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Le marché des plats cuits sous vide à base de produits de la mer est en 
pleine expansion. Deux catégories de produits dominent actuellement le mar- 
ché : les plats cuisinés d'une part, composés de poisson accompagné ou non de 
légumes et de sauce et les charcuteries de poisson d'autre part. Les 
charcuteries de poisson, selon la définition donnée par le FIOM (1988) (Fonds 
d'Intervention et d'organisation des Marchés) sont "des produits élaborés 
selon les techniques de la charcuterie, contenant des poissons et crustacés de 
mer ou d'eau douce, actuellement commercialisés sous les appellations 
terrines, rillettes, pâtés, mousses, mousselines, poissons farcis, beurres, 
crèmes, délices, pains suprêmes, boudins et saucisses". 

Les poissons les plus souvent mis en oeuvre dans les différents types de 
préparation sont : le lieu noir (Pollachius virens), le cabillaud ( Gadus 
morhua), la julienne (Molvamolva), l'églefin (Cadus aeglef~hus) et d'une 
manière générale toutes les espèces appartenant à la famille des gadidés. Des 
espèces plus nobles telles que la lotte (Lophiuspiscator~'us), le saumon 
(Salmo sa]&, la sole (Solea vulyar~k) ou le turbot (Pretta maima) sont 
également parfois utilisées. 

Les poissons gras type hareng (Clupea barengus) ne sont pas souvent 
rencontrés sauf dans les charcuteries de poisson pour accentuer le goût et 
"donner du moelleux". Les molluques et crustacés ne sont utilisés qu'accessoi- 
rement dans les charcuteries ou les sauces. 

Dans son principe, la cuisson sous vide consiste à cuire à température 
moyenne (65 à 100°C) des produits préalablement conditionnés sous vide 
dans des emballages spéciaux. Les produits doivent être rapidement refroi- 
dis et conservés à 0/+3"C. Cette technique présente de multiples avantages : 
sur le plan culinaire, elle permet de développer les arômes et d'améliorer 
le moelleux des produits. Les avantages économiques ne sont pas à négliger : 
les pertes de poids par évaporation sont éliminées et les exsudats de cuisson 
sont réduits. Enfin, sur le plan microbiologique, la cuisson dans l'emballage 
évite les recontaminations après cuisson et permet de mieux maîtriser 
la conservation des produits. 

La cuisson sous vide présente de nombreux avantages ; cependant, si la 
technologie est mal maîtrisée, notamment si le barème de cuisson est 
insuffisant et si les conditions de conservation ne sont pas respectées, des 
risques de développement de germes dangereux pour le consommateur ou de germes 
d'altération rendant les aliments impropres à la consommation sont toujours à 
craindre. 



Les barèmes de cuisson actuellement utilisés dans l'industrie sont 
définis de manière empirique et peuvent être trés divers : certains indus- 
triels cuisent à des températures à coeur faibles, de l'ordre de 6 5 ° C  
afin de préserver les qualités gustatives des poissons, alors que d'autres 
travaillent à des températures à coeur élevées, de l'ordre de 85°C afin 
de ne prendre aucun risque sur le plan microbiologique. 

Des barèmes ont été définis sur le plan réglementaire (note de service du 
31 mai 1988 de la Direction Générale de l'Alimentation), mais ils sont 
généraux et ne prennent pas en compte les caractères spécifiques de chaque 
produit . 

Compte tenu des observations ci-dessus, le but de notre travail de 
recherche a été de déterminer les conditions optimales de cuisson et de 
conservation des préparations à base de produits de la mer cuites sous vide. 

Pour cela nous avons essentiellement tenu compte des aspects 
microbiologiques. Après avoir étudié la thermorésistance de la flore 
bactérienne de quelques produits types, nous avons déterminé les valeurs 
pasteurisatrices minimales à appliquer pour détruire les formes végétatives 
des bactéries en proportion suffisante. 

Nous avons ensuite étudié le comportement des germes thermorésistants au 
cours de la conservation, en fonction du traitement thermique appliqué. 



1 - FLORE BACTERIENNE DES PRODUITS DE LA MER 
---*------------------------------------ 

Dès la mort, les tissus musculaires des poissons, des crustacés et des 
mollusques sont le siège de processus d'altération rapide, du fait 
principalement de l'action des bactéries. 

Le 
intervi 
faible 
a d'ail 

s enzymes 
ennen t éga 
comparée 

endogènes du poisson et plus particulièrement les protéases, 
.lement dans le processus de dégradation, mais leur action est 

à celle des microorganismes (Liston 1982) .  Shewan (1977) 
leurs montré qu'un muscle prélevé aseptiquement et maintenu a O°C,  se 

conservait plus de 6 semaines sans modification organoleptique détectable par 
un jury de dégustation entraîné. 

C'est pourquoi le problème primordial des produits de la mer en tant 
qu'aliments est celui de la qualité microbiologique. 

Dans cet exposé, nous décrirons la flore d'altération des poissons et 
également les flores pathogènes et toxinogènes susceptibles d'être rencontrées 

Nous parlerons également des flores des mollusques et crustacés, mais de 
façon plus succinte car leur utilisation dans les plats cuisinés sous vide 
reste secondaire. 

1.1. Flore d'altération 
------------------ ------------------ 

1.1.1. Les poissons 
* * * * Y * * * * * * *  

Les muscles des poissons sains vivants sont stériles (Shewan 1962). 
La flore bactérienne est localisée au niveau de la peau, des branchies et 
des intestins. 



