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Huit souches de levures (5 commerciales destinées 3 la fabricarion
fromagére et 3 de PATCC) ont été évaludes selon leur capacité a produire des
aromes agréables lors de la fermentation de deux sous-produits de boulangerie
(pains blancs broyés et brioches brovées). Un arome fruité agréabie produit
par la souche de Geomichum candidum ATCC 62217 sur le milieu 4 base de pain
blanc a éié caractérisé du point de vue des COmposes aromariques volatils et des
acides organiques qui le composent, Neuf esters d’acide gras {€thylique,
propylique), six acides organiques, quatre alcools et un acide gras présents
dans un ferment de 48 heures ont été identifiés. Des essais d’optimisation de la
production d’arome fruité ont démoniré que I'agitation est un parameétre
essentiel a la production de composés aromatiques volatits alors que la
température a un effet limiré.
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INTRODUCTION GENERALE

L'udlisation des microorganismes a des fins industrielles dans le secteur
agroalimentaire est largement répandue et connue depuis longtemps. Les
microorganismes sont utilisés pour la transformation et la production de
nombreux aliments. Par exemple, les bactéries et les mycétes sont utilisés pour
Ia fabrication du pain, de la biére, du vin et des fromages. Le développement
de la biotechnologie a permis I'élaboration de nouvelles techniques
d’utdlisation des microorganismes et I’amélioration de celles existantes. Les
microorganismes sont maintenant utilisés pour la revalorisation des sous-
produits de I'industrie alimentaire autrefois destinés a I’'alimentation animale
ou simplement jetés.

Les sous-produits de boulangerie

Les méthodes de production a I’échelle industrielle, utlisées a I’heure actuelle
dans le secteur de la boulangerie, engendrent une quantité importante de
sous-produits. L'industrie de la fabrication du pain est la principale
productrice de sous-produits de ce secteur d’activité. Une grande partie des
pertes provient de pains endommagés ou hors-normes produits au cours de la
fabrication automatisée. Pour les grandes boulangeries, les pertes annuelles
engendrées peuvent représenter de 2 4 5 % de la production totale (Fallows &
Wheelock, 1982). Il existe donc une volonté de revaloriser ces sous-produits de
facon rentable.

Actuellement, ces sous-produits de pains peuvent étre réintroduits dans une
nouvelle recette de pain a un taux maximum de 5 a4 20 % (Seibel, 1987). Des
recherches ont également été menées afin de produire des croutons ou des
biscottes par extrusion (Ginzburg, 1977; Pain Jacquet Biscotte, 1979).
Cependant, la majeure partie du produit va a ’alimentation animale (Fallows &




Wheelock, 1982).

Ces sous-produits de boulangerie sont riches en divers nutriments (sucre,
matiéres grasses, ingrédients laiters, etc.). Ces derniers sont facilement
assimilables par divers microorganismes, notamment les champignons
filamenteux (Zetelaki-Horvath & Vas, 1980), ce qui en font des substrats
fermentescibles intéressants et peu coidteux. Des études ont démontré que la
fermentation de ces sous-produits peut produire des protéines alimentaires
(Zetelaki-Horvath & Vas, 1980) ou des levains acidulés pour la panification
(Menge, 1986).

Geotrichum candidum et les levures de fromagerie

Les levures d’affinage utilisées en fromagerie sont reconnues pour leur
capacité d’aromatisation. Ces levures font parties de I1a flore naturelle du lait et
du fromage. Dans le fromage au lait cru, aprés 2 semaines d’affinage la
quantité de levures peut atteindre 108 cellules par gramme de fromage. Parmis
les levures recontrées en fromagerie, on retrouve les genres Geotrichum,
Kluyveromyces, Candida et Debaryomyces. Par leurs différentes activités
meétaboliques, ces levures participent a I’élaboration de la texture et de la
flaveur des fromages au cours de l'affinage (Fox & Law, 1991). Les levures
métabolisent rapidement les sucres, comme le lactose, en alcool et en gaz
carbonique. En aérobiose, les levures transforment rapidement l’acide
lactique, provenant de la fermentation par les bactéries lactiques, en gaz
carbonique et en eau produisant ainsi une élévation du pH. Les activités
protéolytique et aminopeptidasique des levures provoque la formation de
peptides et d’acides aminés libres qui peuvent étre métabolisés pour produire
de l'ammmoniac, des aldéhydes, des acides et des alcools. Finalement, ’activité
lipolytique permet la production d’esters et de méthyle cétones a partir des
acides gras libérés.

L’'une des levures d’affinage les plus connues est Geotrichum candidum,
autrefois nommé Oidium lactis Fresenius ou Oospora lactis (Fres.) Saccardo
(Carmichael, 1957). Ce mycéte fait partie de la microflore naturelle de
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plusieurs fromages affinés a pate molle (Camembert, Limbourg, Livarot et Pont
I'Evéque) ou pressée comme le Saint-Nectaire (Jollivet et coll., 1994). Au cours
de l'affinage, G. candidum se développe trés tot et neutralise le caillé par
I'oxydation de I’acide lactique et permet le développement subséquent d’autres
organismes acido-sensibles tel Brevibacterium linens (Lecocq & Gueguen,
1994). Mourgues et coll. (1983) ont démontré que G. candidum jouait également
un réle dans 'amélioration des propriétés organoleptiques du camembert.

La reproduction de ce mycéte se fait via la production d’arthrospores issues de
la désarticulation du mycelium au niveau des septa. G. candidum est
maintenant reconnue comme une levure par plusieurs auteurs (Barnett et
coll., 1990; Kreger Van Rij, 1987) mais présente un dimorphisme levure-
moisissure variable d’une souche a I'autre. Gueguen & Jacquet (1982) ont ainsi
proposé trois types morphologiques de ce mycéte basés sur des différences
physiologiques et biochimiques.

Type 1 : souches de couleur créme, a l’aspect levuriforme, a température
optimale située entre 22 et 25°C, a croissance plus réduite a 30°C, a production
abondante d’arthrospores, donnant peu de mycelium; plutot acidifiantes, a
activité protéolytique faible.

Type 2 : intermédiaire.

Type 3 : souches de couleur blanche, plus ou moins feutrées (aspect de
moisissure), a température optimale plus élevée (25-30°C), a croissance plus
faible a 22°C, sporulant peu, produisant en milieux liquides des myceliums plus
importants que les souches de type 1; plutot alcalinisantes, a activité
protéolytique plus marquée.

Ces différences sont plus ou moins évidentes selon le milieu de culture
employé.

Geotrichum candidum se développe a des températures minimales d’environ
4°C (0 a 12°C) et maximales de 35-37°C (33 a 42°C) avec un optimum situé vers
25°C (22 a 30°C). G. candidum est acidotrophe et a un optimum de croissance
vers 5,5-6,0 mais, selon les souches, peut supporter des variations de pH 3 a 10.
Trés sensible au sel, sa croissance est inhibée complétement par une
concentration de 5-6 %, mais certaines souches peuvent étre affectées par des
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concentrations de 1-2 %. G. candidum peut utiliser une grande variété de
sources de carbone dont plusieurs sucres mais uniquement par voie oxydative,
a ’exception de rares souches qui peuvent fermenter faiblement le D-glucose
ou le D-galactose (Gueguen & Schmidt, 1992).

Gueguen & Schmidt (1992) rapportent aussi que Geotrichum candidum a la
capacité de stimuler le développement de plusieurs levures telles
Kluyveromyces lactis, Candida sphaerica, K. marxianus, C. kefyr, C. versatilis,
Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae et Zygosaccharomyces
rouxii. Par ailleurs, ces levures peuvent avoir un effet stimulant ou
légérement inhibiteur sur G. candidum (Gueguen et coll., 1984). G. candidum
peut aussi stimuler P’activité de certaines bactéries comme Brevibacterium
linens (Lecocq et coll.,, 1996). Par ailleurs, G. candidum peut inhiber le
développement de certains microorganismes indésirables comme les Mucor et
plusieurs Enterobacteriaceae (Gueguen & Schmidt, 1992).

Outre sa participation a l'affinage des fromages, Geotrichum candidum a
également été isolé a partir de la microflore naturelle associée a la
fermentation des produits amylacés. G. candidum serait en partie responsable
des caractéristiques aromatiques du gari, un aliment important au Nigéria, et
du lafun (une variante du gari). Le gari est obtenu par fermentation des
racines tubéreuses, riches en amidon, des plants de manioc (Manihot esculenta
Crantz) (Collard & Levi, 1959; Akinrele, 1964; Okafor & Uzuegbu, 1987;
Akinyosoye et coll.,, 1988). Au cours de cette transformation, G. candidum
partcipe a I’élaboration des propriétés organoleptiques du gari par production
de composés aromatiques (Collard & Levi, 1959; Okafor & Uzuegbu, 1987); il
contribue aussi & réduire la concentration de composés cyanogénes toxiques
présents dans le manioc a I'état frais (Essers et coll., 1994). G. candidum a
également été isolé de breuvages alcooliques nigériens (pito, burukutu et
sekete) préparés a partir de mais malté (Sanni & Lonner, 1993). Dans de cadre
d’essais de production de biomasse, Nkumah et coll., (1980) ont également
démontré que G. candidum avait la capacité d’utiliser, en présence de
saccharose, différents types d’amidon (riz, blé et pommes de terre) comme
source de carbone.




Les aroOmes

Le domaine des arémes représente une part importante du secteur
agroalimentaire, mais aussi des secteurs cosmétique, chimique et
pharmaceutique (Janssens et coll., 1992). Selon ces derniers auteurs, le marché
des arémes se chiffre a 7 milliards de dollards US par année, soit 25 % du total
des additifs alimentaires (Armstrong & Yamasaki, 1986). Les arOmes peuvent
éwres qualifiés d’artificiels ou de naturels selon la méthode utilisée pour les
obtenir. 1a méthode la plus économique est de loin la production d’aromes dits
artificiels par synthése chimique, 84 % des arOmes étant fabrigués de cette
facon (Janssens et coll., 1992). Cependant, cette méthode méne a la formation
de meélanges racémiques indésirables et la demande des consommateurs pour
des produits naturels ne contenant pas d’additifs ne cesse d’augmenter
(Janssens et coll., 1992). 11 existe donc une demande importante pour des
aromes d’origine biologique qualifiés de naturels. Les méthodes traditionnelles
d’obtention de ces aromes consistent a extraire les composés aromatiques a
partr de la source naturelle, par exemple, les fruits. Cependant, les composés
aromatiques sont souvent présents en trés faible quantité ou sont liés a
d’autres composés, ce qui rend difficile et colteuse ’extraction de ces composés
(Janssens et coll., 1992).

La biotechnologie propose des méthodes alternatives d’obtention d’arémes
naturels. Ces méthodes utilisent des cellules ou des tissus d’origine végétale ou
plus souvent des microorganismes et des enzymes. L’utilisation de
microorganismes représente la voie la plus rentable et la plus prometteuse
dans ce domaine (Janssens et coll.,, 1992). En effet, ces derniers sont utilisés
depuis longtemps pour produire des flaveurs agréables au cours de
Pélaboration, de la wansformation et de la stabilisation de plusieurs aliments
(Degorce-Dumas et coll., 1984). En fait, ’homme utilisait ces procédés bien
avant de connaitre les processus biologiques impliqués (Gatfield, 1988).

Deux approches différentes existent dans l'utilisation des microorganismes
pour la production de composés aromatiques. La premieére, Ia bioproduction,
consiste a utiliser les microorganismes pour produire les arbmes de novo par
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fermentation a partir d’'un substrat contenant les éléments de base nécessaires
a la synthése des composés. Au cours de la fermentation, les microorganismes
produisent des composés en grande quantité comme de I’éthanol, du COz ou de

I'acide lactique. Cependant, plusieurs composés produits en plus faible quantité
sont trés importants du point de vue organoleptique (Degorce-Dumas et coll.,
1984). Par fermentation, les myceétes des genres Ceratocyctis et Penicillium
ainsi que Kluyveromyces lactis produisent des terpénes, une composante
majeure des huiles essentielles. L’'utilisation des mycétes Trichoderma viride et
Sporobolomyces odorus permet la production de lactones, une autre classe
majeure de composés aromatiques (Degorce-Dumas et coll.,, 1984; Latrasse et
coll., 1985). Les levures Hansenula saturnus, Geotrichum candidum et Pichia
farinosa, ainsi que les bactéries comme Pseudomonas fragi produisent des
esters (Degorce-Dumas et coll., 1984; Latrasse et coll., 1985; Janssens et coll.,
1992).

