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LISTE D’ABREVIATIONS
a. L1 : Alpha Laval 1
AgCl : Chlorure d’Argent (solide)
AgNO; : Nitrate d’Argent (aqueux)
BT : Bactéries Totales
Cl " :ion chlorure
C.C : Créme Chaude
C.F : Creme Froide
CT : Coliformes Totaux
E.C : Eau Chaude
E.E : Entrée d’Echangeur
E.F : Eau Froide
E.S : Sortie d’Echangeur
FMAT : Flore Mésophile Aérobie Totale
GNG : Gélose Nutritive Glucosée
K,CrOy : chromate de potassium
NO;3 : Nitrate
N : Normalité
ppm : partie par million
RAT : Refroidissement Atmosphérique
TAR : Tour Aéro-Réfrigérante
T° : Température

UFC : Unité Formant Colonie
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Figure 1: Schéma du systéeme de
refroidissement de la créeme de
levure.
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& Présentation de la structure d’accueil

1. LESAFFRE Maroc-Fes

C’est un groupe familial, né en 1975 dans le Nord de la France, LESAFFRE est aujourd’hui un
acteur mondial de référence a la fois multi-local et pluriculturel.

Avec un chiffre d’affaires de 1,5 milliard d’euros en 2014, LESAFFRE emploie

7 700 collaborateurs répartis dans plus de 80 filiales implantées dans une quarantaine de
pays. Ses produits sont distribués dans plus de 180 pays.

2. Produits fabriqués et commercialisés par LESAFFRE
Maroc-Fes

Tableau 1: Produits commercialisés par LESAFFRE Maroc-Feés.

Levure fraiche Levure seche
L SR
Forme o h a’-‘f-‘.{. A Améliorant
) ‘ .
1}" 3" :':'f\'.."q?..
Active
Instantanée

Nom du

produit
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3. Organisation du laboratoire

En 2006, un laboratoire été crée a LESAFFRE Maroc-Fes, constitue d’'une équipe marocaine

Présent pour répondre aux besoins des contréles microbiologiques et physico-chimiques
dans le but d’assurer une qualité hygiénique du produit fini.

Le laboratoire LASAFFRE Maroc-Feés est divisé en 2 :

= |aboratoire de Bactériologie

Il est divisé en 4 salles :
- Salle de Pathogéenes, spécifique pour la recherche des germes pathogénes.
- Salle des analyses bactériologiques.
- Salle de préparation du milieu de culture et stérilisation = Autoclavage.
- Salle de stockage des différents composants de milieu de culture et du matériel stérile.

= Laboratoire de Physico-chimie

Il est divisé en 3 salles :
- Salle de Panification ou s’évalue la force fermentaire de la levure.
- Salle de Stockage des solutions et composants chimiques et matériel.

- Salle des analyses physico-chimiques : Dosage d’azote et de phosphate, conductivité, pH,
matiere seche, colorimétrie, conservation de 2 ; 7 jours...

= Salle de réception du matériel utilisé dans les 2 laboratoires .

= 2 vestiaires, un pour les stagiaires et I'autre pour les employeurs dans le laboratoire.
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3.1.  Plan du laboratoire
ADMINISTRATION
. Sallede
Laverie Pathogénes
Salle * vestiaire pourles
d‘analyses stagiaires
ph‘\r’SiCO- C parte guise ferme
chimiques automatiguement
. . . DEntrée pourles
Labo-Physico- | Labo-Bactériologique employeurs
Chimique
Salle d'analyses
bactériologiques
_:-r— — R—
Salle de Salle de Salle de :\u‘toclav-age;
Panification | Stockage « |Stockage r-e-paratlon es
milieux de culture
(PC)
Vestiaire pour Salle de réception
employeurs

——
Figure 2 : Plan du Laboratoire LESAFFRE Maroc-Fés.

