurs 5 3 15
- bois 1 3 3
Dilution Biologique 5 1 5
Contamination
microbiens
Physique
- Débris métalliques | 5 1 5
Filtration Physique
- corps étrangers. 5 1 5
Stockage Physique
- corps étranger. 5 1 5
- Impuretés 3 3 9
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D’apreés I’analyse de I’évaluation des dangers, ceux ayant le plus grand degré de criticité
ceux les métaux, les insectes et les impuretés.

Dans le but de maitriser ces dangers, les mesures correctives suivant sont prévu :

- L’installation d’un tamissage au niveau de chaque citerne de préparation.
- Utilisation de double filtre au niveau de filtration.
- Lutte contre les insectes et abeille.

V-6- Détermination des points critiques

La détermination des points critique de la maitrise est le second principe du
systeme HACCP,

Selon NF V 01-002 :2003 point critique pour la maitrise ¢’est une étape a laquelle
une mesure de maitrise peut étre exercee pour prévenir ou éliminer un danger
menagant la sécurité des aliments ou le ramener a un niveau acceptable,

La détermination d’un CCP dans le systtme HACCP peut étre facilitée par
I’application d’un arbre de décision,

——
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Modifier I'étape, le Q1: Existe-t-il une ou plusieurs mesure(s)
procédé oule produit == préventive(s) de maitrise du danger identifié ?

[ NON [ou
oul \
La maitrise de cette étape

NON est-elle nécessaire pour
garantir |a sécurité ?

4

Q2 : Cette atape est-elle spécifiquement congue
pour éliminer [a probabilité d’apparition d'un  e—
danger ou la ramener a un niveau acceptable ? | OUI

NONI"

asser a

Q3 : Une contamination s'accompagnant du v

(des) danger(s) identifié(s) peut-elle survenir, ou CCP
le danger peut-l augmenter jusqu'a atteindre un

niveau inacceptable ? '

I'étape

ouul

sulvante
oul

L ———]

Q4 : Une étape ultérieure peut-elle éliminer le NON
danger ou le réduire a un niveau acceptable? | sarLouAPA

Figure 21:arbre de décision pour déterminer les CCP
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Apres appliqué cette arbre de décision, nous avons

Tableau 16:détermination des CCP dans le circuit des sels nutritifs

Etape Danger Ql [ Q2 | Q3 | Q4 | Décision | Mesure
corrective
Dilution | Métaux + Oui | Non | Oui | Non | CCP - Filtration
contamination )

- Refaire la
filtration
en cas
nécessaire

Filtration | - Etatde Oui | Oui - - CCP
filtre
- Corps
étranges
Stockage | - Impuretés [ Oui | Non | Non | - Pas Transfert par
CCP aspiration pour
diminuer le
taux
d’impuretés

V-7- Vérification du systeme HACCP

L’entreprise dispose d’un programme de vérification et de maintien du systéme
HACCP. Ces vérification sont réalisées périodiquement afin d’examiner 1’application
du systeme.

Le programme de vérification comprend les taches, les responsabilités, les
fréquences, les méthodes, les procédures, les tests, les inspections, les audits internes,
les résultats du systéeme de surveillance, sa conformité ou non avec la législation et la
réglementation en vigueur.
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V-8- Documentation

Manuel
Qualite

Procédures

Fiches d’instructions

Fiches de controle (enregistrements)

Maitrise des documents et des enregistrements
Tous les documents relatifs au systeme qualité respectent les dispositions

définies dans la procédure de Gestion des documents. Cette procédure décrit les trois
types de documents ainsi que la rédaction, la révision, la diffusion et ’archivage de ces

mémes documents.
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Conclusion

Au Terme de ce stage, effectué au service laboratoire LESSAFRE Maroc, nous nous
sommes intéresseés a la maitrise et validation du circuit des sels nutritifs par :

- suivi et maitrise physico-chimique et microbiologique des sels nutritifs,

- revalidation des programmeg préalables et puis la validation du systeme
HACCP pour le circuit des Sels nutritifs.

Les analyses physico-chimiques visent la détermination du pourcentage du taux
d’azote, du taux de phosphate, pH et de la conductivité aux différentes stades du
circuit de préparation des sels et le suivi de leur variation au cour du temps. Par contre
les analyses microbiologiques visent la sécurité des sels de touts sorte de
contamination qui peut influencer la croissance des levures. Ce suivi a permi de
détecter deux contaminations microbiennes par des Bacillus au stade de stockage des
sulfates d’ammonium et de les corriger par un nettoyage complet du circuit du sulfate
d’ammonium.