Ce n'est qu'après la mort des poissons, généralement après une phase de 
latence correspondant à la durée de la rigor mortis, soit 3 à 4 jours à 0°C 
(Shewan 19621, que les bactéries se développent de façon exponentielle et 
pénètrent dans les muscles à travers les branchies, la peau et les intestins 
(Shewan 1971).  

D'une manière générale, les bactéries pénètrent plus vite dans les filets 
que dans les poissons entiers et dans les deux cas, l'essentiel de l'activité 
est localisée en surface (Liston 1980). 

Les flores bactériennes qui contaminent les poissons sont le reflet de 
l'environnement aquatique (Hobbs 1982, Shewan 1971).  Les poissons pêchés dans 
les eaux froides sont essentiellement contaminés par des germes Gram - 
appartenant aux genres Pseudomonas, Acinetobacter, MoriixeIIa, F A  vobacterium 
et V i b r u .  Des germes Gram + sont parfois rencontrés, il s'agit de germes 
appartenant au groupe des corynéformes et au genre Micrococcus (Hobbs 1982).  

Les germes sporulés type Clostrid~Umou Bacillussont peu rencontrés. 
Cependant, des contaminations par Clostr~'d~*um botu11humEsont toujours à 
craindre et nous reviendrons sur ce point ultérieurement. 

Les poissons pêchés dans les eaux chaudes sont contaminés principalement 
par des germes Gram +. D'après des identifications effectuées sur des 
poissons pêchés près de l'Australie, les principaux germes rencontrés 
appartiennent aux genres Micrococcuset Bacillus et au groupe des coryné- 
formes. (Gillepsie 1975).  

Au cours de la conservation sous glace, on observe une variation dans la 
répartition des flores des poissons d'eau froide. Les Pseudomonas deviennent 
prédominants et en proportion moindre, on trouve des germes appartenant aux 
genres MoraxeIIa et Acinetobacter (Liston 1980). Le tableau 1 montre les 
évolutions quantitative et qualitative de la flore bactérienne au cours de la 
conservation de Steaks d'Espadon. 

En ce qui concerne les poissons d'eau chaude, peu d'études ont été 
réalisées sur l'évolution de la flore au cours de la conservation, il semble 
cependant que là aussi les Pseudomonas abondent (Sainclivier 1983). 



TABLEAU 1 : Evolutiori  de la flore microbienne de steaks d'espadon conditiorin4s 
sous a.ir et conservés à + 3 , ! i ° C  (Larinelongue et al. 1 9 8 2 ) .  

La dominance des Pseudomonas s'explique par leur aptitude à croître 
rapidement aux températures de réfrigération et par leur capacité à utiliser 
de nombreux constituants de la chair, notamment les substances azotées non 
protéiques (Liston 1980). 

Les Pseudomonas sont en grande partie responsables de l'altération du 
poisson. Leur action se traduit par la formation de métabolites souvent à 
l'origine de l'apparition de mauvaises odeurs. 

Les métabolites les plus anciennement identifiés sont les amines 
volatiles communément appelées azote basique volatil total (ABVT). Elles 
résultent de la dégradation des composés azotés non protéiques (Liston 1982). 
Ces amines sont responsables des odeurs ammoniacales souvent détectées chez 
les poissons (Shewan 1977). 



Parmi les amines volatiles formées, la principale est la triméthylamine 
résultant de la réduction de l'oxyde de triméthylamine. De nombreux 
microorganismes sont capables de réduire l'oxyde de triméthylamine en 
tryméthylamine lorsque l'oxygène vient à manquer, soit vers le sixième jour 
de conservation (Sainclivier 1983). 

Le dosage de la TMA est souvent effectué pour évaluer l'état de fraîcheur 
des poissons (Conway 1962, Malle et a1.1986, Malle et al. 1987). Bien qu'il 
n'y ait aucune norme concernant les teneurs en TMA acceptables, on considère 
généralement que le poisson devient inconsommable lorsque la concentration 
atteint 15 mg pour 100 g de chair (Sainclivier 1983). Le dosage de la TMA 
chez les poissons qui s'acidifient rapidement après la mort (thonidés) ou 
qui s'alcalinisent (groupes des raies et requins) n'est pas représentatif de 
l'altération car le pH de la chair de ces poissons n'est pas favorable à la 
production de TMA. 

On trouve également parmi les amines volatiles, l'ammoniaque qui provient 
des réactions de désamination des composés azotés. Chez les poissons 
cartilagineux (raies et requins), l'ammoniaque résulte de la décomposition de 
l'urée (Liston 1982). L'urée est présente dans les muscles de ces poissons à 
des concentrations de l'ordre de 2 g pour 100 g de muscle~alors que chez les 
poissons non cartilagineux, elle est présente à des concentrations beaucoup 
plus faibles de l'ordre de 0'5 à 15 mg pour 100 g de muscle (Sanclivier 1983) 
L'urée interviendrait chez les poissons cartilagineux, dans la régulation 
osmotique des fluides du corps (Simidu 1961). 

Triméthylamine et. ammoniaque constituent les 2 principaux composants de 
l'azote basique volatil total. Le dosage de l'ABVT, comme celui de la TMA, est 
utilisé pour apprécier l'état de fraîcheur des poissons (Conway 1962, Billon 
1979, Malle et al. 1983). Pour les téléostéens (poissons non cartilagineux) 
un taux d' ABVT de l'ordre de 30 mg d'azote pour 100 g de chair traduit 
généralement un état de fraîcheur non satisfaisant. En ce qui concerne les 
poissons cartilagineux la limite est de l'ordre de 50 mg d'azote pour 100 g 
de chair (Malle 1989). 