La deuxiéme approche, la bioconversion, est définie comme suit par Degorce-
Dumas et coll. (1984) : “Procédé biotechnologique permettant la transformation
d’'une molécule en une autre a l’'aide d’un nombre réduit de réactions
enzymatiques, les enzymes étant libres, fixées ou endocellulaires”. On peut,
par exemple, catalyser la formation de valérate d’éthyle a partir d’éthanol et
d’acide valérique en utilisant des enzymes de type esterase ou lipase. Que 'on
udlise une approche ou l'autre, la premiére étape est de sélectionner des
souches ayant un potentiel intéressant pour la production de composés
aromatiques. Dans le secteur agroalimentaire, [’utilisation de souches
généralement reconnues comme sécuritaires (GRAS; “Generally Recognized As
Safe”) est aussi souvent préférable (Belin et coll., 1992). Les souches
sélectionnées peuvent également subir des modifications génétiques
permettant d’améliorer la production de certains composés. Par exemple,
Mclver & Reineccius (1986) rapportent le cas d’'une souche de Pseudomonas
perolens de type sauvage qui produit 48 ppb de 2-methoxy-3-
isopropylpyrazine alors qu’un mutant de cette souche en produit 15800 ppb.

Ces méthodes de production d’arémes naturels sont plus cotteuses que la
synthése chimique de composés artificiels mais sont beaucoup plus
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économiques que les méthodes d’extraction a partir de la matiére premiére
(fruits par exemple). Par exemple la bioproduction de butyrate d’éthyle, un
composé fruité important, revient a 180.00 $US / Kg en utilisant Clostridium
butyricum. Le méme composé obtenu chimiquement ne coute que 4.00 $US / Kg
tandis que I'extraction de butyrate d’'éthyle a partir de jus de fruit revient a
5000.00 $US / Kg (Janssens et coll.,, 1992). Vu la forte demande pour ces
composés naturels, la voie biotechnologique demeure la solution la plus
intéressante pour la production de ces composés.

Les objectifs de recherche

Les cultures microbiennes utllisées pour l’affinage des fromages, notamment
Geotrichum candidum sont reconnues pour leurs capacités aromatisantes.
L’utilisation de telles cultures d’origine laitiére lors de la fermentation d’un
milieu a base de sous-produits de boulangerie représente une innovation
importante. Ces méthodes de fermentation pourraient permettre la production
de composés d’aromes recherchés et par la méme occasion revaloriser ces
sous-produits qui représentent des pertes importantes pour l'industrie. Ces
sous-produits de boulangerie, bien que fort différents des milieux retrouvés en
fromagerie, sont suffisamment complexes et riches en nutriments (sucres,
matiéres grasses, poudre de lait, etc.) pour soutenir la production de composés
aromatiques par ces cultures microbiennes. Les composés aromatiques ainsi
produits pourraient par la suite étre extraits et purifiés pour étre utilisés
comme additifs dans I'industrie alimentaire. Le ferment obtenu pourrait aussi
étre utilisé directement comme ingrédient ou concentré de saveur lors de la
production de produits de boulangerie pour en rehausser la saveur. Le substrat
ainsi que les cultures microbiennes utilisés étant de nature alimentaire et
généralement reconnue sécuritaire (GRAS), leur utilisation directe dans le
secteur agroalimentaire pourrait se faire assez facilement. Pour l'industrie de
la boulangerie, une telle revalorisadon de ces sous-produits représenterait
une voie beaucoup plus rentable que les méthodes utilisées actuellement pour
disposer de ces produits.
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Le présent travail comporte cinq objectifs principaux répartis dans les trois
chapitres de ce mémoire :

1. a) Sélection, parmi 8 souches de levures de fromagerie et 2 milieux 4 base de
sous-produits de boulangerie, de la combinaison souche-milieu la plus apte a
produire des arOmes intéressants. b) Caractérisation des deux sous-produits de
boulangerie.

2. a) Caractérisation de ’aréme obtenu avec la combinaison souche-milieu
retenue du point de vue des composés aromatiques volatils et des acides
organiques. b) Caractérisation de la croissance et de I’activité lipolytique de la
souche de levure sélectionnée.

3. Evaluation de l’effet de la température et de I'agitation sur la production de
composés aromatiques volatils, sur la croissance du microorganisme
sélectionné et sur le profil des acides organiques en fonction du temps au
cours de la fermentation.



CHAPITRE 1

SELECTION DES SOUCHES DE LEVURES ET
DES MILIEUX DE FERMENTATION

1.1 RESUME

Huit souches de levures utilisées traditionnellement en fromagerie (origine
commerciale ou banque ATCC) ont été évaluées selon leur aptitude a produire
des composés aromatiques sur deux substrats a base de sous-produits de
boulangerie plus ou moins riches en sucres et en matiéres grasses (pains
blancs broyés ou brioches broyées). Cinq souches du mycéte Geotrichum
candidum (les souches ATCC 28129, 26321 et 62217 et les deux cultures commer-
ciales Rhéne-Poulenc GEO 15 et Rosell Oidium lacts) ainsi que trois cultures de
levures d’affinage commerciales Rhone-Poulenc KL71 (Kluyveromyces lactis),
Rhéne-Poulenc DH (Debaryomyces hansenii) et Rosell levure B2#3380
( Cryptococcus albidus) ont été testées. La souche de G. candidum ATCC 62217
produit un arome fruité prononcé et trés agréable aprés 48 heures de fermen-
tation sur le milieu 4 base de pain blanc. La majorité des levures testées a
démontré une activité désacidifiante du milieu de fermentation a base de sous-
produits de boulangerie.
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1.2 INTRODUCTION

Les microorganismes utilisés pour l’affinage des fromages, notamment le mycéte
Geotrichum candidum, sont reconnus pour leurs capacités d’aromatisation.
L’udlisation de ces cultures de fromagerie pour transformer des sous-produits de
boulangerie pourrait permettre la production de composés d’arOmes intéressants.
Bien que les milieux laitiers et céréaliers soient de nature trés différente, tous deux
sont des sources importantes de nutriments utilisables par les microorganismes pour
former des composés aromatiques.

Pour l’'affinage des fromages, les levures d’aromatisation sont soit ajoutées au lait lors
de la fabrication du fromage ou inoculées en surface des fromages a I’étape de
maturation. Les levures se développent rapidement et utilisent les composés
précurseurs de saveurs formés lors de la fabrication du fromage pour produire des
composés aromatiques et améliorer les qualités organoleptiques des fromages. De la
méme maniére, les produits de boulangerie sont issus d’une premiére fermentation
au cours de laquelle la levure de boulangerie et les bactéries lactiques de la farine
produisent divers composés qui pourraient, en théorie, étre utilisés comme
précurseurs de saveurs au cours d’'une seconde fermentation par les levures
d’aromatisation.

Parmi les précurseurs de saveurs présents dans les produits de boulangerie, on
retrouve de I’éthanol, des acides organiques, des aldéhydes et des alcools supérieurs
(van Dam & Hille, 1992). Au cours de la fermentation par Saccharomyces cerevisiae,
95 % des glucides fermentés sont transformés en éthanol et en gaz carbonique
(Richard-Molard & Drapron, 1978). Les glucides résiduels servent de substrats pour la
fermentation dite “secondaire” au cours de laquelle divers composés aromatiques sont
produits (Richard-Molard & Drapron, 1978; van Dam & Hille, 1992). Le catabolisme des
acides aminés méne aussi a la formation d’acides organiques et d’aldéhydes, qui
peuvent étres oxydés en acides ou réduits en alcools saturés (El-Dash, 1971), ainsi qu’a
la production d’alcools supérieurs via la voie anaérobie d’Ehrlich (Richard-Molard &
Drapron, 1978). Finalement, des quantités plus ou moins importantes d’acides
organiques et d’autres composés sont également produits par le métabolisme des
bactéries lactiques présentes dans la farine. Dans I’ensemble, plus le temps de
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fermentation de la pate est long, plus la concentration de ces précurseurs de saveurs
est élevée.

Cing souches de G. candidum ont été évaluées, trois de ces souches proviennent de la
banque ATCC, les deux autres sont vendues comme ferments commercials
d’aromatisation pour fromagerie. Trois autres ferments d’affinage commercials ont
été inclus a titre comparatifs. Ces ferments sont constitués de souches de levures
rencontrées fréquemment en fromagerie et capable de se développées a la méme
température que G. candidum. La sélection de souches a été faite sur deux milieux a
base de sous-produits de boulangerie différents. Un sous-produit de pains blancs
tranchés commercials contenant peu de sucres et de matiéres grasses et un sous-
produit de brioches riche en sucres et en matiéres grasses.

La premiére étape de cette étude a pour objectifs : 1. L’évaluation de la capacité de
huit souches de levures a produire de I'acidité titrable et des aromes intéressants par
fermentation de deux sous-produits de boulangerie; 2. La caractérisation de ces sous-
produits. Cette étude devrait permettre de sélectionner la combinaison souche-milieu
produisant 'arome le plus intéressant. La fermentation sélectionnée pourra par la
suite étre caractérisée et leffet de certains parameétres sera évalué dans le but
d’optimiser la fermentation.




1.3 MATERIEL ET METHODES

1.3.1 Microorganismes
Huit souches de levures ont été testées, soit trois souches de Geotrichum
candidum provenant de la banque ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland) et cinq cultures de levures commerciales (dont trois G.
candidum) gracieuseté de Rhoéne-Poulenc (Boucherville, Québec) ou de
I'Institut Rosell (Montréal, Québec).

1. Geotrichum candidum ATCC28129

2. Geotrichum candidum ATCC26321

3. Geotrichum candidum ATCC62217

4. Geotrichum candidum (GEO 15; Rhéne-Poulenc)

5. Geotrichum candidum (mélange “Oidium lactis “; Institut Rosell)

6. Debaryomyces hansenii (DH; Rhone-Poulenc)

7. Kluyveromyces lactis (KL 71; Rhéne-Poulenc)

8. Cryptococcus albidus (B2 #3380; Institut Rosell)

1.3.2 Conservaton des microorganismes

Les souches provenant de la banque ATCC, recues sous forme lyophilisée, ont
été réhydratées selon les instructions de I’ATCC. Les souches étaient ensuite
conservées sur géloses inclinées de Potato Dextrose Agar (PDA; BBL,
Cockeysville, Maryland) a 4°C recouvertes d’huile de paraffine (Anachemia,
Montréal, Québec) préalablement stérilisée a2 160°C pendant 2 heures dans un
four a sec. Les cultures de levures commerciales sous forme lyophilisée étaient
conservées a -20°C dans leur emballage d’origine. Cryptococcus albidus
(B2#3380) sous forme liquide était conservée i 4°C.

1.3.3 Préparation des inocula
1.3.3.1 Cultures commerciales
Les cultures de levures commerciales sous forme lyophilisée ou liquide étaient

utilisées directement.

1.3.3.2 Souches ATCC
Une suspension de spores était produite a partir d’une culture sporulée sur
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milieu gélosé PDA selon une méthode adaptée de Essers et coll. (1994). Les
spores étaient récupérées en ajoutant 10 mlL d’eau distillée stérile a chacun des
plats de Petris. Une tige de verre stérile était passée sur la culture pour libérer
les spores et la suspension était ensuite récupérée dans des tubes a centrifuger
stériles (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pennsylvanie). La suspension était
ensuite centrifugée pendant 15 minutes a 2800 g (Beckman GS-6, Beckman
Instruments, Toronto, Ontario) et le culot de spores obtenu était lavé deux fois
avec de l'eau distillée stérile puis était resuspendu dans 50 mL d’eau distillée
stérile. La concentration de la suspension était évaluée par détermination du
nombre d’unités formant des colonies (ufc) sur milieu PDA. Les suspensions
étaient conservées a 4°C.

1.3.4 Sous-produits de boulangerie

Deux sous-produits de boulangerie différents ont été utilisés pour la
fabrication des milieux de fermentation. Un sous-produit de brioches fourni
par Les Plats du Chef (Pointe-Claire, Québec) sous forme de chapelure en vrac
et un sous-produit de pains blancs provenant de la boulangerie Multi-Marques
(Montréal, Québec). Les pains étaient réduits en chapelure a I'aide d’un
broyeur Comil (Quadro Engineering, Waterloo, Ontario). Les deux sous-produits
étaient emballés sous vide en paquets d’environ 1 kg et conservés a -20°C
jusqu’a utilisation.

1.3.5 Fermentations

Une journée avant I’expérience, les sacs contenant les sous-produits étaient
placés a la température de la piéce (environ 22°C) pour décongélation. Les
milieux de fermentation étaient préparés en mélangeant 35 % de sous-produit
et 65 % d’eau distillée. Le mélange était homogénéisé a I’aide d’un mélangeur
électrique (modeéle K45SS; Kitchen-Aid, St-Joseph, Michigan). Le milieu de
fermentation était ensuite distribué en portions de 150 g dans des Erlenmeyers
de 250 mL puis inoculé avec 106 ufc/g de milieu. Les échantilions étaient
incubés a 30°C sous une agitation rotative de 300 cycles par minute pendant 24
ou 48 heures (Lab-Line Orbit Instruments, Melrose Park, Illinois). Pour la
sélection, chacune des huit souches de levures a été utilisée pour fermenter
chacun des deux milieux de culture pendant 24 et 48 heures a deux reprises (2
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répétitions). Pour chaque répétition, les fermentations étaient faites en
duplicata (2 échandtllons).