La démarche qualité mise en place dans les industries agroalimentaires vise a garantir
la conformité de leur production a un ensemble de critéres et répond en cela aux
exigences de sécurité des consommateurs. La revalidation des programmes préalables
se basant sur la méthode des 5M et check-list, nous a suggéré comme mesures
correctives : la Fermeture des portes de la sale de préparation pour la contréle de la
qualité d’air, la formation du personnel et I’installation d’un systéme de lutte contre les
insectes et abeilles dans la salle de préparation. Puis nous avons validé la démarche
HACCP dans le circuit des sels nutritifs par une analyse des dangers puis une
détermination des points critiques. Nous avons pu ajouter une étape de filtration dans
le circuit de traitement des sels entre 1’étape de dilution et stockage pour éliminer une
CCP.

A la lumiere des analyses réalisées, le bilan de ce stage s’avere positif, Il nous
a permis de perfectionner et de confronter nos connaissances théoriques et pratiques
acquises durant nos études universitaires, Aussi nous avons développés nos relations
interpersonnelles et acquis une méthode de travail et de la discipline de soi,
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Annexe
Gélose nutritive gélose [16]-[22]
PRINCIPE

La Gélose Nutritive est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-
organismes peu exigeants. Elle est recommandée dans de nombreuses méthodes
standardisées d’analyses des aliments, des laitages, de 1’eau et d’autres produits .

FORMULE

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone 5,00
Extrait de viande de boeuf 3,00
Agar 15,00

pH final a 25°C : 6,8 £ 0,2
CONSERVATION

Le milieu en flacons et tubes se conserve entre 15 et 25°C jusqu'a la date
d’expiration indiquée sur ’emballage. Le milieu en boites se conserve entre 2 et 8§°C
jusqu'a la date d’expiration indiquée sur I’emballage.

EQUIVALENCE

Ce milieu est conforme a la formulation de la Gélose Nutritive décrite dans les
normes AFNOR V08-013, V08-017 et VV08-021.

UTILISATION

Se conformer aux protocoles en vigueur.
DESOXYCHOLATE LACTOSE AGAR [23]-[25]

PRINCIPE

Est un milieu sélectif utilisé pour le dénombrement des bactéries coliformes
dans les eaux, le lait, les produits laitiers et les autres produits alimentaires. Ce milieu
est également employé pour la différenciation et I’isolement des entérobactéries a partir
des préléevements d’origine animale.

PREPARATION




Mettre en suspension 42,5 g de milieu deshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir durant
le temps nécessaire a sa dissolution.

- Ne pas autoclaver.

FORMULE - TYPE

Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pepsique de VIande ..........ccoceveiiniiiniene 10,00 g
2 LACTOSE .o 10,00 g
- Désoxycholate de SOIUM..........ccoererereiiieseeieee e 0,509
- Chlorure de SOQIUM........cccoiveiiiiieceere e 5,009
- Citrate de SOUIUM.......cocoieiiiiee e 2,009
= ROUQE NEULIE ..ottt 0,03 g
- Agar agar bactériologiqUE...........ccveveiieiieie e 15,00 g

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,1 £ 0,2.

LYSINE [26]-[28]

Le milieu a la lysine est un milieu complexe, pour I’isolement et la numération
des levures sauvages dans les levures de culture. qu’aucune souche normale de S.
cerevisiae ou S. carlsbergensis n’utilise la lysine alors que beaucoup d’autres levures,
y compris les levures sauvages 1 utilisent.

FORMULE
COMPOSITION (grammes/litre)
Glucose 44,5
Dihydrogénophosphate de potassium 1,78
Sulfate de magnésium 0,89
Chlorure de calcium fondu 0,178
Chlorure de sodium 0,089
Adénine 0,00178
DL-méthionine 0,000891
L-histidine 0,000891
DL-tryptophane 0,000891
Acide borique 0,0000089
Sulfate de zinc 0,0000356
Molybdate d’ammonium 0,0000178
Sulfate de manganese 0,0000356
Sulfate de fer 0,0002225




Lysine 1,0
Inositol 0,02
Pantothénate de calcium 0,002
Aneurine 0,0004
Pyridoxine 0,0004
Acide p-aminobenzoique 0,0002
Acide nicotinique 0,0004
Riboflavine 0,0002
Biotine 0,000002
Acide folique 0,000001
Agar 17,8

pH (voir indications)

500 grammes permettent de préparer 7,5 litres de milieu.

PREPARATION

Verser 6,6 g de poudre dans 100 ml d’eau distillée contenant 1,0 ml de lactate
de potassium a 50 % (SR0037). Porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte en
agitant freqguemment pour éviter toute surchauffe. Refroidir a 50°C et ajouter 0,1 ml
d’acide lactique a 10 % (SR0021) pour ajuster le pH a 5,0 = 0,2.

CONSERVATION

Conserver le milieu déshydraté a 10-25°C jusqu’a la date de péremption
indiquée sur le flacon. Conserver le milieu prét a I’emploi a 2-8°C.