Outre la production d'amines volatiles, les bactéries sont également à 
l'origine de la production d'amines formées par désamination des amino acides. 
La plupart d'entre elles sont responsables du développement d'odeurs 
putrides. Les 2 amines les plus fréquemment rencontrées sont la cadavérine 
et la putréscine. L'histamine qui est une amine toxique provenant de la 
désamination de l'histidine par Proteus morgani~., peut être produite, 
principalement dans les muscles des poissons à chairs rouges tels que les 
thons (Sainclivier 1983). 



La dégradation des amino acides soufrés : cystéine, cystine et méthionine 
aboutit à la formation de composés sulfurés volatils : le sulfure d'hydrogène 
(H,S), le diméthyl sulfure ((CH,),S) et le méthyl mercaptan (CH,SH). Même à 
faibles concentrations, ces composés sont responsables d'une altération nota- 
ble des odeurs et des flaveurs. Les seuils d'apparition des odeurs sulfurées 
sont très faibles : 40 ppb pour HZS, 0 , 5  ppb pour (CH,)zS et 0,05 ppb pour 
CH,SH (Shewan 1977, Herbert 1975). 

Les principaux germes responsables de la dégradation des amino acides 
soufrés sont les Pseudomonas des groupes I I I  et IV type putrefaciens 
(classification de Shewan et al. 1960) et occasionnellement Pseudomonas 
fluorescens et Pseudomonas fkagi (Herbert 1975). Pseudomonas frag~' serait 
également responsable de l'apparition d'odeurs fruitées du fait de la dégrada- 
tion de certains amino acides (glycine, leucine, et sérine) en esters 
d'acides gras (Shewan 1977). 

La dégradation bactérienne des muscles des poissons se traduit par la 
formation d'autres métabolites. Néanmoins 1'ABVT. les amines, les composés 
sulfurés et les acides gras volatils constituent les principaux composés 
responsables de l'altération du poisson. 

Les germes les plus actifs dans la dégradation sont les Pseudomonas et 
plus particulièrement Pseudomonasputrefaciens. (Hobbs 1983 , Shewan 1971). 

1.1.2. Mollusques et crustacés 
....................... 

Les espèces qui prédominent chez les crustacés d'eau froide sont : 
Pseudomonas, Acjnetobacter, MoraxeIla, F.a vobacterium et Proteus ( Hobbs 1 983 . 
Chez les crustacés d'eau chaude, on rencontre plus de germes Gram + tels 
que les Micrococcus et les corynéformes (Liston 1980). 

Le processus de dégradation est sensiblement le même que chez les 
poissons. 



Les altérations bactériennes commencent plus tat chez la crevette que 
chez les autres crustacés du fait de la forte teneur en amino acides libres, 
milieu de culture favorable au développement bactérien, et également du fait 
de la présence de cathepsines très actives augmentant encore cette teneur en 
amino acides (Sainclivier 1983) .  L'altération est esentiellement due aux 
Pseudomonas (Fieger et al. 1 9 6 1 ) .  

Chez les crabes l'attaque bactérienne commence rapidement après la mort. 
L'altération est essentiellement due aux Pseudmonas, Proteus et Flavo- 
bacterium. Elle s'accompagne d'une augmentation de pH et de l'apparition d'une 
odeur ammoniacale (Fieger et al. 1961) .  

La dégradation des crustacés ne se traduit pas uniquement par le 
développement d'odeurs désagréables, on observe fréquemment l'apparition de 
zones de pigmentation noire dues à l'action des phénolases. Ce phénomène 
ne serait pas d'origine microbienne mais il résulterait de l'action d'enzymes 
tissulaires (Fieger et al. 1 9 6 1 ) .  

En ce qui concerne les mollusques, peu d'études ont été réalisées 
concernant leur altération. 

Pour les huitres la décomposition est due dans un premier temps aux 
Pseudomo~as, Serra th, Proteus, CIostri'di*um, BaciiIIus e t Escherichia. P lus 
tard, au cours de l'altération, les streptocoques, lactobacilles et levures 
trouvent des conditions favorables à leur croissance (Fieger et al. 1961) .  

Chez les moules, on retrouve à peu près la même microflore, avec 
cependant une proport ion plus importante d 'Escher~~chia et d 'Aerobacter 
aerogenes (Fieger et al. 1 9 6 1 ) .  



1.2. Flores pathogéne et toxinogéne .............................. .............................. 

Les poissons, mollusques et crustacés pêchés dans les eaux polluées ne 
contiennent que très rarement des germes pathogènes et toxinogènes pour 
1 ' homme, excepté Clostr~'d~i/m botuIl'nu~ et Y12rlo parahae~oIyt~.cus qu i sont 
des contaminants naturels du poisson (Liston 1980). 

Clostr~.d~'um botulinum est un germe particulièrement dangereux capable de 
produire des neurotoxines à action paralysante et pouvant entraîner la mort. 

On distingue 7 types de CIostrid~Um botull'num : A, B ,  C, D, E, F et G. 
Cette différenciation est liée à la production par les différentes espèces, de 
neurotoxines immunologiquement différentes (Sebald 1988). 

Dans les produits de la mer, l'espèce la plus fréquemment rencontrée est 
Clo.tr~'d~'um botuIl'num type E (Sainclivier 1983, Sebald 1988, Hobbs 1983, 
Shewan 1971). Les autres types ne sont rencontrés qu'exceptionnellement. 

Clostrid~~urn botuIinum est un germe capable de produire des spores, 
difficiles à détruire par la chaleur. 