D’aprés ce plan, on peut dire que le laboratoire de bactériologie est bien structuré, et que la
possibilité d’avoir une aéro-contamination est presque rare, car ils s’utilisent des portes
automatiques, tout est fermé et las assainissements se trouvent a I'extérieur du laboratoire.
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> Saccharomyces cerevisiae

1. Généralités sur Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae est un champignon microscopique de type unicellulaire, ou présentant dans son
cycle biologique une phase unicellulaire pondérante.
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" Vit .
Figure 3 : S.cerevisiae vue par Microscope optique ( x100)

= Utilisations :

- Saccharomyces cerevisiae est la principale levure pour la production vinicole (forte capacité
de fermentation, tolérance au faible pH et aux hauts niveaux d’alcool), et de biere (fermente

en présence d’oxygene).
- Outil biotechnologique pour le production de protéines d’intérét commercial.
- Outil de criblage de nouveaux médicaments.

- C'est un des principaux modeles cellulaires eucaryotes en recherche fondamentale
du fait de la performance des outils génétiques et de biologie moléculaire et cellulaire
qui y ont été développés.
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— Bud
Microtubule Peripheral membrane
Secretory vesicles proteins
Nucleus — Golgi apparatus
» Structure cellulaire : ER Lis +— Mitochondrion
-4—Endosome
S. cerevisiae a une structure de type eucaryote ;
avec: Lipid granule Vacuolar membrane
- une aroi de lucane, mannane
P & ! ! Peroxisome

protéines. Cell wall Plasma
- . membrane
- un espace périplasmique.
- une membrane en bicouche lipidique.
- un noyau avec un nucléole des vacuoles.
- un appareil de sécrétion (RE, golgi,
vésicules de sécrétion) des mitochondries....
Figure 4 : Structure cellulaire de S. cerevisiae.

= Matériel génétique :

- Le génome de S. cerevisiae contient 16 chromosomes + de I’ADN mitochondrial et
un plasmide.

- Les chromosomes contiennent des centromeéres et des téloméres, plus simples que
ceux des eucaryotes supérieurs.

- Le génome de S. cerevisiae contient environ 6,200 genes.
- A peu prés 1/3 des génes ont été caractérisés par des analyses génétiques, 1/3

présentent des homologies permettant la détermination de leur fonction et 1/3 ne
sont homologues a aucun géne connu.
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2. Chaine de fabrication de levure de boulanger

u| Réception Régénération Multlpllnatlnn (1) Multiplication (2)
de_
> \

Vanlaere Carlsherg

Cuve
—F - ? N
Sterilisation -
Dilution -

Clarification

-

<— Créme (V) «—

Mot délevure

Séparation (1) Pré-fermentation

Eréme (o) ——>

Stockage de LM

Fermentation Séparation (2) Mot delewre

Commerciale
@'ﬁz‘g

Levu re fra iche Extrudeuse

Stockage de LC

Stockage 3 froid

Distribution

Stockage 4 T° Levures séches Séchage
ambiante

Figure 5 : Chaine de production de levure de boulanger.
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A partir de la figure 5, S.cerevisiae passe par les étapes suivantes pour la production des
dizaines de tonnes de levure de boulanger :

¢ Réception :
Chaque mois LESAFFRE Maroc-Feés recoit de la société mere 2 types de souche de S.
cerevisiae, Lo destinée pour la levure fraiche et L3 pour levure séche, ces 2 souches sont
conservées a -80°C dans des tubes inclinés.

% Régénération :
L’opérateur préléve la totalité des colonies de ces 2 souches, puis les ensemencer dans des
tubes contenants un milieu de culture appelée «Yeast Molds ».

% Multiplication (1) :
Le contenu formé au cours de la régénération est ensemencé dans un petit cone appelé
« Vanlaere », qui contient un milieu nutritif incubé a 30°C.

