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ANALYSES ET CONTRÔLES DANS LE CADRE DE LA FABRICATION D’UN FROMAGE
Une filière d’un grand groupe européen s’est spécialisée dans la fabrication et la commercialisation des fromages à pâte molle à partir de lait de vache, de brebis et de chèvre.
Cette entreprise reçoit le lait puis prend en charge toutes les étapes de la transformation de cette matière première en fromage.
Pour la fabrication des fromages de nombreuses consignes sont à respecter, par l’éleveur, le transporteur de lait et lors du processus de fabrication du fromage. 
Des contrôles sont entre autres effectués sur le lait avant transformation et sur le produit fini.
Les ferments utilisés lors de la fabrication sont  également soigneusement sélectionnés et améliorés.
Le document 1 représente le diagramme de fabrication du fromage.
1. Identification et maitrise des points critiques concernant le lait
La traite des vaches, même réalisée dans des conditions d’hygiène conformes, s’accompagne toujours de contaminations par des microorganismes variés ; ceux-ci constituent une flore exogène qui se dissémine facilement et rapidement dans le lait. Cette flore peut nuire à la conservation du lait et à la fabrication du fromage. Le respect du cahier des charges par l’éleveur et le transporteur garantit la qualité du lait entrant. 

La recherche d’inhibiteurs (antimicrobiens) dès réception du lait, est un point critique lors de la fabrication du fromage.
1.1 La recherche d’inhibiteurs dans le lait

À son arrivée dans l’entreprise, le lait subit différents contrôles pour détecter la présence d’inhibiteurs.
Q1. Rappeler l’origine et la nature des inhibiteurs que l’on peut trouver dans le lait. 

Les antibiotiques sont largement utilisés dans le traitement des mammites et autres infections des vaches laitières.
Q2. Après la fin du traitement par antibiotiques d’une mammite, le producteur doit jeter, pendant 4 jours le lait produit par la vache soignée. Justifier cette obligation réglementaire.
Le test « ECLIPSE farm » détaillé dans le document 2 est un test de détection qualitative des antibiotiques et des inhibiteurs dans les laits de vache, brebis ou chèvre.

Il repose sur des caractéristiques de Geobacillus stearothermophilus, bacille aéroanaérobie facultatif capable de fermenter des glucides.
Q3. Proposer un mode opératoire pour réaliser le tube contrôle négatif. Expliquer le changement de couleur de ce tube après l’incubation.
Q4. Indiquer l’aspect d’un tube contenant du lait provenant d’une vache traitée pour une mammite en argumentant la réponse.
Q5. Argumenter le choix des températures de stockage du coffret et de l’incubation.
1.2 Qualité microbiologique du lait utilisé
Q6. Après la traite, le lait est conservé par le producteur dans un tank réfrigéré à 4°C. Expliquer le choix de ce mode de conservation. 

Cependant, les bactéries du genre Pseudomonas constituant moins de 1 % de la flore totale initiale du lait, représentent plus de 90 % après 4 jours de conservation à 4 °C. Expliquer cette évolution.
Le lait, acheminé en camion citerne, arrive à l’entreprise : il subit une pasteurisation avant la fabrication du fromage.
1.3 La pasteurisation du lait
Q7. Le chambreur du pasteurisateur, utilisé dans la fromagerie, a un volume de 10 L. Déterminer, à l’aide du  document 1, le débit (L/h) à imposer à la pompe du pasteurisateur pour satisfaire les conditions indiquées.

Q8. Après chaque cycle de pasteurisation, l’opérateur effectue un cycle de nettoyage-désinfection de l’appareil. Les étapes sont présentées dans le document 3. Expliquer le rôle des différentes étapes.

2. Contrôle microbiologique du produit fini
Le laboratoire de microbiologie de l’entreprise contrôle la qualité microbiologique des fromages. La mise en œuvre de ces tests et leur interprétation sont guidés par des critères de sécurité sanitaire pour la libération des lots d’une part, et des critères pour les bonnes pratiques de fabrication d’autre part.
Sur chaque lot de fromages préparés selon la technique exposée dans le document 1, le laboratoire d’analyses microbiologiques recherche entre autres, la présence de Listeria monocytogenes et le dénombrement d’Escherichia coli.