1.3.6 Arome des ferments
Une fois la fermentation terminée, 'arome global des ferments était évalué

sommairement par odorat.

1.3.7 Acidité titrable totale

L’acidité titrable totale des ferments était mesurée selon la méthode de
Sutherland (1989). Dans un bécher de 250 mL, de I'eau déionisée était ajoutée a
15 g de sous-produit ou 20 g de milieu fermenté pour compléter a 100 g. Le
mélange était agité pendant 30 minutes a I'aide d’un barreau magnétique puis
titré avec une soludon de NaOH N/9 jusqu’a pH 6,6 a 'aide d’un dtrimétre
Titrino (modeéle S719; Metrohm, Herisau, Suisse). Les résultats obtenus étaient
exprimés en meq mole d’acide lactique par gramme de ferment.

1.3.8 Détermination des protéines totales

Le contenu en azote total était déterminé selon la méthode Macro Kjeldahl
920.105 (AOAC, 1990) a I'aide d’un Kjeltec 1030 Analyser (Tecator, Virginie). La
teneur en protéines était estimée en utilisant 5,70 comme facteur de
conversion puis exprimée en pourcentage de protéines sur la base du poids sec.
Deux répétitions de 3 échantilions ont été effectuées.

1.3.9 Détermination des gras totaux et du poids sec

La teneur en gras totaux des sous-produits était mesurée selon la méthode
Soxhlet 963.15 adaptée de I’AOAC (1990). Quatre grammes de sous-produit étaient
pesés avec précision (P2), déposés dans une cartouche d’extraction (33 mm X 94
mm), recouverts d’un morceau de ouate (la cartouche et la ouate étaient
préalablement séchées pendant 18 heures a 100°C et pesées (P1l)). Les
échantillons étaient placés dans un four a vide pendant 6 heures a2 100°C.
Apreés refroidissement au dessicateur, les échantillons étaient pesés (P3) pour
déterminer le poids sec ((P3-P1)/P2). Les échantillons étaient ensuite déposés
dans un soxhlet et extraits pendant 4 heures avec 150 mL d’éther de pétrole.
Les échantillons étaient ensuite séchés (1 heure a 100°C), refroidis et pesés
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pour le calcul de la teneur en gras totaux. Les résultats étaient exprimés en
pourcentage de gras sur la base du poids sec.

% gras = (g gras X 100)/g d’échantillon (poids sec).

Deux répétitions de 2 échantillons étaient faites.

1.3.10 Détermination de la teneur en sel

Deux grammes de sous-produit de boulangerie étaient homogénéisés avec 38 g
d’eau déionisée a l'aide d’'un homogénéisateur Polytron, model PT 10/35 muni
d’une tige PTA 10S (Brinkmann Instruments, Mississauga, Ontario) puis filtrés
sur papier Whatman #2. La teneur en sel était ensuite déterminée avec un
appareil Chloride Analyser 926 (Ciba Corning Diagnostics, Medfield,
Massachusetts).

1.3.11 Détermination de ’Aw
L’Aw était mesurée directement a ’aide d’un appareil Aqua Lab (Decagon
Devices, Pullman, Washington).

1.3.12 Analyses microbiologiques

Un échantillon de 10g de sous-produit de boulangerie était homogénéisé dans
90 mL d’eau peptonée stérile et le nombre de bactéries mésophiles était estimé
sur un milieu MRS (deMan Rogosa Sharpe) (MRS agar; BDH, Darmstadt,
Allemagne) incubé pendant 48 heures a 34°C.

1.3.13 Analyse des sucres

Les sucres étaient extraits a partir des sous-produits de boulangerie selon la
méthode décrite par Lonner & Preve-Akesson (1988). Un mélange de 20 g de
sous-produit et 100 mL d’eau déionisée était homogénéisé. Les échantillons
étaient chauffés a 60°C dans un bain thermostaté pendant 5 minutes puis
refroidis rapidement dans un bain de glace jusqu’a la température ambiante
(environ 22°C), neutralisés a pH 7 avec du NaOH 1 N, soumis a une agitation
magnétique pendant 30 minutes puis centrifugés pendant 15 minutes a 11300 g
(model J2-21, Beckman Instruments, Toronto, Ontario). Le surnageant était
passé sur une cartouche sep-pak C18 (Waters, Milford, Massachusetts) et filtré
sur filtres de 0,2 um (Costar corporation, Cambridge, Massachusetts). La
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séparation était effectuée sur un systéme de chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) (Waters, Milford, Massachusetts) muni d’'une pompe
(modéle 510) et d’un injecteur automatique (WISP modeéle 710B). Les composés
étaient séparés sur une colonne échangeuse d’ions ION-300 (InterAction
Chromatography, San Jose, Californie) de 300 mm X 7,8 mm (diamétre interne).
L’éluant utilisé était le H804 a 0,005 N a un débit de 0,4 mL/minute & 25°C. La
détection des composés était faite par un détecteur a indice de réfraction
différentiel (modéle 410). Deux répétitions de 3 échantillons ont été faites.
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1.4 RESULTATS ET DISCUSSION
1.4.1 Analyse des sous-produits de boulangerie

Les résultats présentés au tableau 1.1 montrent que les brioches contiennent
trois fois plus de matiéres grasses et de sucres simples (glucose et fructose) que
le pain blanc. Par ailleurs, le pain blanc a une acidité titrable plus élevée que
les brioches.

La compositon des deux sous-produits de boulangerie est susceptible d’affecter
le développement de Geotrichum candidum et des levures a I’étude. Le pH des
deux sous-produits (5,3-6,0) est relativement optimal pour Geotrichum
candidum et les levures (Gueguen & Schmidt, 1992). Les deux sous-produits
contiennent du glucose et du fructose, sucres assimilables par toutes les
levures (Gueguen & Schmidt, 1992). La quantité de sel contenue dans les sous-
produits varie autour de 2 %. Bien que certaines souches de G. candidum, un des
microorganismes les plus sensibles au sel (Gueguen & Schmidt, 1992), puissent
étre partiellement inhibées par des concentrations aussi faibles, il faut
généralement des concentrations de 5 a 6 % pour une inhibition totale
(Gueguen & Schmidt, 1992). Le milieu de fermentation est composé de 35 % de
sous-produit et 65 % d’eau distillée ce qui raméne la concentration effective de
sel dans le milieu a environ 0,7 %. Les deux sous-produits contiennent des
contaminants bactériens en faible quantité (< 102 ufc/g de sous-produits).

Les deux sous-produits de boulangerie utilisés sont trés différents et ont été
sélectionnés pour permettre d’observer 'effet d’'une forte différence de la
teneur en matiéres nutritives sur la capacité des levures d’aromatisation a
produire des composés aromatiques. De plus, le pain blanc est un produit ayant
subi une premiére fermentation beaucoup plus longue que les brioches. Le
pain commercial est fabriqué selon un procédé de pate avec levain-levure
(sponge and dough process) qui comporte une étape de fermentation du levain
pendant 4,5 heures. Cette longue étape de fermentation ne fait pas partie du
procédé de fabrication des brioches. Ainsi, il est probable que le pain
contienne davantage d’acides organiques et autres précurseurs de saveurs que
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les brioches. Les levures d’aromatisation peuvent ainsi utiliser les acides issus
de la fermentation du pain de la méme fagon qu’elles utilisent, au cours de
I’affinage, I’acide lactique et les autres acides issus de la fermentation
fromagere.

Les milieux de fermentation sont fabriqués en mélangeant 35 % de sous-
produits de boulangerie et 65 % d’eau. Cette concentration permet d’incorporer
le maximum de sous-produits tout en conservant un milieu suffisamment
liquide pour permettre une bonne agitation. Cette concentration a été
conservée pour toute la durée de I'étude.

1.4.2 Evaluation des souches de levures

1.4.2.1 Aromes des milieux fermentés

L’aréme produit par fermentation des deux milieux avec les différentes
souches est présenté au tableau 1.2. Les résultats présentés sont ceux obtenus
apreés 48 heures de fermentation. Les aromes obtenus aprés 48 heures sont plus
intenses mais correspondent généralement a ceux obtenus aprés 24 heures.
Les ferments produits par les souches de G. candidum ainsi que ceux produits
par la plupart des autres levures présentent des aromes qualifiés de
moyennement agréables a trés agréables. Par contre, les ferments produits par
la culture KL71 de Rhone-Poulenc dans les deux milieux ainsi que par la
culture “Oidium lacts ” (Institut Rosell) dans le milieu brioche ont un aréme
chimique désagréable sans intérét. Par ailleurs, les aromes produits dans le
milieu a4 base de brioche se rapprochent souvent de ceux des laits fermentés.
Enfin, il est aussi important de noter que les conditions de sélection aérobies
adoptées ici (flacons agités a 300 cycles par minute) peuvent défavoriser
légérement les levures facultatives comme Kluyveromyces lactis.

Les cultures commerciales sélectionnées sont vendues comme ferments
d’affinage et d’aromatisation utilisés en fromagerie. Les souches de
Geotrichum candidum provenant de la banque ATCC (American Type Culture
Collection) ont été isolées a partir de substrats de nature alimentaire. Deux
autres souches ATCC avaient initialement été sélectionnées, soit les souches
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34614 et 62221, mais ont été rejetées a cause de leur apparence de moisissure
trop accentué. Le développement de ce type de microorganisme étant
indésirable dans les produits de boulangerie. Les trois souches ATCC retenues
ont un aspect levuriforme. La souche de G. candidum ATCC 62217 produit un
arome fruité de forte intensité trés agréable dans le milieu 4 base de pains.
Koizumi et coll. (1982), rapportent trois souches de G. candidum sur 12 souches
sauvages isolées a partir de la microflore provenant d’exsudats d’arbres
produisent un aréme fruité rappelant celui du melon. Une autre étude réalisée
par Latrasse et coll. (1987) fait état de la production d’un aréme fruité de coing
(fruit du cognassier) par une souche mutante de G. candidum sur un milieu
contenant du glycérol et un amide (urée ou L-asparagine), les autres souches
sauvages isolées a partr de fromages ne produisaient par d’arome fruité. Selon
cet auteur, ces résultats suggerent que les souches utilisées en fromagerie
n’ont pas la capacité de produire I’aréme fruité. Nos résultats supportent cette
hypothése. En effet, la souche ATCC 62217 qui produit un aréme fruité est la
seule souche testée ne provenant pas de fromages. Les souches de G. candidum
ATCC 28129 et 26321 qui sont isolées a partir de fromages ne produisent pas
d’aromes fruités. C’est le cas également de la souche GEO 15 (Rhone-Poulenc) et
de la culture “Oidium lactis “ (Institut Rosell) qui sont vendus pour utilisation
en fromagerie. L’étude des caractéristiques de la souche ATCC 62217 et de
I’arome fruité produit fait I’objet des chapitres suivants.

1.4.2.2 Acidité titrable des milieux fermentés

L’acidité titrable a été déterminée sur I’ensemble des milieux fermentés
obtenus apreés 24 et 48 heures. La figure 1.1 montre que les milieux fermentés a
base de brioches ont toujours une acidité titrable supérieure a celle des milieux
fermentés 4 base de pains. Ceci s’explique vraisemblablement par le contenu
supérieur en sucres de ce milieu. Les sucres peuvent étre transformés en
acides par les microorganismes ayant une activité fermentative sur ces sucres.
L’acidité titrable maximale (0,072) est obtenue aprés 48 heures de fermentation
avec la culture Rosell B2#3380 et le milieu 4 base de brioches. L'acidité titrable
dans les milieux fermentés 4 base de brioches est comparable a celle des
préferments liquides utilisés en panification qui est de 0,030 4 0,065 méq mol
acide lactique / g de préferment selon la quantité de farine utilisée
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(Sutherland, 1989). Les milieux fermentés produits par les différentes souches
de G. candidum ont une acidité titrable plus faible que celle d’un milieu-témoin
non inoculé. Ces résultats s’expliquent par I’activité neutralisante de plusieurs
souches de G. candidum qui oxydent les acides organiques pour produire du CO;
et de I'eau. Seule la culture “QOidium lactis “ (Institut Rosell), qui est un
mélange de souches, produit une acidité titrable assez élevée qui peut étre
attribuable a la présence de souches ayant un pouvoir neutralisant plus faible
ou a la présence de souches acidifiantes. En effet, ce caractére varie beaucoup
selon les souches (Gueguen & Jacquet, 1982). Le développement d’acidité
titrable dans un témoin non inoculé s’explique par le fait que les milieux de
fermentation ne sont pas stériles.