% Multiplication (2) :
Apreés quelques heures de la 1% multiplication, on passe a un volume plus grand de 7 L
qu’on appelle « Carlsberg » pour une 2°™ multiplication .

% Pré-fermentation :
Apres avoir ajouter de la mélasse a une cuve de 800 L et des sels nutritifs et de I'air stérile
plus une agitation , on transvase le liquide formé dans un pré-fermenteur ,dont on peut
récolter quelques kilos de levure.

% Séparation (1) :
Le liquide formé au cours de la pré-fermentation=moQt , est ensuite séparé en modt
délevuré et en creme ( Levure Mére=LM).

+» Stockage a4°C:
Aprés la 1% séparation et la 2°™ les 2 types de la créme vont étre stockées 3 4°C pour
ralentir le métabolisme.

¢ Fermentation commerciale :
Pendant cet étape ,on récolte des dizaines de tonnes de levure a partie de la levure meére
(LM) séparée

% Séparation (2) :
le méme principe que pour la 18 séparation , on obtient un mod(t délevuré qui va étre
éliminé vers les égouts ou utilisé comme engrais, plus une créme appelé (Levure
commerciale=LC)

¢ Filtration :
Se fait par des filtres rotatifs et on obtient un gateau

% Séchage:
Pour les levures séches, se fait par de la vapeur stérile.

¢ Extrudeuse:
Pour les levures fraiches

*»+ Emballage puis stockage ,et finalement une distribution.

11
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2 Matériel
1. Eau des tours aéro-réfrigérantes

Dans le but d’assurer I'hygiene des TAR, il y a deux points critiques qu’il faut les controler
pour éviter d’avoir une contamination ou formation des biofilms (communauté des germes
capable d’excréter un exo-polysaccharide (EPS), qui se forme sur des surfaces en contact avec de
I'eau), ceci réduit I'efficacité du transfert de la chaleur entre I’eau froide et la creme chaude.

Il 'y a tout d’abord I'eau de la tour de refroidissement (a. L1) et I'eau de l'entrée
d’échangeur(E.E) et la sortie d’échangeur (E.S) pour savoir
I'origine du probléme.

Figure _6: Echantillon a
analyser.

1.1. C’est quoi une TAR?

TAR ou Tour Aéro-Réfrigérante est un échangeur
de chaleur "air/eau", dans lequel I'eau a refroidir est
en contact direct avec |’air ambiant.

E a. Fonctionnement d’'une TAR

P
L’eau chaude est pulvérisée de la partie haute de TAR
par disperseurs, dont L'air traverse le systéme par une
ventilation qui sert a refroidir 'eau chaude par une
évaporation. L'eau refroidie est récupérée dans un
bassin avant d’étre pompé vers l'équipement a
refroidir.

Figure 7 : Photo d’une TAR de la
société LESAFFRE Maroc-Feés.

13
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a. Principaux éléments constitutifs des TARs

Fan= ventilateur : circulation d’air.

Air oulet

Drift eliminators=éliminateur des gouttes.
it

elirators Water distribution=distribution d’eau.

Warmwater Pack=surface de ruissellement: transfert

thermique entre I'air et I'eau (nid d’abeilles).

Water
Gitibuin~ Collecting reservoir=bassin : récupérer I'eau
refroidie.

Patk Pump=pompe : aspirer ou souffler 'eau dans les

' / (Urﬂ”) circuits.

Chiller=échangeur thermique: mettre en
contacte thermique I'eau froide et le fluide a
refroidir.

Chiller
Fermentor

Fermentor=fermenteur : refroidissement se fait
justement de la partie extérieur du fermenteur
par I'eau froide du bassin.