Le document 4 présente un extrait des critères microbiologiques utilisés dans l’entreprise.
Q9. Expliquer l’intérêt de rechercher ces deux espèces bactériennes dans un fromage.
2.1 Utilisation d’une méthode alternative pour la recherche de Listeria monocytogenes
Pour la recherche de Listeria monocytogenes dans le fromage, le laboratoire utilise une méthode alternative décrite dans le document 5. Cette méthode repose sur un test immuno-enzymatique.
Q10. Analyser le document 5. En déduire le principe et le rôle de l’ensemble des étapes. Réaliser un schéma représentant l’édifice moléculaire présent dans le cône dans le cas d’un résultat positif.

2.2 Dénombrement d’Escherichia coli dans le fromage

Pour le dénombrement d’Escherichia coli, le laboratoire utilise la méthode NF ISO 16649 qui repose sur l’utilisation du milieu chromogène TBX dont la composition est indiquée dans le document 6.
Q11. En vous appuyant sur ce document, argumenter la sélectivité et la spécificité de ce milieu. 

Q12. A l’aide des documents 4 et 6, proposer, en argumentant les choix, un mode opératoire complet stipulant :

- le nombre de fromages analysés, 

- la préparation de la suspension mère et de la ou des dilutions,

- le volume et le choix des dilutions à ensemencer,

- les paramètres d’incubation,
- le type de colonies dénombrées 

Le dénombrement réalisé sur le lot de fromages a donné les résultats suivants (en UFC/g) :
	F1
	F2
	F3
	F4
	F5

	5,0.101 UFC/g
	8,5.101 UFC/g
	1,2.102 UFC/g
	9,4.101 UFC/g
	1,4.102  UFC/g


Q13. Exploiter les résultats pour conclure sur l’analyse du lot.
3. Sélection des ferments de fabrication
La fromagerie stocke les ferments nécessaires à l’élaboration du fromage. Les ferments proviennent d’un laboratoire extérieur, qui sélectionne et améliore régulièrement les ferments fournis.
La sélection se fait sur deux critères : la croissance bactérienne et l’efficacité fermentative.

3.1 Sélection des souches de bactéries  lactiques
Les bactéries des genres Streptococcus et Lactobacillus sont des bactéries lactiques.
Q14. À partir des documents 1 et 7, montrer le rôle des bactéries lactiques dans la fabrication du fromage.
Le document 7 présente les courbes de croissance et de production d’acide d’une bactérie lactique dans le lait.
Q15. Analyser les courbes présentées pour déterminer le temps de génération et la vitesse exponentielle de croissance ainsi que le type de métabolites auquel appartient l’acide produit.
Proposer une hypothèse expliquant la phase de déclin.

Le document 8 présente les 2 types de fermentations lactiques possibles.
Q16. Rechercher dans ce document les produits formés dans la fermentation homolactique d’une part et hétérolactique d’autre part.
3.2 Sélection de ferments lactiques mixtes
Le document 9  indique la composition du lait de vache.
La nutrition azotée constitue un facteur limitant de la croissance des bactéries lactiques dans le lait. Aussi, la plupart de ces bactéries possède une protéase de paroi.
Q17. Montrer l’importance de la protéase pour le développement de ces souches dans le lait de vache.

Le document 10 représente deux courbes de croissance de Streptococcus thermophilus en présence de substrats azotés dans du lait.
- La figure a représente la courbe de croissance type d’une souche « protéase - ».
- La figure b représente la courbe de croissance d’une souche « protéase + ». 
Q18. Comparer les deux courbes. Proposer une hypothèse expliquant le tracé de la figure b.
Lors d’une culture pure de Streptococcus thermophilus « protéase - », la concentration bactérienne obtenue en phase stationnaire est de 4,5 109 UFC.mL-1 de lait. Dans les mêmes conditions expérimentales, mais en culture mixte avec une souche « protéase + » Lactobacillus delbrueckii, la concentration de Streptococcus thermophilus en phase stationnaire est de 4,3 1010 UFC.mL-1 de lait. 
Q19. Commenter le phénomène de syntrophie observé et conclure par rapport au choix de l’utilisation des ferments mixtes dans la fabrication du fromage.
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Test résazurine, contrôle pH, dosage  matiè re grasse et matière protéique.   Recherche résidus d’antibiotiques .  

Test résazurine, contrôle pH,  dosage matière grasse et   protéique .  