La thermorésistance varie selon les espèces. Les spores de types A 
et D sont beaucoup plus thermorésistantes que les spores de type E. 
Nous reviendrons ultérieurement sur la thermorésistance des spores de 
Clostr~'d~*um (cf. para. 2 . 2 . 5 .  ) .  

Les conditions de développement et de toxinogénèse de Clostr~'d~'um 
botulinum E dépendent de nombreux facteurs. 

Le plus important est la température, Clostr~'d~um botulinum E est capa- 
ble de se multiplier et de produire sa toxine à partir de +3,3"C 
(Hackney 1988, Abrahamsson 1966). 

La concentration en spores a également une influence sur la production de 
toxine : Cockey et al. (1974) ont observé la production de toxine dans de la 
chair de crabe inoculée avec 105 germes/g après 55 jours de conservation à 
+4,4"C alors qu'avec un inoculum de 102 spores/g la production de toxine n'a 
lieu qu'après 82 jours. 



Enfin un choc thermique peut rendre les spores viables superdormantes 
(Sebald 1988). Cokey et al. (1988) ont montré que de la chair de crabe 
pasteurisée à 85°C à coeur et contenant 6 spores / 100 g de chair après 
pasteurisation (contre 107 / 100 g avant pasteurisation) se conservait 
parfaitement pendant plus de 6 mois à +4.4"C. 

Y12rio parahaemolyticus est principalement rencontré dans les eaux 
côtières et les estuaires surtout l'été, car il ne se multiplie qu'à des 
températures supérieures à 15°C (Liston 1980). Ce germe contamine plus 
fréquemment les mollusques et crustacés que les poissons (Brown et Dorn 1977) 
Il provoque des gastroentérites caractérisées par des douleurs abdominales, 
des diarrhées et des vomissements (Sainclivier 1983). 

Il est facilement détruit par la chaleur, à des températures de l'ordre 
de 50/60°C. Ce sont essentiellement les aliments consommés crus qui sont à 
l'origine des toxiinfections. Au Japon où la consommation de poissons crus est 
très fréquente, 50 % des toxi-infections et intoxications alimentaires sont 
dues à Vibrio paraheremolyticus ( Todd 19 78 . 

D'autres germes pathogènes humains peuvent également contaminer les 
produ i t s de 1 a mer : Clos trl'diium perfr~hgens, Salmonella sp. , Escherichia 
coll', Staphylococcus aureus, Yers1h1'a enterocoll'tica . . . . 

Ces germes se rencontrent dans les poissons, molluques et crustacés 
pêchés dans les eaux polluées. Des contaminations sont également toujours à 
craindre lors des divers traitements qui ont lieu après la mort, notamment 
lors du décortiquage des crustacés, du décoquillage des mollusques ou de 
l'éviscération et du filetage des poissons. 

Outre les bactéries pathogènes citées ci-dessus, les mollusques sont 
parfois contaminés par des virus à l'origine d' hépatites infectieuses 
(Abgrall 1988, Sainclivier 1983). 

D'ailleurs, étant donnés les risques importants de contamination des 
mollusques par des germes dangereux, ils sont soumis avant commercialisation 
à une épuration et un contrôle sanitaire strict. L'auto-épuration en eau 
de salinité suffisante, bactériologiquement propre, se fait en 48 h pour 
les entérobactéries et les salmonelles si la charge initiale n'est pas 
trop élevée (Buttiaux 1968). 



1.3. Conclusion 
========== 

La flore banale des poissons pêchés dans les eaux froides est 
essentiellement constituée par des germes Gram -, psychrotrophes et 
halophiles modérés. On y rencontre apparemment peu de germes sporulés. 
Cependant, en raison de la trés grande toxicité des toxines produites par 
Clostr.z'd.zlum botulinum E, la présence potentielle de ces bactéries doit 
toujours être présente l'esprit. Par ailleurs, d'autres germes pathogènes 
peuvent contaminer les poissons, c'est pourquoi leur présence potentielle 
doit être prise en considération lors de l'établissement des barèmes 
de pasteurisation. 

En conclusion, pour les préparations à base de produits de la mer cuites 
sous vide, le traitement thermique devra être défini de manière à assurer la 
destruction des formes végétatives des germes pathogènes en proportion appro- 
priée, et, en raison de la grande altérabilité des produits de la mer, 
il devra également assurer la destruction des germes d'altération en propor- 
tion convenable. 



2 - RESISTANCE DES BACTERIES A LA CHALEUR ..................................... 

Tous les microorganismes (bactéries, spores, virus et champignons) 
obéissent aux mêmes lois de destruction thermique. La connaissance des 
cinétiques de thermodestruction des bactéries est à la base de 
l'établissement des barèmes de cuisson/pasteurisation. L'objet de l'exposé qui 
suit est de décrire ces cinétiques ainsi que les facteurs qui affectent la 
thermorésistance des microorganismes. 

2.1. Cinétiques de destruction des rnicroorganimes 
............................................ ............................................ 

2.1.1. Courbes de survie 
*********++****** 

De nombreux auteurs (Esty et Meyer 1922, Bal1 et Olson 1957, Katzin 
et al. 1943, Stumbo 1973, Cheftel 1963) ont montré qu'il existait une rela- 
tion logarithmique entre la durée de chauffage et le taux de destruction des 
microorganismes. Ainsi, si l'on porte sur un graphe le logarithme du 
nombre de survivants en fonction du temps, on obtient généralement une 
droite appelée courbe de survie (figure 1). 

temps 

FIGURE 1 : Courbe de survie 



L'inverse de la pente de cette droite est appelée temps de réduction 
décimale (symbole DT), il correspond au temps nécessaire pour détruire 90 % de 
la population bactérienne à la température T. 