TABLEAU 1.1

ANALYSE DES SOUS-PRODUITS DE BOULANGERIE.

Analyse Brioche Pain
Protéines 1234 14,35
(%, matiéres séches)

Matiéres grasses 135 36
(%, matiéres séches)

Fructose 471 1,79
(%, matiéres séches)

Glucose 394 1,09
(%, matiéres séches)

Sel (NacCl)

(%, matieres séches) 1,6 23
Acidité titrable

(méq mole acide 0,0131 0,0273
lactique/g)

pH 596 531
Eau

(%) 228 375
Aw 0,84 093
Contaminants

(bactéries mésophiles) <102 <102

(ufc/g)




TABLEAU 1.2

EFFET DU TYPE DE MICROORGANISME ET DU SOUS-PRODUIT DE
BOULANGERIE SUR L’AROME DES MILIEUX FERMENTES
APRES 48 HEURES DE FERMENTATION A 30°C ET
300 CYCLES PAR MINUTE.

Aroéme;
Culture Milieu Aréme agréable (+)
désagréable (-)
G. candidum Brioche Pate fermentée, fruits ++
ATCC62217 Pain Arome fruité treés +++4
prononcé
G. candidum Brioche Alcool, lait fermenté +/-
ATCC 28129 Pain Alcool, légérement ++
floral
G. candidum Brioche Pate et lait fermentés +
ATCC 26321 Pain Pain, noix de coco ++
G. candidum Brioche Pate et lait fermentés +
GEO 15 Pain Pain, fruits +
G. candidum Brioche Pate et lait fermentés +/-
“Oidium lactis” Pain Acétone, solvant - -
Cryptococcus Brioche Pate et lait fermentés +
albidus Pain Pain, alcool +/-
Kluyveromyces  Brioche Alcool, solvant -
lactis Pain Alcool, solvant - -
Debaryomyces Brioche Lait fermenté +
hansenii Pain Pain, alcool +/-




ATT (méq aclactique / g)

FIGURE 1.1

RELATION ENTRE LES SOUCHES DE LEVURES ET L'ACIDITE TITRABLE TOTALE (ATT)
DANS LES MILIEUX CONTENANT 35 % DE BRIOCHES OU DE PAINS BROYES
APRES 48 HEURES DE FERMENTATION A 30°C ET 300 CYCLES PAR MINUTE.

(2 répétitions de 2 échantillons)
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1.5 CONCLUSION

Les résultats obtenus ont démontré que la plupart des souches de levures
évaluées (non typiques en panification) pouvaient produire des ardmes
intéressants par fermentation de deux sous-produits de boulangerie. L’arOme
obtenu aprés 48 heures de fermentation est supérieur a celui obtenu aprés 24
heures. Les milieux fermentés a base de brioches ont souvent une acidité
titrable élevée et un ardme de lait fermenté. La culture de levure commerciale
B2#3380 (Institut Rosell) a été la plus acidifiante tandis que les souches de G.
candidum, de par leur action neutralisante, produisent les ferments les moins
acides.

Un ferment a Parome fruité trés agréable a été obtenu par fermentation du
milieu a base de pains avec la souche de Geotrichum candidum ATCC 62217.Ce
milieu fermenté pourrait constituer une source de composés aromatiques a
haute valeur ajoutée. La caractérisation de I’arobme produit et de la souche de G.
candidum utilisée fait I’objet du prochain chapitre.




CHAPITRE 2

CARACTERISATION DE L’AROME FRUITE PRODUIT
PAR Geotrichum candidum

2.1 RESUME

Un ardome fruité est produit par Geotrichum candidum ATCC 62217 a partir de
pains blancs broyés. Les composés aromatiques volatils constituant ’arome
étaient obtenus par adsorption sur une cartouche d’extraction en phase solide,
par échantillonnage de l’espace de téte (headspace) ou par condensation des
composés sur un piége froid (Cold Finger) et analysés par chromatographie en
phase gazeuse (GC) a l'aide d’'un détecteur a ionisation de flamme (FID) et/ou
d’un spectromeétre de masse (MS). Ces analyses ont permis d’identifier neuf
esters d’acide gras (éthyliques et propylique), quatre alcools et un acide gras.
L’étude du profil de six acides organiques par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) a permis de constater une diminution de la concentration
de plusieurs acides a la suite de la fermentation. L’évaluation de l'activité
lipolytique de la souche ATCC 62217 a démontré un taux d’activité comparable
aux souches ATCC ne produisant pas d’aréme fruité. D’aprés la courbe de
croissance de G. candidum, la production de l'aréme coincide avec la phase de
croissance stationnaire du microorganisme.
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2.2 INTRODUCTION

Le mycéte Geotrichum candidum posséde des aptitudes aromatiques variées par
différentes activités enzymatiques (Jollivet et coll., 1994). Sur les milieux
laitiers, il peut former des composés aromatiques a partir du catabolisme des
acides aminés, des acides aminés soufrés et de la dégradation oxydative des
acides gras (Belin, 1991). Certaines souches de G. candidum ont aussi la capacité
de produire des esters d’acide gras de faible poids moléculaire (Koizumi et coll.,
1982; Degorce-Dumas et coll.,, 1984; Latrasse et coll., 1987). La production de ces
composés est souvent associée a la présence d’un aréme fruité (Koizumi et coll.,
1982; Latrasse et coll., 1987; Janssens et coll., 1988; Gatfield, 1988). Cependant,
les souches utilisées en fromagerie ne semblent pas produire de tels esters
(Latrasse et coll., 1987).

La formation d’esters découle d’'un mécanisme de détoxification du milieu de
culture par le microorganisme. Ce mécanisme empéche I'accumulation de
composés toxiques pour les cellules tels les acides gras a courte chaine et les
alcools de fusel (Latrasse et coll.,, 1987). La synthése des esters peut étre
accomplie par des enzymes de la famille des hydrolases d’esters carboxyliques
(EC.3.1.1) et parfois par des transferases comme l'alcool acetyitransferase
(Gatfield, 1988; McKay, 1993). Les lipases (EC.3.1.1.3) ou estérases (EC 3.1.1.2)
font partie du premier groupe. Ces enzymes peuvent hydrolyser les liaisons
esters pour libérer des acides gras libres mais aussi, a 'inverse, synthétiser
des liaisons ester (Macrae, 1983; Gilbert et coll., 1991).

G. candidum posséde un systéme lipolytique trés élaboré, possédant jusqu’a 4
lipases différentes (Sugihara et coll.,, 1991). Ces lipases sont extracellulaires
(Macrae, 1985; Tahoun et coll., 1987; Jacobsen & Poulsen, 1995) et peuvent
attaquer les trois liaisons d’un triglycéride (Sugihara et coll., 1991). Il existe
aussi une grande variabilité dans l’aptitude a utiliser différents substrats
(Jacobsen et coll., 1990; Sidebottom et coll., 1991) et du niveau d’activité
lipolytique entre différentes souches (Baillargeon et coll., 1989). Une des ces
enzymes ne présente pas de spécificité de substrat (lipase A) alors que la lipase
B présente une spécificité pour les esters d’acide gras insaturés ayant une
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liaison double de configuration cis en position 9 (Sidebottom et coll., 1991;
Charton et coll., 1992). Sugihara et coll. (1993) ont caractérisé récemment une
autre lipase qui démontre une spécificité pour I’hydrolyse des esters en
position 2 des triglycérides. Finalement, certains auteurs ont montré que
I’activité lipolytique était inductible chez certaines souches (Tsujisaka et coll.,
1973), mais constitutive chez d’autres (Alford & Smith, 1965). Outre la
production d’esters, lactivité lipolytique de G. candidum permet aussi la
formation de méthyle cétones par conversion d’acides gras saturés libérés
(Smith & Alford, 1969). Certains de ces méthyle cétones et leurs alcools
secondaires correspondants ont été identifiés par Jollivet et coll. (1994).

L’activité protéolytique de cet organisme permet également la production de
composés aromatiques et a été caractérisée en partie par Gueguen & Lenoir
(1975a, b, 1976). L’activité protéolytique de G. candidum, bien que variable
d’une souche a l'autre, est comparable a celle de Penicillium camemberti var.
caseicolum (Hannan & Gueguen, 1985). G. candidum peut produire des
substances aromatiques a partir du catabolisme des acides aminés et des acides
aminés soufrés (Belin, 1991). Des alcools (propanol, phenol, 2-methylpropanol,
2-méthylbutanol, 3-méthylbutanol et phényléthanol) peuvent ainsi étre
produits (Degorce-Dumas et coll., 1984; Latrasse et coll., 1987; Jollivet et coll.,
1994). G. candidum peut également effectuer la désamination des acides
glutamique et aspartique (Greenberg & Ledford, 1979).

La production d’un aréme fruité par la souche de Geotrichum candidum ATCC
61217 a été présentée au chapitre 1. Ce chapitre-ci a pour objectifs : 1. L’étude
des composés aromatiques volatils et du profil des acides organiques
constituant cet arébme fruité; 2. La comparaison de l’activité lipolytique de la
souche ATCC 62217 avec d’autres souches ATCC de Geotrichum candidum ne
produisant pas d’aréme fruité; 3. Cinétique de la croissance de la souche ATCC
62217 au cours de la fermentation.




2.3 MATERIEL ET METHODES

2.3.1 Microorganismes

La souche de Geotrichum candidum ATCC 62217 était maintenue sur gélose
inclinée de PDA (BBL). Une suspension de spores était produite a partir d’une
culture sporulée sur milieu gélosé PDA selon une méthode adaptée de Essers et
coll. (1994). Les spores étaient récupérées en ajoutant 10 mL d’eau distillée
stérile a chacun des plats de Petri. Une tige de verre stérile était passée sur la
culture pour libérer les spores et la suspension était ensuite récupérée dans
des tubes a centrifuger stériles (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pennsylvanie).
La suspension était ensuite centrifugée pendant 15 minutes a 2800 g (Beckman
GS-6, Beckman Instuments, Toronto, Ontario) et le culot de spores obtenu était
lavé deux fois avec de I'eau distiliée stérile puis était resuspendu dans 50 mL
d’eau distillée stérile. La concentration de la suspension était évaluée par
détermination du nombre d’unités formant des colonies (ufc) sur milieu PDA.
Les suspensions étaient conservées a 4°C.

2.3.2 Fermentations

Une journée avant ’expérience, les sacs contenant les pains blancs broyés
étaient placés a la température de la piéce (environ 22°C) pour décongélation.
Les milieux de fermentation étaient préparés en mélangeant 35 % de sous-
produit et 65 % d’eau distillée. Le mélange était homogénéisé a l'aide d’'un
mélangeur électrique (model K45SS, Kitchen-Aid, St-Joseph, Michigan). Le
milieu de fermentation était ensuite distribué en portions de 150 g dans des
erlenmeyers de 250 mL puis inoculé avec 106 ufc/g de milieu. Les échantillons
étaient incubés a 30 °C sous une agitaton rotative de 300 cycles par minute
pendant 48 heures (Lab-Line Orbit Instruments, Melrose Park, Illinois). Ces
conditions étaient celles produisant I'’arome le plus intense lors de la sélection
de souches.

2.3.3 Analyse des composés volatils

2.3.3.1 Analyse par échantllonnage de I’espace de téte (Headspace)

Un échantillon de 5 g de ferment était placé dans un flacon pour
chromatographie en phase gaz-liquide, recouvert d’une cloison de teflon puis
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scellé avec une capsule d’aluminium. Une quantité de gaz était recueillie a
l'aide d’un systéme de prélévement des vapeurs de I’espace de téte (headspace)
HP7694 (Hewlett Packard, Avondale, Pennsylvanie) avant d’étre injectée
automatiquement dans I’appareil pour analyse par GC/MS.

2.3.3.2 Analyse par condensation des composés volatils sur un piége froid (Cold
Finger)

Un échantillon de 150 g de ferment était déposé dans un ballon de 250 mL puis
chauffé a environ 60°C et agité a ’aide d’un agitateur magnétique. Une tige de
verre était insérée pendant 30 secondes dans une bouteille Dewar contenant de
I’'azote liquide. La tige de verre refroidie était ensuite positionnée a quelques
millimétres au dessus du ferment pendant 30 secondes. La condensation formée
sur la tige de verre était finalement récupérée par lavage avec 2 mL de
méthanol. L’'opération était répétée 20 fois en utilisant la méme solution de
méthanol. Apres filtration, ’échantillon était analysé par GC/MS.