Dénombrement des coliformes  

Recherche  Listeria monocytogenes ,  dénombrement d’ Escherichia coli .   Contrôle aspect, texture,   dégustation .  

Contrôle absence coliformes  

Dénombrement des coliformes  

[image: image10.png]5 INSTRUCTIONS FOR USE

« With the ready-to-use medium BMOG9 or BM171 (or if the medium has been prepared in advance from the
dehydrated powder, as above) melt the medium for the minimum amount of time necessary to achieve total
liquefaction

+ Cool the medium to 44-47°C.
Protocol according to the NF 1SO 16649-1 and 16649-2 standards :

+ Transfer 1 mL of the product to analyze or its tenfold serial dilutions to sterile | ¥ Four Plate inoculation
Petri dishes ]
¥ Incubation :
+ Pourin 15 mL of medium 1824 hatd4°C
+ Mix thoroughly L r

« Incubate at 44°C for 18 to 24 hours.
NOTE : The incubation should not exceed 24 hours.

Protocol according to the TS ISO/TS 16649-3 standard :

« Pour the appropriate amount of media into sterile Petri dishes and let solidify | v Surface inoculation
on a cool surface. Dry in an incubator with the covers partially removed

« Transfer 0.1 mL of the inoculum and spread with a sterile triangle or “hockey | ¥ Incubation :
stick” 24hat37°C

« Incubate at 37°C for 24 + 2 hours. E—




Document 1 : DIAGRAMME DE FABRICATION D’UN FROMAGE
À PATE MOLLE

DOCUMENT 2 : LE TEST ECLIPSE Farm

ECLIPSE farm est un test de détection qualitative des antibiotiques et des inhibiteurs dans les laits de vache, brebis ou chèvre.

Composition du coffret :

· Tubes contenant un milieu gélosé et glucosé au pourpre de bromocrésol et de couleur violette. Ce milieu renferme des spores de Geobacillus stearothermophilus.

· Pipettes, film adhésif.
Stockage et conservation

Le coffret doit être conservé entre 4 et 12 °C à l’abri de la lumière. Sa durée de vie est de 12 mois après fabrication.

Matériel complémentaire non fourni

· Une étuve réglée à 65 °C.

· Poudre de lait de vache ou poudre de lait de brebis ou  poudre de lait de chèvre (exemptes d’antibiotique).

· Solution de Pénicilline G
· Eau stérile
Mode opératoire

· Distribuer dans chaque tube essai 100 μL de lait à analyser.

· Distribuer le même volume de solution adaptée pour les contrôles positifs et négatifs.
· Fermer les tubes avec le film adhésif et placer les tubes dans une étuve à 65 °C pendant 2 h 45. 
Lecture
Si le contrôle négatif a changé de couleur, procéder à la lecture des tubes essais et du contrôle positif.

DOCUMENT 3 : LES ETAPES DU CYCLE DE NETTOYAGE ET DE DESINFECION DU PASTEURISATEUR
	
	PRODUIT
	MODE
	TEMPERATURE
	DUREE

	A
	Eau
	Circuit ouvert
	60-70°C
	10 min

	B
	Soude à 1% (m/V)
	Recyclage
	60°C*
	15 min

	C
	Eau
	Circuit ouvert
	50-60°C
	Minimum 15 min, et jusqu’à retour à pH7

	D
	Acide Nitrique à 1% (m/V)
	Recyclage
	50°C**
	15 min

	E
	Eau
	Circuit ouvert
	30-50°C
	Minimum 15 min, et jusqu’à retour à pH7

	F
	Produit désinfectant (Anios à 1%)
	recyclage
	30°C
	5 min

	G
	Eau
	Circuit ouvert
	30°C
	20 min


DOCUMENT 4 : EXTRAIT DES CRITERES MICROBIOLOGIQUES UTILISES DANS L’ENTREPRISE
	Désignation
	Plan d’échantillonnage
	Critères d’accceptabilité

	Escherichia coli
	n = 5

c = 2
	m= 102 UFC/g

M = 103 UFC/g

	Listeria monocytogenes
	n = 5

c  = 0
	Absence dans 25 g


Analyse des résultats :

· Qualité satisfaisante si toutes les valeurs observées sont ≤ m.

· Qualité acceptable lorsqu’un maximum de 
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 valeurs se situe entre m et M, et que le reste des valeurs observées est < m.