L'équation de la courbe de survie est la suivante : 

. No correspond au nombre de germes au temps t = 0. 

. N correspond au nombre de germes au temps t. 

. log(N,/N) représente le taux de destruction, c'est-à-dire le nombre de 
divisions par 10 de la population bactérienne; on l'appelle aussi 
efficacité du traitement de durée t à la température T. 

L 
logar i 
Rahn 1 

,a théorie de destruction. thermique des microorganismes en phase 
thmique a été expliquée par de nombreux auteurs (Charm 1958, Chick 1910, 
930, Stumbo 1973). Elle est basée sur 2 hypothèses : 

- les populations de souches pures sont homogènes en ce qui 
concerne leur thermorésistance. 

- la mort résulte de l'inactivation d'une molécule critique par 
ce1 lule. 

La cinétique de destruction bactérienne est assimilée à une réaction de 
premier ordre. 



Si bien souvent les courbes de survie sont des droites, des déviations 
sont cependant observées encore plus souvent (Stumbo 1973). Les différents 
types de courbes rencontrées sont représentées figure 2. 

FIGURE 2 : Différents types de courbes de survie non rectilignes 
( A  : avec épaulement, B : covrbe sigmoïde, 
C : avec concavit6 , D : avec train&) 

Les causes de ces déviations peuvent être diverses. Soit elles 
correspondent a des artefacts ou alors elles sont liées au mécanisme de 
la destruction des microorganismes. 

L'épaulement qui précède l'établissement de la partie linéaire de la 
courbe peut s'expliquer de plusieurs façons : 

- la présence dans le microorganisme de plusieurs sites de résistance à 
la chaleur (Hansen et Rieman 1963, Magnus et al. 1986, Allwood et Russel 
1970, Moats 1971). Dans ce cas, la mort ne serait pas due à l'inactivation 
d'une molécule mais de plusieurs, d'où l'épaulement observé au départ. 



- la présence d'amas cellulaires au début du chauffage. Chaque amas 
produit une colonie tout le temps qu'il contient au moins une cellule viable. 
C'est uniquement quand il n'y a plus qu'une cellule viable par amas que la 
thermodestruction des microorganismes devient logarithmique (Stumbo 1973). 
Hansen et Rieman (1963) ont montré que le groupement en amas était le 
principal facteur responsable de l'épaulement observé pour les courbes de 
survie de Sreptococcus faechchauffé dans du lait, puisqu' en mélangeant 
énergiquement la suspension avant traitement thermique, de manière à disperser 
les amas, ils ont obtenu des courbes de survie linéaires. 
Magnus et al. en 1986 ont également obtenu des épaulements pour les courbes de 
survie de Streptocuccus faecium et Streptococcus faecalis chauffés dans 
différents milieux. Ils ont observé au microscope la présence de chaînettes de 
4 à 6 germes qui pourraient expliquer les épaulements. 

- le délai dans l'établissement du traitement létal (Cerf et al. 1988). 
Tout le temps que la température de la suspension bactérienne n'est pas homo- 
gène, il n'y a pas de relation logarithmique entre le nombre de germes survi- 
vants et la durée de traitement. 

- Concurrence entre des mécanismes d'activation et d'inactivation des 
spores (Stumbo 1973, Davies 1977, Allwood et Russel 1970, Cerf 1977) .  La 
plupart des spores ont besoin d'une activation pour germer et la chaleur est 
un excellent activateur, d'où une compétition possible entre la destruction 
des spores et leur germination. 
Stumbo (1973) a observé que l'amplitude de l'épaulement diminuait quand la 
température augmentait. Aux températures élevées, il n'y a pratiquement pas 
d'épaulement du fait probablement de la diminution du temps nécessaire a 
l'activation des spores. 

Les traînées et les concavités vers le haut (figure 2)  qui succédent à 
une partie linéaire peuvent avoir les causes suivantes : 

- La présence d'espèces génétiquement différentes au sein de la 
population. Quand 2 espèces sont mélangées au sein d'une même population, on 
obtient une courbe de survie biphasique. La première partie de la courbe 
correspond à la destruction de l'espèce la plus thermosensible (Bal1 et Olson 
1957, Bond et al. 1970, Stumbo 1973, Cerf 1977).  



- La formation d'amas cellulaires au cours du traitement (Stumbo 1973). 
La figure 3 donne un exemple de courbe de survie qui peut s'expliquer par la 
formation d'amas pendant le chauffage. 

FIGURE 3 : Courbe de survie s'eicpliqiiarit par la formation d'amas cellulaires 
pendant le traitemerit thermique selori Stumbo (1973). 

La première partie de la courbe (a) s'explique par la conjonction de deux 
phénomènes : la destruction des microorganismes et parallèlement à cela, la 
formation d'amas cellulaires. La partie (b) de la courbe s'explique par 
la réduction du nombre de cellules viables par amas. Dans la dernière partie 
de la courbe (cl, il n'y a plus qu'une cellule viable par amas, elle 
correspond donc à la vraie courbe de survie des microorganismes. 

- l'hétérogénéité du traitement. Roberts et Ingram (1965) ont observé que 
des spores chauffées dans des tubes ouverts, immergés partiellement présen- 
taient une courbe de survie concave. Celle-ci devient une droite quand les 
spores sont chauffées dans les ampoules scellées immergées complètement. 

L'explication donnée par Roberts et Ingram de ce phénomène est la 
suivante : les spores emprisonnées à la partie supérieure de l'ampoule 
sont probablement soumises à des températures plus faibles, quand l'ampoule 
n'est pas complètement immergée, d'où la concavité observée. 