2.3.3.3 Analyse par piégeage des composés volatils sur une cartouche
d’extraction en phase solide

Un échantillon de 10 g de ferment était dilué avec 90 g de tampon phosphate de
potassium a 0,05M (pH 7,5) dans une bouteille de type Drechsel de 250 mL
(Quickfit; Pegasus, Agincourt, Ontario) munie d’une entrée de gaz en verre
fritté de porosité no. 3. L’échantillon était chauffé a2 80°C pendant 7 minutes
suivi d’une purge a 100 mL d’air par minute pendant 60 minutes. Les composés
volatils étaient ainsi piégés a la sortie sur une cartouche d’extraction en phase
solide contenant une matrice de silice (Silica Sep-Pak; Waters, Milford,
Massachusetts). La cartouche était préalablement conditionnée avec 3 volumes
(6 mL) d’hexane. Les composés piégés étaient ensuite désorbés de la cartouche
avec 2 mL d’acétone puis I’échantillon était filtré (0,2 pym) et analysé par

GC/FID ou GC/MS.

2.3.3.4 Analyse par GC/MS

Un chromatographe en phase gazeuse (modéle 3400; Varian Associates, Palo-
Alto, Californie) était utilisé avec un spectométre de masse Finnigan INCOS 50.
La chromatographie était effectuée avec les conditions suivantes : le débit du
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gaz porteur (He) était de 1,0 ml/min et I'injection se faisait dans un ratio de
50:1. La température initiale du four, 40°C, était augmentée jusqu’a 90°C 3 3°C
par minute, puis jusqu’a 120°C a 10°C par minute et finalement jusqu’a 240°C a
20°C par minute. Une colonne capillaire DB-WAX (J&W Scientific, Folsom,
Californie) de 30 m X 0,25 mm de diameétre interne était utilisée. La
spectrométrie de masse était effectuée en utilisant I'ionisation par impact
électronique de 70 eV avec environ 384 balayages par seconde.

2.3.3.5 Analyse par GC/FID

La séparation des composés volatils était effectuée sur un chromatographe en
phase gazeuse (modéle 6890; Hewlett Packard, Avondale, Pennsylvanie) dans
les conditions suivantes : le débit du gaz porteur (hélium) était de 2,0 mL par
minute et l'injection était faite en mode “split” dans le ratio 30:1. La
température initiale du four (40°C) était augmentée jusqu’a 140°C a 15°C par
minute, puis jusqu’a 150°C a 1°C par minute et finalement jusqu’a 220°C a 30°C
par minute. Une colonne capillaire DB-FFAP (J&W Scientific, Folsom,
Californie) de 30 m X 0,25 mm de diameétre interne était utilisée. Les composés
étaient détectés en sortie de colonne par un détecteur 3 ionisation de flamme
(FID).

2.3.3.6 Identification des composés
Les composés étaient identifiés par comparaison des temps de rétention avec

des standards connus et/ou par spectrométrie de masse.

2.3.4 Analyse des acides organiques

Les acides étaient extraits a partir des milieux fermentés selon la méthode
décrite par Lonner & Preve-Akesson (1988). Un mélange de 20 g de ferment et
100 mL d’eau déionisée était homogénéisé. Les échantillons étaient chauffés a
60°C dans un bain thermostaté pendant 5 minutes puis refroidis rapidement
dans un bain de glace jusqu’a la température ambiante (environ 22°C),
neutralisés a pH 7 avec du NaOH 1 N, soumis a une agitation magnétique
pendant 30 minutes puis centrifugés pendant 15 minutes 2 11300 g par minute
(model J2-21, Beckman Instruments, Toronto, Ontario). Le surnageant était
passé sur une cartouche sep-pak C18 (Waters, Milford, Massachusetts) et filtré
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sur filtres de 0,2 um (Costar Corporation, Cambridge, Massachusetts). La

séparation était effectuée sur un systéeme de chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) (Waters, Milford, Massachusetts) muni d’une pompe
(Modéle 510) et d’un injecteur automatique (WISP Modéle 710B). Les composés
étaient séparés sur une colonne échangeuse d’ions ION-300 (InterAction
Chromatography, San Jose, Californie) de 300 mm X 7,8 mm (diameétre interne).
L’éluant utilisé était le H,S04 a 0,005 N a un débit de 0,4 mL/minute a 25°C, La

détection des composés était faite par un détecteur UV a longueur d’onde
variable (Model 286) fixé a A=210 nm. Deux répétitions de 2 échantillons étaient
faites.

2.3.5 Détermination de I’activité lipolytique

2.3.5.1 Milieu de culture pour la production de lipases

Le milieu utilisé pour la production de lipase est une adaptation du milieu de
Tsujisaka et coll. (1973), décrit par Baillargeon et coll. (1989). Ce milieu est
composé de S % de peptone (Becton Dickinson), 0,1 % de NaNO3 (BDH), 0,1 % de

MgSO,4 (Anachemia) avec ou sans additon de 1 % d’huile d’olive (Bertolli). Le

pH était ajusté (pH 7) avant stérilisation a 121°C pendant 15 minutes. La
stérilisation ne cause pas de changement significatif de pH (Baillargeon et
coll,, 1989).

2.3.5.2 Production de lipases

Une préculture était faite en inoculant un Erlenmeyer de 250 mL contenant 65
mL de milieu avec 1 mL d’une suspension de spores contenant 107 a 108 spores
/ mL. Le milieu ensemencé était incubé pendant 24 heures a 30 °C sous une
agitation rotative de 300 cycles par minute (Lab-Line Orbit Instruments,
Melrose Park, Illinois). Un millilitre de cette préculture était transféré dans 65
mlL de milieu frais pour une seconde incubation dans les mémes conditions. Les
cultures étaient ensuite centrifugées dans des tubes stériles (Fisher Scientific,
Pittsburgh, Pennsylvanie) pendant 30 minutes 4 2800 g (Beckman model GS-6,
Beckman Instruments, Toronto, Ontario), puis filtrée sur papier Whatmann
no.1l (11-13 ym) et Whatmann GF/C (1,2 ym) afin d’obtenir un filtrat sans

cellules constituant la source d’enzymes.
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2.3.5.3 Essais enzymatiques

L’'activité des préparations de lipases était mesurée par une méthode adaptée de
Baillargeon et coll. (1989). Une émulsion d’huile d’olive (Bertolli) a 20 % et de
gomme arabique (Sigma Chemical, St-Louis, Missouri) & 0,5 % était préparée
dans un tampon TRIS de 50 mM (pH 8,2). L’émulsion était faite avec un
homogénéisateur Polytron, modéle PT 10/35 muni d’'une tige PTA 10S
(Brinkmann Instruments, Mississauga, Ontario) a la vitesse 5 pendant environ
30 secondes. Ces émulsions étaient préchauffées pendant 25 minutes a 30°C
puis 2 mL de préparation de lipase étaient ajoutés a 10 mL d’émulsion et le
milieu réactionnel était incubé a 30 °C pendant 90 minutes sous une agitation
rotative de 300 cycles par minute (Lab-Line Orbit Instruments, Melrose Park,
Ilinois). La réacton était arrétée par addition de 20 mL d’éthanol a 95 % (v/v).
Un témoin était préparé en arrétant la réaction avant incubation.

Les acides gras libres produits étaient ensuite quantifiés par titrage jusqu’a pH
9,5 avec une solution de NaOH a 0,05 N en utilisant un titrimétre Titrino (modéle
S719; Meoohm, Herisau, Suisse). Une unité d’activité enzymatique (lipolytique)
correspond a la libération de I'équivalent d’une micromole d’acide gras libre
par minute, par mlL de préparation de lipase a partir de Phuile d’olive dans les
conditions décrites. Trois répéutions de quatres échantillons étaient faites.

2.3.6 Courbe de croissance

La croissance était déterminée par compte du nombre d’unités formant des
colonies (ufc). A différents temps d’échantillonnage, 1 g de ferment était dilué
dans 9 g d’eau peptonée stérile (0,1 %). Des dilutions décimales étaient ensuite
effectuées et 1 mL d’une dilution adéquate était déposé dans un pétri auquel 25
mL de PDA maintenu a 45°C était ajouté. Les géloses étaient incubées pendant
24 heures a 30°C et les ufc étaient comptées.
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2.4 RESULTATS ET DISCUSSION

2.4.1 Composés aromatiques volatils

Les différentes techniques d’analyse ont permis d’identifier 14 composés
faisant partie de I’ardbme d’un milieu fermenté pendant 48 heures. Toutes les
méthodes d’extraction des composés volatils ont été effectuées en ne chauffant
pas I’échantillon a plus de 80°C pour éviter de générer de nouveaux composés
aromatiques tel que prescrit par Cormier et coll. (1991). Le tableau 2.1 montre
les 10 composés identifiés par analyse de I’espace de téte (headspace) a l'aide de
la spectrométrie de masse. Parmi ces composés se trouvent 2 alcools, 7 esters (6
éthyliques et 1 propylique) et 1 acide gras. Le tableau 2.2 montre les composés
identifiés par analyse de la condensation de I'espace de téte sur piége froid
(cold finger). Cette méthode, combinée a I’analyse par spectrométrie de masse,
n’a permis d’identifier que 3 alcools et a donc été peu efficace pour I’étude de
composés aromatiques a l’exception des alcools. Finalement, le tableau 2.3
montre les 4 composés identifiés (esters d’éthyl d’acide gras) d’un échantillon
obtenu par piégage des composés volatils sur une cartouche d’extraction en
phase solide. L'identification de ces composés a été confirmée par comparaison
avec des standards connus et par spectrométrie de masse. Cette méthode était
efficace pour 'extraction d’esters d’éthyl d’acide gras, notamment pour ceux
formeés d’acides gras a courte chaine.

Les analyses de l’aré6me par échantillonnage de l'espace de téte et par
condensation des volatls sur un piége froid ont permis d’identifier 4 alcools au
total. La littérature scientifique rapporte la production de propanol-1, de
méthyl-2 propanol-1 et de méthyl-3 butanol-1 par Geotrichum candidum
(Latrasse et coll., 1987; Jollivet et coll., 1994). Cependant, ces composés, ainsi
que I’éthanol, font également partie des composés volatils qui forment I’aréme
du pain (Hironaka, 1986). lils peuvent donc avoir été produits par G. candidum
au cours de la fermentation et/ou étre présents dans le milieu de départ
fabriqué a partir de sous-produit de pains.

La plupart des esters d’éthyle d’acides gras identifiés ici ont également été
formés par les souches productrices d’un aréme fruité tel que rapporté dans la
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littérature (Koizumi et coll., 1982; Latrasse et coll., 1987). La production de
I’ester d’éthyle d’acide acétique ainsi que des alcools est rapportée par Jollivet
et coll. (1994) et semble donc étre produite également par les souches ne
produisant pas d’arOme fruité. La production de I’ester propylique d’acide
propionique n’est rapportée par aucun de ces auteurs. Finalement, la
production d’esters non éthyliques est mentionnée par Koizumi et coll. (1982)
ainsi que par Latrasse et coll. (1987).

Les esters d’acide gras sont vraisemblablement les composés typiques de
Pardome fruité. Par exemple, I'ester d’éthyle d’acide isobutyrique serait
I’élément principal de I'ar6me de coing-ananas rapporté par Latrasse et coll.
(1987). L’acdvité lipolytique de G. candidum serait en grande partie
responsable de la production de ces esters. Les lipases hydrolysent la matiére
grasse du milieu pour libérer des acides gras. Ceux-ci sont ensuite estérifiés
avec les alcools présents pour éviter leur accumulation. Par ce mécanisme, la
cellule empéche I'accumulation de ces composés qui lui sont toxiques.

2.4.2 Profil des acides organiques

Le tableau 2.4 montre le profil des acides organiques dans le milieu de
fermentation avant et aprés une fermentation de 48 heures a 30°C sous une
agitation rotative de 300 cycles par minute. La méthode d’analyse utilisée a
permis d’identifier 6 acides organiques présents dans les milieux fermentés. I1
s’agit des acides citrique, malique, lactique, acétique, fumarique et
propionique. Ces acides ont été identifiés par comparaison des temps de
rétention avec des standards connus. Ces acides sont produits au cours de la
fermentation initiale du pain, ce qui explique leur présence dans le milieu de
fermentation a base de pains. La présence d’acide propionique est aussi
probablement due en grande partie a I’addition de propionate de calcium,
utilisé comme agent de conservation dans le pain.

D’aprés nos résultats, la concentradon des acides organiques diminue de facon
importante au cours de la fermentation. C’est le cas pour les acides malique,
acétique, fumarique et propionique alors que la concentration d’acide citrique
augmente et qu’il n’y a qu’une faible variation pour l’acide lactique.
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Généralement, les acides organiques, notamment ceux du cycle de Krebs,
peuvent étre utilisés comme donneurs d’électrons ou comme sources de
carbone par le métabolisme oxydatif de la plupart des microorganismes
aérobies, ce qui peut expliquer la diminution de la concentration de la majorité
de ces acides. Par ailleurs, la diminution de la concentration de certains acides
organiques comme les acides acétique et propionique est probablement due en
partie a 'estérificatdon. Ainsi, on peut observer que la diminution importante
de la concentration des ces acides coincide avec la production des esters
correspondants (éthyliques et propylique).