Conledwater— pyp Callecting resetvolr

Figure 8 : Schéma représentant des principaux
éléments constitutifs d’une TAR.

a. Principaux types des TARs

A A \
TAR — | A A A
W.VAYAVA‘V‘AVAYAVAVA
| AANANANANANT
1

N B

a circuit a circuit

fermé ouvert

Figure 9 : Schema représentant les principaux types des TARS.
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c.1. Tour aéro-réfrigérante a circuit ouvert

L'eau chaude est répartie en fines gouttelettes par des buses de la rampe de dispersion et
ruisselle de haut en bas sur une surface de ruissellement dans lequel circule a contre-
courant de l'air assurant ainsi le refroidissement par évaporation d'une partie de cette eau.

L'eau refroidie est ensuite recueillie dans un bassin puis réinjectée par une pompe vers un
échangeur thermique qui permet de refroidir le moQt (fluide) chaud, comme démontre la

figure suivante :

Ventilateur Circuit Ouve

<>

éliminateur des PYo9vovo999%A Distribution d'eau } o
gouttes P T® élevée
o oy JChaude O
surafce de XXX RXEAN j
ruisselement :2:;0&.:}?0:_’§$}$ 1 '
Circuit de .
A Eau refroidissement v T° faible
bassin ou bac Froide Echangeur thermique
Fluide“ Fluide
pompe chaud froid

Procédé & yefroidiy

Figure 10 : Schéma du circuit de I’eau refroidie provenant d’une TAR a
circuit ouvert.
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c.2. Tour aéro-réfrigérante a circuit fermé

Elle fonctionne selon le méme principe, mais au lieu d'avoir une surface de ruissellement,
on a un échangeur alimenté contre-courant par de I'eau refroidie qui permet le transfert
thermique indirect entre I'eau refroidie et le moQt chaud.

Un bassin contient la quantité d'eau nécessaire au refroidissement de I'échangeur celle-ci
ruisselle sur les tubes de I'échangeur par des buses en partie haute de la tour.

444 Refloument

D@ dair
Fermenteur
AN £33N VRN
"I' ! \. \‘ ': 'l H \i \“ 3 " l \‘ \\
=~ 2 TR RYE. : $ s F ¢ N ‘H
m—Modt froid «— s —p————gg—] > L
ml:mz’.ﬂm"mw’*——?zﬁzx‘, 3 . -
; LY s s ¥ Circuit fermé
échangeur | A5t Sty eg——y —_——
tubulaire —® A ——«*==-‘ @
-‘_"T;’.T-':"‘_.'——m —
& )
Mot chaud—pmsge &g .
2 R ~ o N
0 4%
‘ .
Aspiration 5 ‘
" t
d'air > 4 y Wl AePonT
it | b @ CEAU
POVPE
POVPE

Figure 11 : Schéma du circuit de I’eau refroidie provenant d’une TAR a circuit
fermé.
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2. Milieux de culture utilisés et germes rechercheés

1.2. Composition des milieux de culture et type de germe
recherché

On va utiliser deux types différents de milieu de culture :

Gélose Nutritive Glucosée
pour Bactéries Totales

Désoxycholate pour
Coliformes Totaux

Tableau 2 : Composition des milieux de culture et type de germe recherché.

Milieu de culture Composition Germe recherché
Gélose Nutritive Glucosée | - Peptone Bactéries Totales
(GNG) (BT)

- Extrait de levure

- Glucose

- Agar Agar

- Vert de Bromocresol

- Actidione
Désoxycholate - Tryptone Coliformes  Totaux
(CT)
- Extrait autolytique de levure
- Glucose
- Agar Agar

17
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1. Analyses Bactériologiques

* Dilution, pour les Bactéries Totales.

* Ensemencement en profondeur, les CT sont des anaérobies strictes (deux couches de

Désoxycholate), et les BT sont des anaérobies facultatives, (une seule couche de
Désoxycholate).

* Incubation, apreés refroidissement de gélose, on incube les BT pendant 72h a 30°C et les CT
pendant 24h a 30°C.

* Dénombrement par un compteur de colonies numérique.