- Apparition d'un "effet protecteur" du milieu au cours du traitement. 
Quand les suspensions sont chauffées dans des aliments, de nombreuses 
réactions chimiques se produisent modifiant ainsi l'environnement des germes. 
Cerf et al. (1967) ont notamment observé un "effet protecteur" du lait sur 
les spores de Clostr1'd1irm butyricum. 

- Problème de l'énumération des survivants. La numération des survivants 
à des niveaux faibles (moins de 100 germes/g) est imprécise et sujette 
à de nombreuses variations. La présence de traînées pourrait être liée à 
l'imprécision de la méthode de numération quand un nombre trop faible de 
dénombrements est effectué (Cerf 1977). 

- Augmentation de la thermorésistance au cours du traitement qui pourrait 
être due à une mutation (Busta 1967. Han 1975). 

- présence au sein de la population génétiquement homogène, d'individus 
possédant différents degrés de thermorésistance. Cette variabilité serait 
physiologique et pourrait être notamment liée à l'âge des cellules (Moats 
1971). 

En conclusion, même si des divergences existent, de nombreux auteurs 
(Stumbo 1973, Bal1 et Olson 1957, Cheftel J.C. et Cheftel H. 1977) considèrent 
que l'allure logarithmique de la destruction thermique est suffisamment 
en accord avec la plupart des résultats expérimentaux pour pouvoir être 
tenue pour démontrée. Il est difficle de dire à l'heure actuelle si ces 
divergences résultent de phénomènes accessoires tels que l'activation des 
spores, la formation d'amas, l'hétérogénéité du traitement ou s'ils sont 
vraiment liés au mécanisme de la résistance. Seule la connaissance du méca- 
nisme biochimique de la mort permettra de trancher la question (Cheftel J.C. 
et Cheftel H. 1977). 

Quoi qu'il en soit, la fin des courbes de survie peut presque toujours 
être assimilée à une droite qui peut être caractérisée par une valeur de D,. 
Soit -a- l'intersection entre la droite prolongeant la partie intéressante de 
la courbe et la droite horizontale passant par No, l'équation de la courbe est 
alors (figure 4 )  (Cerf et al. 1988) : 



toi11ps 

FIGURE 4 : Mise en eqilat ion des coiirbes de silrvie avec épaulement oii trainSe. -- 

Lors de l'établissement des courbes de survie, afin de limiter les 
risques d'obtenir des courbes non linéaires un certain nombre de précautions 
sont à prendre (Cerf 1977). Il faut notamment s'assurer de l'homogénéité de la 
population bactérienne et de la température du traitement, éviter la formation 
d'amas cellulaires, laver les cellules avant traitement afin d'éliminer les 
débris cellulaires et les traces du milieu de culture et réaliser de 
nombreuses mesures pour diminuer les risques d'erreurs de numération. 



2.1.2. Influence de la température 
........................... 

L'expérience montre que plus on élève la température, plus la vitesse de 
destruction des microorganismes augmente. 

Si l'on porte en abscisse les températures et en ordonnée le logarithme 
du temps de réduction décimale, on obtient une droite appelée courbe de 
destruction thermique (encore appelée courbe fantôme de TDT : temps de des- 
truction thermique) (figure 5 )  (Stumbo 1973, Sainclivier 1986, Cheftel 1963). 

FIGURE 5 : Courbe de destruction thermique 

L'inverse de la pente de la droite : z ,  correspond à l'augmentation de 
température nécessaire pour diminuer le temps de réduction décimale (D,) de 
90 %. 

L'équation de la droite TDT est : 



2.2. Facteurs affectant la thermorésistance des microorganismes 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La destruction des microorganismes par la chaleur dépend d'un certain 
nombre de facteurs. Outre les caractères de résistance propre à l'espèce et à 
la souche considérées, les conditions de développement avant traitement 
thermique, les caractères du milieu dans lequel les microorganismes sont 
chauffés et les conditions de développement après traitement thermique 
ont également une influence (Stumbo 1973, Hansen et Rieman 1963, Cheftel J.C. 
et Cheftel H. 1977, Sainclivier 1986). 

2.2.1. Résistance spécifique des microorganismes 
......................................... 

La therrnorésistance varie selon les espèces et peut également varier 
selon les souches d'une même espèce. 

Les germes sporulés sont toujours beaucoup plus résistants que les formes 
végétatives. La raison de cette thermorésistance élevée n'est pas com- 
plètement connue, cependant la grande stabilité des composants du cyto- 
plasme et en particulier celle des protéines pourrait expliquer cette 
thermorésistance élevée. La déshydratation du cytoplasme et la formation de 
liaisons entre les ions calciiim, l'acide dipicolinique et les protéines 
seraient à l'origine de l'importante stabilité des protéines (Davies 1977, 
Bradbury et al. 1981, Gombas 1983). 

La therrnorésistance des microorganismes est généralement en relation avec 
leur température optimale de croissance. 

Les thermophiles sont plus résistants que les mésophiles et les 
psychrotrophes (Allwood et Russel 1970, Sainclivier 1986). Ces différences 
pourraient s'expliquer par la présence de constituants plus stables à la 
chaleur chez les thermophiles que chez les psychrotrophes. 

Purohit et Stockes (1967) ont montré que les bactéries psychrotrophes 
possédaient des enzymes plus thermosensibles que les bactéries mésophiles. 

Pace et Campbell (1967) ont observé que les ribosomes d'un bon nombre 
de germes thermophiles étaient plus stables que ceux des mésophiles. 