L’augmentation de la concentration d’acide citrique suggére que cette souche
de G. candidum utilise peu ce substrat. L’assimilation de I'acide citrique est
variable chez cet organisme (Gueguen & Schmidt, 1992). La concentration en
acide lactique du milieu varie peu contrairement a ce qui se produit lors des
fermentations de produits laitiers ou Geotrichum candidum métabolise
rapidement 'acide lactique en eau et CO; par oxydaton. I1 se peut que dans les

conditions évaluées ici, G. candidum ne métabolise pas ou peu I’acide lactique.
Le milieu utilisé (a base de pains) et les conditions de fermentation sont trés
différentes de celles d’un milieu laider comme le fromage. Le sucre principal
retrouvé dans les produits laitiers est le lactose mais ce sucre n’est pas assimilé
par G. candidum, ce qui expliquerait 'utilisation rapide de I’acide lactique
comme source de carbone dans les milieux laitiers. Par contre, le milieu utlisé
ici content d’autres sucres comme le glucose et le fructose qui peuvent étre
utilisés par G. candidum, ce qui retarderait 'utlisation de I’acide lactique. De
plus, aprés 48 heures de fermentation, il est possible qu’il y ait apparition
notable d’'une succession de la flore bactérienne contaminante formant un peu
d'acide lactique. Malgré qu’ils soient présents seulement en faible
concentration, les acides organiques contribuent certainement a l’aréme
global des milieux fermentés.

2.4.3 Activité lipolytique

II serait intéressant de savoir ce qui fait en sorte que certaines souches de G.
candidum produisent un arome fruité alors que d’autres ne produisent pas de
tel arome dans les mémes conditions. Une explication plausible est que les
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souches productrices d’aréme fruité ont une activité lipolytique supérieure
aux autres souches. La figure 2.1 montre 'activité lipolytique de la souche
ATCC 62217 (productrice d’arome fruité) en comparaison avec deux autres
souches ATCC testées au cours de I’étape de sélecton (chapitre 1). L’actvité
lipolytique des trois souches est trés semblable, variant de 1,86 a 2,28 U.E. par
ml de filtrat. Bien que la souche ATCC 62217 a P’activité constitutive la plus
forte, les trois souches sont fortement inductibles; la présence de matiéres
grasses (huile d’olive a 1 %) dans le milieu de culture augmente
considérablement l'activité lipolytique. Il semble donc que le niveau d’activité
lipolytique n’explique pas la capacité a produire I’aréme fruité. Il existe une
grande hétérogénéité au niveau du systéme lipolytique chez cet organisme.
Certains auteurs ont démontré que l’activité lipolytique de G. candidum était
inductible (Tsujisaka et coll., 1973) alors que d’autres ont affirmé le contraire
(Alford & Smith, 1965). Il existe donc une variabilité dans la production, la
spécificité et l'activité des lipases chez Geotrichum candidum (Sidebottom et
coll., 1991). Sugihara et coll. (1991) ont mentionné qu’il pouvait y avoir jusqu’a
4 lipases différentes chez G. candidum. Donc, la capacité a produire un aréme
fruité peut étre due a une lipase qui n’est présente que chez certaines souches,
ou simplement a des proportions variables des différentes lipases entre les
souches.

2.4.4 Croissance de Geotrichum candidum ATCC 62217

La figure 2.2 montre ’évolution de la croissance de G. candidum ATCC 62217
dans le milieu au cours de la fermentation a 30°C sous agitation rotative de 300
cycles par minute. L’apparition de ’arome fruité aprés 24 heures correspond
au début de la phase stationnaire de croissance. La production maximale de
I’arome obtenue aprés 48 heures correspond aussi au maximum de croissance
enregistré (8,7 X 107 ufc/g de milieu). Ces résultats sont en accord avec ceux de
Latrasse et coll. (1987) qui rapportent que le maximum de biomasse et
Iintensité maximale de ’ar6me coincident aprés 3 jours de croissance a 27°C et
agitation rotative de 200 cycles par minute.



) TABLEAU 2.1
COMPOSES AROMATIQUES IDENTIFIES PAR ANALYSE DE L’ESPACE DE
TETE (HEADSPACE) D’UN MILIEU CONTENANT 35 % DE PAINS BLANCS
BROYES, FERMENTE PAR Geotrichum candidum ATCC 62217 PENDANT
48 HEURES A 30°C ET 300 CYCLES PAR MINUTE.

37

Pic No. Composé Ident. Ardémel

1 Acétate d’éthyle MS Ananas,éther

2 Ethanol MS

3 Propionate d’éthyle MS Sucré, fruité, éther,
rhum, parfumé

4 n.i.

5 Propionate de propyle MS Xéreés

6 [sovalérate d’éthyle MS Fruité, pommes sur
dilution

7 n.i.

8 Méthyl-2 propanol-1 MS

9 Valérate d’éthyle MS Fruité, pommes

10 2-buténoate d’éthyle MS Rhum, éther

11 n.i.

12 n.i.

13 Caproate d’éthyle MS Fruité, vin,
pommes, bananes,
brandy

14 n.i.

15 Acide 2-hexénoique MS Gras, acre,fruité,
sucré sur
dilution

Légende :

n.i.; non identifié.

MS; identifié par spectrométrie de masse.

1 ; correspond aux propriétés organoleptiques décrites dans le catalogue
“Flavors & Fragrances” de Aldrich Chemical Company, Inc. (1995).
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TABLEAU 2.2

COMPOSES AROMATIQUES IDENTIFIES PAR ANALYSE SUR PIEGE FROID
(COLD FINGER) D’UN MILIEU CONTENANT 35 % DE PAINS BLANCS
BROYES, FERMENTE PAR Geotrichum candidum ATCC 62217 PENDANT

48 HEURES A 30°C ET 300 CYCLES PAR MINUTE.

Pic No. Composé Ident. Arémel
1 n.i.
2 n.i.
3 n.i.
4 n.i.
5 Propanol-1 MS Alcool, sucré
6 n.i.
7 Méthyl-2 propanol-1 MS
8 Méthyl-3 butanol-1 MS
Légende :

n.i.; non identifié.

MS; identifié par spectrométrie de masse.

1 ; correspond aux propriétés organoleptiques décrites dans le catalogue
“Flavors & Fragrances” de Aldrich Chemical Company, Inc. (1995).



TABLEAU 2.3

39

COMPOSES AROMATIQUES IDENTIFIES PAR ANALYSE SUR CARTOUCHE
D’EXTRACTION EN PHASE SOLIDE D’UN MILIEU CONTENANT 35 % DE
PAINS BLANCS BROYES, FERMENTE PAR Geotrichum candidum ATCC

62217 PENDANT 48 HEURES A 30°C ET 300 CYCLES PAR MINUTE.

Pic No. Composé Ident. Arémel

1 Solvant

2 Solvant

3 Acétone (solvant)

4 Acétate d’éthyle GC/MS Ananas, éther

S n.i.

6 n.i.

7 n.i.

8 Propionate d’éthyle GC/MS Sucré, fruité, éther,
rhum, parfumé

9 Isobutyrate d’éthyle GC/MS Agrumes

10 Butyrate d’éthyle GC/MS Fruité, parfumé,
sucré, éther,
bananes, ananas

11 n.i.

12 n.i.

13 n.i.

14 n.i.

15 n.i.

16 n.i.

17 Solvant

Légende :

n.i.; non identifié.

GC; identifié par chromatographie en phase gazeuse par comparaison avec le

temps de rétention de standards.
MS; identifié par spectrométrie de masse.
1 ; correspond aux propriétés organoleptiques décrites dans le catalogue
“Flavors & Fragrances” de Aldrich Chemical Company, Inc. (1995).
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FIGURE 21
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ACTIVITE LIPOLYTIQUE DE Geotrichum candidum AVEC OU SANS AJOUT
DE 1% D'HUILE DANS LE MILIEU DE CULTURE.

Activité lipolytique (U.E.)

(3 répétitions de 4 échantillons)

Avec huile
Bl Sans huile

Souches de Geotrichum candsdum

|

ATCC 28129 ATCC 26321 ATCC 62217




Log (ufc / g de milieu)
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FIGURE 2.2
CROISSANCE DE Geotrichum candidum ATCC 62217 A 30°C ET
300 CYCLES PAR MINUTE DANS UN MILIEU CONTENANT 35 %
DE PAINS BROYES.

Temps (h)
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2.5 CONCLUSION

Les différentes méthodes d’analyses ont permis d’identifier plusieurs des
composés aromatiques volatils constituant I’arome des milieux fermentés.
Plusieurs esters d’éthyle d’acide gras, deux alcools, un ester propylique et
Pacide 2-hexénoique ont notamment été identifiés par analyse de l'espace de
téte (Headspace) et par extraction en phase solide. L’analyse par piége froid
(Coldfinger) a pour sa part permis l’'identification d’alcools seulement.
L’analyse des acides organiques a démontré une diminution de la
concentration des acides organiques dosés a I’exception de I’acide citrique qui
augmente et de l'acide lactique qui varie peu. La comparaison de l’activité
lipolytique de la souche ATCC 62217 avec deux autres souches ATCC de G.
candidum ne produisant pas d’arome fruité a permis de constater que l'activité
lipolytique de la souche productrice d’arome est comparable avec celle des
autres souches évaluées. Finalement, le suivi de la croissance de Geotrichum
candidum ATCC 62217 au cours de la fermentation permet de constater que la
production d’aroOme aprés 48 heures correspond avec la phase stationnaire de
croissance du microorganisme.

La prochaine étape de cette étude consistera a évaluer I'effet de la température
et de l'agitation en fonction du temps sur (1) la production de quatre des
composés aromatiques sélectionnés, (2) le profil des acides organiques et (3) la
croissance du microorganisme. L’étude de I'effet de ces paramétres devrait
permettre d’améliorer la production de composés aromatiques au cours de la
fermentation.



CHAPITRE 3

OPTIMISATION DE QUELQUES CONDITIONS DE FERMENTATION
PAR Geotrichum candidum

3.1 RESUME

Un arome fruité est produit par G. candidum ATCC 62217 a partir de pains
blancs broyés. Les essais d’optimisation de la production de cet aréme ont porté
sur I'effet combiné de la température (20°C, 25°C et 30°C) et de ’agitation (O ou
300 cycles par minute) en fonction du temps sur la production des esters
d’éthyle des acides acétique, propionique, butyrique et isobutyrique.
L’agitation est essentielle pour la production de ces composés aromatiques
alors que I'effet de la température est moindre. Une température plus élevée
(30°C) accélére la production des composés aromatiques mais les quantités
obtenues a plus faibles températures (25 ou 20°C) sont souvent comparables. La
concentration des acides organiques diminue généralement en fonction du
développement de G. candidum a ’exception de I’acide citrique qui présente le
profil contraire. Une forte augmentation de la concentration des acides
lactique et acétique aprés 72 heures de fermentation a 30°C suggére le
développement de la flore bactérienne contaminante dans ces conditions. La
croissance de G. candidum est plus rapide a 30°C mais la quantité de biomasse
obtenue & 20°C est comparable.
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3.2 INTRODUCTION

Un aréme fruité agréable est produit par G. candidum ATCC 62217 sur un
substrat constitué de 65 % d’eau et de 35 % de pains broyés inoculé avec 106
spores par gramme de milieu. La production de 'ardme survient notamment
aprés fermentation de ce milieu pendant 24 et 48 heures a une température de
30°C sous une agitation rotative de 300 cycles par minutes. La production
d’aréme par les microorganismes est une conséquence directe de leur
métabolisme et dépend donc directement des conditions de culture.

Latrasse et coll. (1987) ainsi que Koizumi et coll. (1982) rapportent la
production d’un aréme fruité par certaines souches de G. candidum. Latrasse et
coll. (1987) ont étudié l'influence de la source de carbone et d’azote sur la
production de I’arome mais il y a peu d’informations dans la littérature sur
I'influence des parameétres physico-chimiques. I'influence de ces parameétres
sur la production d’aréme par d’autres microorganismes a déja été démontrée
(Collins, 1972; Raymond et coll., 1990).

Les esters d’éthyle d’acides gras a courte chaine, constituant les ardmes
fruités, sont généralement produits par I’activité lipolytique des
microorganismes. Les facteurs physico-chimiques qui influencent le
métabolisme du microorganisme, sont susceptibles d’affecter la production
d’enzymes et par conséquent la production d’'un aréme fruité. De plus, ces
facteurs peuvent modifier directement l'activité des enzymes produites.
Baillargeon et coll., (1989) ont démontré que la production de lipase était
supérieure a 30°C qu’a 20°C, bien qu’a cette température, l'activité etait
maintenue plus longtemps. L’activité lipolytique diminuait en fonction de
I’agitation entre 300 et O cycles par minute. L’étude de l’effet de certains
parametres physico-chimiques sur la production d’un aréme fruité par G
candidum ATCC 62217 devrait permetire d’améliorer la production de cet arome
dans un milieu 2 base de pains blancs broyés.