On ensemmence 1 mL de
' chaque échantillion a
analyser dans une boite de
pétri, puis on verse le
milieu de culture approprié.
== o
- p—
” ‘/,,

Tubes de diluant Pipette gradué¢e de ImL . 3
de 9 mL _——

/_I

Bactéries Totales Colifomes Totaux

échantillion 1mL &chantillion

3 analyser [ b il = 3 analyser —l i
J U U L

Dilution : 10° 107" 10° Dilution : 10°
Facteur de Facteur de
dilution : 1 10 100 dilution : 1

Figure 12: Mode opératoire d’analyse microbiologique de I’eau d’une TAR et
d’échangeur a plaques.

18
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2. Analyses Physico-chimiques

Parmi les analyses physico-chimiques faites par la société LESAFFRE Maroc-Fés on trouve le
dosage de chlore, dans le but d’évaluer le taux de chlore actif utilisé dans la chloration.

La chloration est un traitement utilisé pour désinfecter les tours de refroidissement, ou le
chlore est employé sous forme d’hypochlorite de sodium (eau de javel). Dans I'eau, le chlore
libre peut se trouver sous forme Cl .

Pour déterminer le teneur en Cl ~ dans I'eau, on procéde un dosage de 50 mL d’échantillion a
analyser avec (N/100) en présence de K,CrOy .

A La fin de la réaction, on a l'apparition d’une teinte rouge brique caractéristique du
chromate d'argent Ag,CrO,.

Les réactions mises en jeu dans ce dosage :
Réaction 1: AgNO3 + Cl "--> AgCl + NO3~
Réaction 2: 2 AgNOs + K,CrOy4 2> Ag,CrO4 + 2 KNO3

L'utilisation de K,CrO,4 est basée sur la propriété de l'ion CrO4'2 de donner avec ion Ag * un
précipité rouge brique de Ag,CrO4 qui ne commence toutes fois a se déposer qu'apres que
les ions Cl “a doser ont été pratiquement tous précipités sous forme de AgCl.

19
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2 Reésultats Bactériologiques

Les résultats sont représentés selon la formule suivante :

Nombre de colonies

[Germe] = X Facteur de dilution (en UFC/mL)

Volume ensemencé(1 mL)

Tableau 3 : Concentration en Coliformes Totaux (UFC/mL) dans les trois stations (a. L1

; EEEetE.S).
Germe recherché [Coliformes Totaux] (UFC/mL)
Date/station a. L1 E.E
22-avril
24-avril
28-avril 0 0 0
02-mai 15 14 12
05-mai 0 0 0
07-mai 0 0 0
09-mai 0 0 0
14-mai 0 0 0
18-mai 6 0 0
20-mai 0 0 0
Moyenne 2,1 1,4 1,2
Maximum 15 14 12
Minimum 0 0 0
Tableau 4 : Concentration en Bactéries Totales (UFC/mL) dans les trois stations (o. L1 ;
E.EetE.S).
Germe recherché [Bactéries Totales] (UFC/mL)
Date/Station a. Ll E.E E.S
22-avril 2640 5000 3400
24-avril 0 0 0
28-avril 1500 4000 2500
02-mai 16000 26000 14000
05-mai 2000 2400 3800
07-mai 11000 12400 13400
09-mai 500 1000 300
14-mai 3400 4000 2500
18-mai 119000 39000 35000
20-mai 0 0 0
Moyenne 15604 9380 7490
Maximum 119000 39000 35000
Minimum 0 0 0

21



4

A

,, LESAFFRE
FST FES
— o oo ll
E
5 E.E
('8
s E.S
%
S
3
-
(7]
E
£
S
Date de prélevement
Figure 13 : Concentrations en CT (UFC/mL) dans les trois stations.
—_g = o ll
S 120000 119000 ®m EE
::t 100000 - E.S
E‘ 80000 -
60000 -
3
= 40000 -
v
2 20000 -
‘o
t O 1 ——
©
8

22-avr. 24-avr. »g_ .
28-avr. 92-mai 05-mai g7-mai 06-mai
i 14-mai 18 maj ;
20-mai

Date de prélevement

Figure 14 : Concentration en BT (UFC/mL) dans les trois stations.
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2 Reésultats Physico-chimiques

Pour calculer la teneur en Cl ~ dans les trois stations, on utilise la formule suivante :

V(AgN03)x35.10~1
V(eau=50 mL)

TeneurenCl = (en ppm)

Tableau 5 : Teneur en ion chlorure (en ppm) dans les trois stations.