Robison et Morita (1966) (cités par Allwood et Russel 1970) ont montré 
que la paroi cellulaire des germes psychrotrophes était très sensible à la 
chaleur humide. 



Les germes Gram + sont plus thermorésistants que les germes Gram -. 
La raison de cette différence n'est pas encore connue, elle est probable- 
ment liée à la structure de la paroi (Allwood et Russel 1970). 

Les cellules jeunes sont parfois plus thermosensibles que les cellules 
agées. Certains auteurs ont en effet observé une corrélation entre ll$ge et 
la thermorésistance des cellules végétatives : la thermorésistance est plus 
élevée pendant les phases de latence et stationnaire et elle est plus 
faible pendant la phase logarithmique de croissance (Hansen et Rieman 1963, 
Sainclivier 1986). 

2.2.2. Influence des conditions de développement avant 
............................................... 
traitement thermique 
.................... 

Un certain nombre d'études ont montré que la therrnorésistance peut être 
influencée par les conditions de développement avant traitement thermique, 
mais il n'y a pas à ce propos de règle générale (Cheftel J.C. et Cheftel H. 
1977). 

La température de croissance avant traitement thermique peut avoir une 
influence. D'une manière générale, la thermorésistance maximale est observée 
pour les suspensions incubées à une température proche de la température 
optimale de croissance (Stumbo 1973). 

Le milieu dans lequel se développe le germe peut également avoir un effet 
sur la thermorésistance ultérieure. Ceci a été montré nettement pour les 
spores : une augmentation de la concentration en ions calcium dans le milieu 
de croissance augmente la thermorésistance des spores. A l'opposé une forte 
concentration en ions phosphates diminue sensiblement la thermorésistance 
(Cerf et al. 1988). 



2.2.3. Influence de la nature du milieu dans 
....................................... 
lequel les microorganismes sont chauffés 
......................................... 

Certains facteurs d'environnement peuvent influencer la thermorésistance 
des microorganismes. Les plus importants sont le pH et l'activité de l'eau. 
D'autres facteurs interviennent tels que les matières grasses, les sels, les 
protéines mais leur action n'est pas très bien connue et varie selon les 
espèces. 

La thermorésistance est généralement maximale à un pH voisin de la 
neutralité (Stumbo 1973. Hansen et Rieman 1963). Ceci est lié à la dénatura- 
tion des protéines qui augmente quand le pH augmente ou diminue. 
11 peut être intéressant de diminuer le pH des produits de manière à modérer 
les traitements thermiques. Pour les filets et les charcuteries de poisson 
destinés à être cuits sous vide, le pH est généralement voisin de la neutrali- 
té. Il présente donc peu d'intérêt. 

- activité de l'eau (aw) 

La thermorésistance augmente avec la diminution de l'activité de l'eau. 
Une activité de l'eau réduite se traduit par une hydratation plus faible 
des protéines ce qui a pour conséquence d'augmenter leur stabilité. 

La thermorésitance des spores est maximale pour des valeurs d'aw voisines 
de 0,3 (Cerf et al. 1988, Angelotti 1968, Mure11 et Scott 1966). 

Pour les formes végétatives, la thermorésistance est maximale pour des 
valeurs d'aw comprises entre 0.7 et 0 . 8  (Gibson 1973, Hsieh 1976). 

Dans les préparations à base de produits de la mer les valeurs d'aw 
élevées devraient faciliter la destruction des microorganismes. 



- Autres facteurs 

Plusieurs études ont montré un effet protecteur des matières grasses sur 
les microorganismes. 

Il est maintenant bien établi que dans une huile complètement exempte 
d'eau, la thermorésistance est nettement plus élevée qu'en milieu aqueux. 
Thuillot et al. (1968) ont montré que la résistance à la chaleur de 
StaphyIococcus aaueusn'est différente de celle mesurée en milieu aqueux, que 
si l'huile est complètement exempte d'eau. 

De même, Senhaji et al. (1976) ont construit un modèle mathématique 
qui montre qu'un effet protecteur peut exister dans les systèmes huile/eau à 
condition que les microorganismes soient dans l'huile, et qu'il n'y ait pas 
de diffusion de l'eau dans l'huile. 

Les microorganimes emprisonnés dans les particules de matières grasses 
deviennent plus thermorésistants du fait d'une humidité relative plus faible 
dans la particule. 

Dans les produits type charcuterie de poisson, les matières grasses sont 
émulsionnées et la taille des particules est telle que l'effet protecteur est 
très improbable. (Senhaji et al. 1976). 

D'autres constituants peuvent avoir un effet sur la thermorésistance. 
Certaines épices diminueraient la thermorésistance des microorganismes (Rozier 
et al. 1985). Les protéines par contre auraient un effet protecteur (Hansen et 
Rieman 19631. 

En conclusion, les effets du milieu sur la résistance des microorganismes 
à la chaleur sont insuffisamment connus. Tous les facteurs interviennent, 
c'est pourquoi la thermorésistance doit être étudiée dans le produit que l'on 
se propose de traiter. 



2.2.4. Influence des conditions de croissance 
...................................... 
aprés traitement thermique 
.......................... 

L'étude de la thermorésistance est basée sur la numération des 
survivants. Or les microorganismes survivant à un traitement thermique 
peuvent être lésés et exiger des conditions particuliéres de culture pour que 
leur viabilité puisse être démontrée. 