Le travail de ce chapitre a pour objectif I’étude de I’effet de la température, de
I’agitation et du temps sur la production de quatre composés aromatiques
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produits par G. candidum ATCC 62217 au cours de la fermentation. L’effet de ces
parametres sur la croissance du microorganisme et sur le profil des acides
organiques est également observé.
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3.3 MATERIEL ET METHODES

3.3.1 Microorganismes

La souche de Geotrichum candidum ATCC 62217 était maintenue sur gélose
inclinée (PDA; BBL, Cockeysville, Maryland) a 4°C recouverte d’huile de
paraffine (Anachemia, Montréal, Québec) préalablement stérilisée a 160°C
pendant 2 heures dans un four a sec. Une suspension de spores était produite
de la fagon suivante; une colonie isolée sur gélose était resuspendue dans 5 mL
d’eau peptonée (0,1 %) stérile. 1 mL de cette suspension était ajoutée a 100 mL
de malt extract broth (MEB ; Oxoid, Melbourne, Australie) dans un Erlenmeyer
de 250 mlL. La culture était incubée pendant 48 heures a 30°C sous une agitation
rotadve de 300 cycles par minute (Lab-Line Orbit Instruments Inc., Melrose
Park, Illinois). Les spores produites étaient ensuite récupérées par
centrifugation de 15 minutes 2 2800 g (Beckman GS-6, Beckman Instruments,
Toronto, Ontario) et le culot de spores obtenu était lavé deux fois avec de I’eau
distillée stérile puis resuspendu dans 50 mL d’eau distillée stérile. La
concentration de la suspension était évaluée par détermination du nombre
d’unités formant des colonies (ufc) sur milieu PDA et/ou par compte sur un
hémacymeétre. Les suspensions étaient conservées a 4°C.

3.3.2 Fermentations

Une journée avant I’expérience, les sacs contenant les pains blancs broyés
€taient placés a la température de la piece (environ 22°C) pour décongélation.
Les milieux de fermentadon étaient préparés en mélangeant 35 % de pains
blancs broyés et 65 % d’eau distillée. Le mélange était homogénéisé a l’aide
d’un mélangeur électrique (model K45SS, Kitchen-Aid, St-Joseph, Michigan).
Le milieu de fermentation était ensuite inoculé avec 106 ufc/g de milieu puis
distribué en portions de 150 g dans des erlenmeyers de 250 mlL. Les
échantillons étaient incubés a 20°C, 25°C ou 30°C avec (300 cycles par minute)
ou sans agitation rotative dans un incubateur (Lab-Line Orbit Instruments
Inc., Melrose Park, Illinois) muni d’une plaque agitatrice et d’une tablette fixe.
Des échantillons étaient prélevés pour analyse aprés 24, 48 et 72 heures
d’incubation. Une solution de caproate de méthyle était ajoutée a une
concentration de 100 ppm au milieu fermenté comme standard interne.
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3.3.3 Analyse par piégeage des composés volatils sur une cartouche
d’extraction en phase solide

Un échantlion de 10 g de ferment était dilué avec 90 g de tampon phosphate de
potassium a 0,05M (pH 7,5) dans une bouteille de type Drechsel 250 mL
(Quickfit; Pegasus, Agincourt, Ontario) munie d’une entrée de gaz en verre
fritté de porosité no. 3. L’échantillon était chauffé a 80°C pendant 7 minutes
suivi d’'une purge 4 100 mL d’air par minute pendant 60 minutes. Les composés
volatils étaient ainsi piégés a la sortie sur une cartouche d’extraction en phase
solide contenant une matrice de silice (Silica Sep-Pak) (Waters, Milford,
Massachusetts). La cartouche était préalablement conditionnée avec 3 volumes
(6 mL) d’hexane. Les composés piégés étaient ensuite désorbés de la cartouche
avec 2 mL d’acétone puis I’échantillon était filtré (0,2 um) et analysé par

GC/FID.

3.3.4 Analyse par GC/FID

La séparation des composés volatils était effectuée sur un chromatographe en
phase gazeuse (modéle 6890; Hewlett Packard, Avondale, Pennsylvanie) dans
les conditions suivantes : le débit du gaz porteur (hélium) était de 2,0 mL par
minute et l'injection était faite en mode “split” dans le ratio 30:1. La
température initiale du four (40°C) était augmentée jusqu’a 140°C a 15°C par
minute, puis jusqu’a 150°C a 1°C par minute et finalement jusqu’a 220°C a 30°C
par minute. Une colonne capillaire DB-FFAP (J&W Scientific, Folsom,
Californie) de 30 m X 0,25 mm de diameétre interne était utilisée. Les composés
étaient détectés en sortie de colonne par un détecteur a ionisation de flamme
(FID).

3.3.5 Analyse des acides organiques

Lles acides étaient extraits a4 partir des milieux fermentés selon la méthode
décrite par Lonner & Preve-Akesson (1988). Un mélange de 20 g de milieu et
100 mL d’eau déionisée était homogénéisé. Les échantillons étaient chauffés a
60°C dans un bain thermostaté pendant 5 minutes puis refroidis rapidement
dans un bain de glace jusqu’a la température ambiante (environ 22°C),
neutralisés a pH 7 avec du NaOH 1 N, soumis a une agitation magnétique
pendant 30 minutes puis centrifugés pendant 15 minutes a 11300 g (modéle J2-
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21, Beckman Instruments, Toronto, Ontario). Le surnageant était passé sur une
cartouche sep-pak C18 (Waters, Milford, Massachusetts) et filtré sur filtres de
0,2 um (Costar Corporation, Cambridge, Massachusetts). La séparation était

effectuée sur un systéme de chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) (Waters, Milford, Massachusetts) muni d’une pompe (Modele 510) et
d’un injecteur automatique (WISP Modéle 710B). Les composés étaient séparés
sur une colonne échangeuse d’ions ION-300 (InterAction Chromatography,
San Jose, Californie) de 300 mm X 7,8 mm (diamétre interne). L’éluant utilisé
était le H,804 a 0,005 N a un débit de 0,4 mL/minute a 25°C. La détection des

composés était faite par un détecteur UV a longueur d’onde variable (Modéle
286) fixé a A=210 nm. Deux répétitions de 2 échantillons étaient faites.

3.3.6 Courbes de croissance

La croissance était déterminée par compte du nombre d’unités formant des
colonies (ufc). A différents temps d’échantillonnage, 1 g de ferment était dilué
dans 9 g d’eau peptonée stérile (0,1 %). Des dilutions décimales étaient ensuite
effectuées et 1 mL d’une diluton adéquate était déposé dans un plat de Petri
auquel 25 mL de PDA maintenu a 45°C était ajouté. Les géloses étaient incubées
pendant24 heures a 30°C et les ufc étaient comptées.




3.4 RESULTATS ET DISCUSSION

3.4.1 Effet de la température et de l'agitation en fonction du temps sur la
production de composés aromatiques volatils

Les résultats présentés a la figure 3.1 montrent que Pagitation a un effet
critique sur la producton de composés aromatiques par Geotrichum candidum.
En fait, la production des quatre composés testés est pratiquement nulle en
absence d’agitaton a toutes les températures, a l'exception du propionate
d’éthyle et de l'acétate d’éthyle produits en trés faibles quantités a 30°C.
L’agitation permet une aération supérieure du milieu de fermentation, un
parameétre important pour un organisme aérobie comme G. candidum.
L’agitation du milieu de culture favorise également la mise en contact des
cellules et des éléments nutritifs de méme que des enzymes et de leurs
substrats. Baillargeon et coll., (1989) ont aussi démontré que la production de
lipases par G. candidum augmentait en fonction de la vitesse d’agitation entre O
et 300 cycles par minute a 30°C. La lipase étant I’enzyme responsable de la
production des esters d’éthyle d’acides gras, les conditions favorisant la
production de lipases sont donc suceptibles de favoriser également la
production d’aréme fruité.

L’effet de la température est moins important. La production de composés
aromatiques est plus rapide a 30°C pour les composés testés a 1’exception de
I'acétate d’éthyle qui est produit sensiblement a la méme vitesse a 25 et a 30°C.
A 30°C, les quantités maximales sont généralement atteintes aprés 48 heures de
fermentation. A 25°C, la concentration de propionate d’éthyle atteint
également un maximum aprés 48 heures alors que la concentration des autres
composés augmente de facon plus ou moins importante de 48 a 72 heures. Une
durée de fermentation de 72 heures ne permet pas d’atteindre la production
maximale d’aucun des 4 composés a 20°C. Certains des composés volatils
pourraient donc étre produits en plus grande quantité a 20°C en prolongeant
la fermentation au dela de 72 heures. Cependant, cette option serait moins
intéressante a I’échelle industrielle a cause des coits supplémentaires
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qu’entraine une fermentation plus longue a une température nécessitant un
refroidissement (Raymond et coll., 1990).

Les conditions de fermentation étudiées ont permis de produire un excellent
rendement de composés aromatiques, soit un maximum de 63 ppm d’acétate
d’éthyle, 162 ppm de propionate d’éthyle, 24 ppm de butyrate d’éthyle et de 65
ppm d’isobutyrate d’éthyle. La production de propionate d’éthyle est
particuliérement élevée. Le propionate de calcium est un ingrédient utilisé
réguliéerement dans les pates a pain pour prévenir le développement des
moisissures. II est donc plausible que cet ingrédient soit une source importante
d’acide propionique servant de précurseur a la production du propionate
d’éthyle. Les quantités produites d’esters d’éthyle des acides propionique,
butyrique et isobutyrique rapportées par Latrasse et coll., (1987) étaient toutes
inférieures 2 1 ppm. Cependant, le milieu de culture utilisé était un milieu
synthétique contenant 30 g par litre d’une source de carbone (glycérol ou
glucose) et 0,9 g par litre d’équivalent azote. Koizumi et coll., (1982) ont obtenu
53,8 a 102,85 ppm d’acétate d’éthyle et 4,29 a 5,69 ppm de butyrate d’éthyle avec
trois souches de G. candidum sur un milieu complexe appelé Koji (culture
fongique d’Aspergillus oryzae ou d’A. soyae dans un milieu de céréales cuites
et/ou de féves de soja). Aussi, aucun essai d’optimisation n'a été fait par ces
auteurs. Un milieu de culture élémentaire contenant une source de carbone et
d’azote est suffisant pour la production, mais en trés faible quantité, des
composés aromatiques. Par contre, un milieu plus riche et complexe, comme le
milieu 4 base de sous-produits de pain, contient suffisament d’éléments
nécessaires pour produire les composés aromatiques en beaucoup plus grande
quantité.

3.4.2 Effet de la température et de 'agitation en fonction du temps sur le profil
des acides organiques

Tel que montré aux tableau 3.1 (30°C), 3.2 (25°C) et 3.3 (20°C), I’agitation
accélére la disparition des acides organiques en fonction du temps. Avec
agitation, les concentrations des acides propionique, fumarique et malique
diminuent fortement aprés 72 heures alors la concentration de I’acide acétique
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baisse surtout aprés 48 heures. Cette diminution de la concentration de ces
acides organiques est observée a toutes les températures. Par contre, sans
agitaton, cette diminution est fortement ralentie. Comme nous l’avons
mentionné au chapitre 2, ces acides organiques peuvent étre métabolisés
comme source de carbone ou comme donneurs d’électrons. Les acides acétique
et propionique sont également estérifiés pour produire les esters d’éthyle
correspondants. De ce fait, la transformation de ces acides s’accélére dans les
conditions de température et d’agitation favorisant la multiplication de G.
candidum.

La concentraton d’acide citrique diminue au cours des fermentations sans
agitation et augmente avec agitation, a I’exception d’une forte baisse a 30°C
entre 48 a 72 heures. L’augmentation de la concentration d’acide citrique dans
les conditions favorisant le développement de G. candidum suggére que
I’activité métabolique de cet organisme entraine la production d’acide citrique.
Par ailleurs, cet acide n’est pas assimilable comme source de carbone par toutes
les souches de G. candidum (Gueguen & Schmidt, 1992). La forte diminution de
la concentration d’acide citrique entre 48 et 72 heures a 30°C coincide avec la
forte augmentation de la concentration d’acide lactique discutée plus loin et
pourrait donc étre attribuable au métabolisme de la flore bactérienne
contaminante.