· Qualité insatisfaisante lorsqu’une ou plusieurs valeurs observées sont > M ou lorsque plus de 
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 valeurs se situent entre m et M.
DOCUMENT 5 : PRÉSENTATION DE LA MÉTHODE ALTERNATIVE :
VIDAS LMO2
Étapes de préparation de l’échantillon à analyser :

- Préparer la suspension mère de fromage en bouillon Fraser ½, incuber 24 à 26 heures à 30 °C - Pratiquer un repiquage en bouillon Fraser complet, incuber 24 à 26 heures à 30 °C.

- Le test VIDAS LMO2 est ensuite réalisé à partir d'un aliquote de Fraser complet. Le reste du bouillon est conservé au froid pour une éventuelle confirmation.

Présentation du matériel et des réactifs

Chaque test nécessite :

- Un cône à usage unique qui sert à la fois de phase solide et de système de pipetage pour le test : l'intérieur du cône est recouvert d'anticorps anti-Listeria monocytogenes adsorbés sur sa surface.

- Une barrette, représentée ci-dessous, constituée de tubes qui contiennent les différents réactifs : solution de lavage, conjugué et substrat de la phosphatase alcaline
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Schéma de la barrette adapté de « Microbiologie alimentaire » de C et JN. JOFFIN

Mode opératoire

Toutes les réactions ont lieu dans le cône. Le traitement automatisé comprend  plusieurs étapes successives :

- Prélavage du cône par aspiration /refoulement du contenu du tube 2 de la cartouche. 

- Aspiration dans le cône puis refoulement de l’aliquote de bouillon Fraser placé dans le tube 1 de la cartouche.

- Lavage du cône (en 3, 4, 5).

- Aspiration dans le cône puis refoulement du conjugué (en 6).

- Lavage du cône (en 7, 8 et 9)

- Aspiration dans le cône de la solution de 4-méthyl-umbelliféryl-phosphate (substrat de la phosphatase alcaline) puis refoulement dans le même tube qui servira de cuve optique.

- Mesure de l’absorbance à 450 nm du contenu du tube 10.

- Si le résultat est négatif, l’analyse n’est pas poursuivie. Par contre en cas de résultat positif, une confirmation est nécessaire.

DOCUMENT 6 : EXTRAIT DE LA FICHE TECHNIQUE BIOKAR TBX AGAR

[image: image4.png]7 TYPICAL COMPOSITION

Typical composition can be adjusted to obtain optimal performance.

For 1 liter of medium

- Tryptone
- Bile salts n° 3.
-BCIG

- Bacteriological agar

pH of ready-to-use medium at 25°C : 7.2 + 0.2

2009
159
750 mg
909
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« Bile salts inhibit the growth of Gram-positive bacteria and favors the recovery of Escherichia coli

« BCIG (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-glucuronic acid) is a chromogenic substrate. Most Escherichia coli
strains possess a B-D-glucuronidase that cleaves BCIG, causing the colonies to become blue according to the
following reaction mechanism
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DOCUMENT 7 : CROISSANCE ET PRODUCTION D’ACIDE D’UNE SOUCHE DE BACTERIE LACTIQUE DANS LE LAIT
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Courbe en trait plein : Courbe de croissance : ln (nombre de bactéries par mL de lait) = f (temps)

Courbe en pointillés : Courbe d’évolution de l’acidité : ° Dornic = f (temps)

Adapté de : www.fao.org
DOCUMENT 7: LES FERMENTATIONS LACTIQUES
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DOCUMENT 9 : PRINCIPAUX COMPOSANTS DU LAIT DE VACHE
	Composants
	Concentration (g.L-1)

	Eau
	905

	Lactose
	49

	Lipides
	35

	Protides : Caséines, protéines solubles (globulines, albumine), 
substances non protéiques (acides aminés libres, petits peptides)
	34

en faible quantité

	Acide citrique
	2

	Acide phosphorique
	2,6

	Chlorure de sodium
	1,7

	Constituants divers (vitamines, enzymes, gaz dissous)
	traces


pH : 6,4 à 6,8 (D’après Alais)

DOCUMENT 10 : CROISSANCE DE SOUCHES DE Streptococcus thermophilus DANS LE LAIT
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Figure a : souche protéase moins  - Figure b : souche protéase plus

(Extrait de Letort et al, 2002
72°C/15 sec
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