Teneuren Cl° (ppm)
a. Ll E.E E.S

22-avril 0,80 0,75 0,84
28-avril 0,50 0,45 0,52
02-mai 0,41 0,34 0,40
05-mai 0,50 0,64 0,52
07-mai 0,45 0,50 0,50
09-mai 0,64 0,65 0,43
18-mai 0,34 0,40 0,40
20-mai 0,85 1,10 1,00

Ce tableau résume la teneur en CI ~ en ppm trouvée pendant la durée de stage, on constate que
la quantité du chlore utilisée pour la désinfection de la tour est trés importante et qu’elle
dépasse la limite inférieure désirée par la sociétée LESAFFRE Maroc-Fes.
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DISCUSSION

D’apres les résultats, on trouve d’un c6té que la concentration en Coliformes Totaux dans les
trois stations ne dépasse pas la norme désignée par la société de 10° UFC/mL, cela est due &
I'utilisation d’'une eau déja traitée par le chlore, c'est-a-dire que la possibilité d’avoir une
contamination fécale dans a. L1 et I'entrée d’échangeur et la sortie d’échangeur est nulle.

D’un autre coté, la concentration en Bactéries Totales ne dépasse pas la norme 10° UFC/mL
dans les différentes stations, vu qu’il avait une chloration de 22-avril jusqu’a 09-mai, ce qui
montre |'efficacité de ce traitement par le chlore.

Par contre, le 18-mai la concentration en Bactéries Totales est supérieur a 10° UFC/mL au
niveau a. L1, cela est d0 au taux du chlore qui était inférieur (0,02 ppm) a la limite (0,2 ppm)
au niveau du BAC (bassin de I'eau chlorée), qui joue un role dans la désinfection des tours de
refroidissement.

Dans le cas, ol on peut affronter & une concentration en Bactéries Totales qui dépasse 10°
UFC/L dans une TAR, a ce stade il faut procéder a une nouvelle analyse de la concentration
en Légionella pneumophila pour identifier le probléeme et le corriger si on trouve que :

> [Legionelle pneumophila] est inférieur & 10° UFC/L, il faut seulement maintenir le
traitement et le programme d’entretien.

> [Legionelle pneumophila] varie entre 10° UFC/L et 10° UFC/L, il faut intervenir pour
identifier les causes de [l'augmentation de la concentration en Legionella
pneumophila.
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CONCLUSION

Pour assurer une meilleure performance des tours de refroidissement, un programme de
suivi préventif devrait étre établi, d’ou le réle des analyses microbiologiques qui permettent
la détermination de la concentration en germes et les actions correctives a procéder.

Ce stage a été trés enrichissant pour moi, car il m’a permis de découvrir I'entreprise de la
levure de boulangerie, sa procédure de fabrication, ses analyses bactériologiques et physico-
chimiques ... et il m’a permis de participer concretement aux différentes manipulations,
telles que la préparation du matériel.

Et comme ¢a, ce stage m’a permis :

e De développer mes compétences en communication.

e D’améliorer mon esprit critique et le travail en groupe.

e De réaliser les différents types de manipulations.

e De m’offrir une bonne préparation a mon insertion professionnelle.

Enfin, je tiens a exprimer ma satisfaction d’avoir pu travaillé dans des bonnes conditions
matérielles et dans un environnement agréable.
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