La concentraton d’acide lactique diminue légérement de O a4 72 heures a 20 et
25°C, mais augmente a 30°C, surtout entre 48 et 72 heures. Aprés une
diminution de concentration entre O et 48 heures, la concentration d’acide
acétique augmente également de 48 a 72 heures. L’'augmentation de ces acides
s’explique probablement par la présence de bactéries contaminantes ayant
une activité fermentaire. Selon la forte concentration d’acide lactique
présente aprés 72 heures a 30°C, il semble que le développement de ces
contaminants soit beaucoup plus important a 30 °C qu’aux températures plus
basses. La flore contaminante étant moins bien maitrisée, on note aussi qu’a
30°C le coefficient de variation est plus élevé qu’a 20 ou 25°C. Une température
inférieure a 30°C favorise le développement de Geotrichum candidum par
rapport au développement de la flore contaminante. Enfin, le suivi de l'acide
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lacdque pourrait étre un bon parameétre pour évaluer le développement des
contaminants.

3.4.3 Effet de la température et de I'agitation en fonction du temps sur la
croissance de Geotrichum candidum ATCC62217

La figure 3.2 présente les courbes de croissance de Geotrichum candidum a
différentes températures avec ou sans agitation. Tel que prévu pour un
organisme aérobie, les résultats obtenus démontrent que I'agitation a un effet
important sur la croissance. Sans agitation, la vitesse de croissance et la
biomasse obtenues sont fortement réduites. Comme nous I’avons mentionné,
I'agitation permet une aération supérieure, mais aussi un meilleur contact
entre les cellules et les éléments nutritifs. Cet effet est particuliérement
important ici du fait que le milieu employé est semi-liquide et visqueux. C’est a
25 et 30°C que la croissance est la plus rapide mais la concentration d’unités
formant des colonies est comparable a toutes les températures entre 24 et 72
heures de croissance. Ces résultats différent légérement de ceux obtenus pour
certains composés aromatiques dont la quantité produite était parfois plus
faible a 20°C. La température aurait un effet notable mais relativement faible
sur la capacité du microrganisme a produire des composés aromatiques. Cet
effet peut s’expliquer en partie par le fait que le systéme lipolytique
responsable de la formation des esters d’éthyle d’acides gras peut avoir son
activité maximale dans des conditions différentes de celles de la croissance du
microorganisme. La littérature rapporte que la production de lipase est
favorisée dans les conditions favorisant également la croissance du
microorganisme (Chander & Klostermeyer, 1983). Cependant, les enzymes ainsi
produites peuvent avoir une activité maximale dans des conditions différentes.
Finalement, plusieurs composés aromatiques, dont les esters d’éthyl d’acides
gras, sont des métabolites secondaires et leur production coincide donc avec la
phase de croissance stationnaire du microorganisme (Lanza et coll., 1976;
Scharpf et coll., 1986). C’est probablement pour cette raison que ces composés
aromatiques apparaissent plus tardivement a 20°C ou la phase stationnaire de
croissance est également plus tardive.
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DE PAINS BLANCS BROYES, FERMENTE AVEC Geotrichum candidum ATCC 62217 A 30°C

TABLEAU 3.1
PROFIL DE SIX ACIDES ORGANIQUES EN FONCTION DU TEMPS DANS UN MILIEU CONTENANT 35 %

AVEC (300 CYCLES PAR MINUTE) OU SANS (0 CYCLE PAR MINUTE) AGITATIONI!.

Acides organiques (ppm)

Citrique Malique Lactique Acétique Fumarique Propionique
Agitation(cycles par minute)

T?g‘)ps 0 30 0 30 0 30 0 0 0 30 0 300
0 846 315 219 --- 56 13 --- 409
24 762 876 319 270 245 227 45 21 13 11 377 371
48 576 1193 256 129 211 236 56 8 11 1 323 153
72 254 188 180 X 1623 2331 250 67 6 tr 333 P

lLes valeurs sont exprimées en parties par million (ppm) et sont obtenues a partir de courbes-étalons de standards.

Les valeurs présentées sont la moyenne de 2 répétitions de 2 échantillons (moyenne de 4 valeurs),

Coefficient de variation moyen : 339%.

<S



DE PAINS BLANCS BROYES, FERMENTE AVEC Geotrichum candidum ATCC 62217 A 25°C
AVEC (300 CYCLES PAR MINUTE) OU SANS (0 CYCLE PAR MINUTE) AGITATIONI,

TABLEAU 3.2
PROFIL DE SIX ACIDES ORGANIQUES EN FONCTION DU TEMPS DANS UN MILIEU CONTENANT 35 %

Acides organiques {ppm)

Citrique Malique Lactique Acétique Fumarique Propionique
Agitation(cycles par minute)

T?l’{‘)ps 0 30 0 30 0 30 0 30 0 30 0 300
0 846 315 219 56 13 -e- 409
24 670 861 308 227 237 193 51 23 12 9 361 407
48 37 1243 267 114 209 165 35 6 10 1 388 207
72 385 1164 270 83 242 153 36 13 12 tr 316 132

ILes valeurs sont exprimées en parties par million (ppm) et sont obtenues a partir de courbes-étalons de standards.

Les valeurs présentées sont la moyenne de 2 répétitions de 2 échantillons (moyenne de 4 valeurs).

Coefficient de variation moyen : 21%.



DE PAINS BLANCS BROYES, FERMENTE AVEC Geotrichum candidum ATCC 62217 A 20°C

TABLEAU 3.3
PROFIL DE SIX ACIDES ORGANIQUES EN FONCTION DU TEMPS DANS UN MILIEU CONTENANT 35 %

AVEC (300 CYCLES PAR MINUTE) OU SANS (0 CYCLE PAR MINUTE) AGITATION!.

Acides organiques (ppm)

Citrique Malique Lactique Acétique Fumarique Propionique
Agitation(cycles par minute)

T‘fg)ps 0 30 0 30 0 30 0 30 0 30 O 300
0 846 315 219 56 --- 13 409
24 706 894 280 301 228 208 41 26 11 10 446 410
48 486 1057 237 143 177 127 38 3 11 S 287 296
72 472 1245 223 92 398 123 45 12 12 3 322 197

ILes valeurs sont exprimées en parties par million (ppm) et sont obtenues a partir de courbes-étalons de standards.

Les valeurs présentées sont la moyenne de 2 répétitions de 2 échantillons (moyenne de 4 valeurs).

Coefficient de variation moyen : 22%.,
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3.5 CONCLUSION

Les quantités de composés aromatiques produites dans les conditions testées
dépassent largement les quantités rapportées précédemment dans la
littérature. Les résultats obtenus ont démontré 'importance de I’agitation pour
le développement de Geotrichum candidum et par conséquent la production de
composés aromatiques volatils par cet organisme. La température est un
facteur beaucoup moins important, bien que la vitesse de production des
composés aromatiques étudiés soit généralement plus rapide a 30°C, les
quantités produites a 25 et 20°C sont souvent comparables. L'activité
métabolique de G. candidum entraine une diminution de la concentration des
acides organiques étudiés a I’exception de l’acide citrique dont Ila
concentration augmente au cours de la fermentation. La forte production des
acides lactique et acétique aprés 48 heures de fermentation a 30°C suggére le
développement des contaminants présents dans le milieu. La vitesse de
développement de G. candidum est plus rapide a 25 et 30°C mais la quantté de
biomasse obtenue a 20°C est comparable.

L’étude de plusieurs autres parametres de fermentation serait nécessaire pour
stimuler la production de composés aromatiques par G. candidum ATCC 62217.
L’optimisation de la composition du milieu de fermentation est aussi
souhaitable. Cette souche de Geotrichum candidum présente des aptitudes
aromatiques trés intéressantes qui meéritent d’étre étudiées plus en détail.



CONCLUSION GENERALE

Le travail présenté dans ce mémoire a permis d’identifier une souche du
mycéte Geotrichum candidum, produisant un aréme fruité agréable sur un
substrat a base de pains blancs broyés. L’objectif visé par cette étude était
d’évaluer la capacité de levures utilisées comme ferment d’affinage en
fromagerie, a produire des composés aromatiques intéressant lors de la
fermentation de sous-produits provenant de !'industrie de la boulangerie.
L’'importation de ces organismes du secteur laitier vers le secteur de la
boulangerie constitue une innovation importante. Ces organismes d’affinage
sont reconnus pour leurs aptitudes aromatiques et les milieux riches
rencontrés en boulangerie contiennent les éléments nutritifs nécessaires au
développement de ces microorganismes et permettent la production d’arémes
intéressants. Cette méthode de transformation des sous-produits de boulangerie
permet de revaloriser ces sous-produits qui représentent actuellement des
pertes importantes pour l'industrie.

Dans un premier temps, huit souches de levures ont été évaluées selon leur
capacité a produire des aroOmes intéressants sur des milieux a base de sous-
produits de boulangerie. La plupart des cultures de levures testées ont donné
des arOmes intéressants, ce qui démontre le potentiel d’application des levures
de fromagerie pour la transformation des produits de boulangerie. Suite a cette
étape de sélection, la combinaison de la souche de Geotrichum candidum ATCC
62217 et du milieu a base de pains blancs a été retenue. Le milieu fermenté
obtenu avec cette combinaison a un aroOme fruité agréable et pourrait étre
utilisé sous forme de préferments liquides comme ingrédient aromatique dans
les produits de boulangerie. Les composés aromatiques produits pourraient
aussi étre extraits et utilisés comme ingrédients a haute valeur ajoutée.
L’application de cette fermentation dans I'industrie alimentaire serait facilitée
par le fait que le substrat ainsi que le microorganisme utilisés sont d’origine
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alimentaire. Il serait aussi intéressant d’étudier le potentiel de cette souche a
produire des composés aromatiques a partir de différents sous-produits
alimentaires complexes comme le lactosérum.

Dans un second temps, ’arome fruité obtenu a été caractérisé et plusieurs
composés aromatiques constituant I’aroOme ont été identifiés. Plusieurs
composés sont des esters d’éthyle d’acides gras a courte chaine, composés
caractéristiques des aromes fruités. D’autres esters d’acides gras et des alcools
ont également été identifiés. L’étude de 6 acides organiques présents avant et
aprés fermentation dans le milieu a permis de constater que la concentration
des acides malique, acétique, fumarique et propionique diminue au cours de la
fermentation, alors que la concentration d’acide citrique augmente et que la
concentration d’acide lactique varie peu. La production de métabolites
secondaires comme les esters survient au cours de la phase stationnaire de
croissance des microorganismes. L’étude de la croissance de G. candidum au
cours de la fermentation a permis de constater que la production de I’arédme
fruité correspond effectivement a cette phase du développement. L’'activité
lipolytique de la souche ATCC 62217 de G. candidum est comparable a celle
d’autres souches de cet organisme ne produisant pas d’arémes fruités.

Finalement, dans un troisiéme temps, l'effet de la température et de l’agitation
en fonction du temps sur la production de quatre composés aromatiques
sélectionnés, sur le profil de 6 acides organiques et sur la croissance de G.
candidum ATCC 62217 a été observé. Les quatre composés aromatiques étudiés
sont produits en grande quantité comparativement a ce qui est rapporté dans
la littérature pour ce microorganisme. L’agitation est un facteur déterminant
pour la croissance et la production de composés aromatiques par G. candidum.
En absence d’agitation, la croissance du microorganisme demeure trés faible et
aucun des 4 composés suivis n’est produit de facon significative. Dans
Iintervalle de températures testées, ce facteur a un effet beaucoup moins
important. Bien que la production des composés aromatiques soit plus rapide a
30°C, les composés sont généralement produits en quantités semblables aux
autres tempeératures (20 ou 25°C).
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Dans son ensemble, cette étude a permis de démontrer que les levures
d’affinage utilisées en fromagerie, notamment Geotrichum candidum, ont la
capacité de produire rapidement des arOmes agréables au cours de la
transformation de produits de boulangerie. La production de composés a
I’arome fruité sur un milieu a base de pains blancs par la souche de G.
candidum ATCC 62217 constitue un exemple. Cette étude a permis de
caractériser en partie cet arome et la souche de G. candidum utilisée. Toutefois,
il serait pertinent d’effectuer des études de mise a I’échelle et d’approfondir la
caractérisation de cette fermentation, afin d’optimiser la production d’aréme
et la rendre applicable a I'échelle industrielle. La nature alimentaire du milieu
et du microorganisme utilisé constitue un bon point de départ en ce sens. Il
serait aussi intéressant de caractériser plus a fond la souche de G. candidum
productrice de cet aréme fruité. Par exemple, il serait intéressant de
comprendre pourquoi certaines souches de G. candidum produisent un aréme
fruité alors que la majorité des souches ne semblent pas avoir cette capacite.
Enfin, ce mémoire met en évidence le grand potentel des levures d’affinage
des fromages pour la transformation des produits de boulangerie.
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