Selon la température d'incubation et le milieu de culture utilisé, le 
nombre de cellules viables peut être différent. Ceci a été montré par un cer- 
tain nombre d'auteurs : 

Beuchat et Lechowish (1968)  ont observé que la température d'incubation 
avait une influence sur le comportement de Streptococcus faecalis. 
Après traitement thermique : le nombre maximal de survivants est observé quand 
la température d'incubation est voisine de la température optimale de crois- 
sance. 

Moats ( 1 9 7 1 ) ,  Craven (19831,  Dabbah et al. (1971)  ont obtenu des courbes 
de survie différentes selon les milieux de culture utilisés pour 
Salmonella sp., Escherich12 co l i ,  StaphyIococccus aureus et Streptococc~~s 
faecium. 

2.2.5. Conclusion 
********** 

La survie des microorganismes après chauffage n'est pas une simple notion 
mathématique, de nombreux facteurs interviennent. Ce sont probablement les 
caractères du milieu dans lequel les microorganismes sont chauffés qui ont le 
plus d'influence sur la thermorésistance. C'est pourquoi les expérimentations 
doivent être faites sur le produit que l'on veut traiter. Le tableau 2 
donne les paramètres de thermorésistance D, et z de quelques microorganismes 
sporulés et non sporulés dans différents milieux. 
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TABLEAU 2 : Paramètres de thermorésistante de quelques microorganismes. 



3 - NOTION DE VALEUR PASTEURISATRICE 
- - - - _ - - - - - - - - * - - - - - w - - - - - - - - - - - -  

PRINCIPE DU CALCUL DES BAREMES DE CUISSON/PASTEURISATION 
- - - - M - _ _ - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - * - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - -  

Les barèmes de cuisson / pasteurisation des plats cuits sous vide sont 
calculés selon le même principe que les bardmes de stérilisation. 

Tout d'abord on définit la valeur pasteurisatrice à appliquer. Elle 
correspond au temps de chauffage nécessaire une température de référence 
constante TRdf, pour obtenir le taux de destruction souhaité d'un microorga- 
nisme donné. Conventionnellement, on la note : pTRmf (Rosset 1986). 

Elle est définie par la relation : 

. DT,,, et z sont les paramètres de thermorésistance du germe 
de réfdrence. 

. No correspond aii nombre de germes au temps t = O et N correspond 
au nombre de germes au temps t. 

. logtN,/N) représente le taux de destruction. 

. TRaf est la température de référence à laquelle est définie la 
valeur pasteurisatrice. 

Le principe du calcul de la valeur pasteurisatrice d'un traitement est le 
suivant : 

- quand la température du produit à pasteuriser est constante en tout 
point dans le temps, la valeur pasteurisatice est définie par la relation 
suivante : 



- Dans la majorité des cas, la température à coeur des produits (au point 
le plus lent à chauffer) varie dans le temps. Pour calculer la valeur pas- 
teurisatrice, on décompose le traitement thermique global, en une succession 
de traitements de durée dt, durant lesquels la température est considérée 
constante. La valeur pasteurisatrice globale est donnée par la relation sui- 
vante : 

Dans cette relation, il y a 2 variables , le temps et la température. 
Quand la relation qui lie les deux est connue mathématiquement, la valeur 
pasteurisatrice peut être déterminée par résolution mathématique de 
l'intégrale, sinon on utilise la méthode générale de Bigelow. 

Cette dernière méthode, applicable quelle que soit l'allure de la 
pénétration de chaleur à coeur du produit, est la plus utilisée. Le principe 
de la méthode consite à décomposer le traitement thermique global, à tem- 
pérature variable, en une succession de traitements thermiques de brève 
durée durant lesquels on considère que la température est constante. 
La valeur pasteurisatrice partielle de chaque traitement est donnée par la 
relation : 

La somme des valeurs pasteurisatrices partielles permet d'obtenir la 
valeur pasteurisatrice totale. 



4 - ORIENTATION DES ESSAIS 
--------------------*- 

L'utilisation de plats cuits sous vide à base de produits de la mer 
pouvant se conserver plusieurs semaines à basse température se développe 
rapidement aussi bien dans le secteur de la restauration que dans celui de la 
grande distribution. Cependant, les risques microbiologiques que présentent 
ces produits ne sont pas évalués. 

Afin de limiter ces risques et d'avoir des plats dont la qualité reste 
satisfaisante après plusieurs semaines de conservation, il est nécessaire que 
la cuisson soit effectuée de manière à détruire les formes végétatives des 
bactéries en proportion convenable et que les produits soient maintenus à bas- 
se température (<+3"C)  pour éviter le développement des germes sporulés 
dangeureux pour le consommateur, en particulier celui de Clostr~.d~~urn botu- 
linu. E 

Compte tenu de ce qui précède, le but de notre étude a été de déterminer 
les conditions optimales de cuisson et de conservation des produits de la mer 
cuits sous vide. Nous avons axé l'étude sur deux principaux points : 

- La détermination des valeurs pasteurisatrices minimales à 
appliquer pour détruire les formes végétatives des bactéries en proportion 
satisfaisante. Pour cela, nous avons sélectionné deux types de produits : 

. du lieu noir, fréquemment utilisé dans les plats cuisinés 
sous vide. 

. une gamme de terrines de poisson. 
Après avoir étudié les flores de contamination et selectionné les germes les 
plus thermorésistants, nous avons déterminé les paramètres de thermorésistance 
des germes les plus représentatifs de la microflore bactérienne de ces 
produits . 

- Nous avons dans une seconde étape, travaillé sur l'étude de la 
conservation de filets et terrines de poisson cuits sous vide. Nous avons 
étudié l'influence de deux paramètres : 

. La température de conservation. La législation impose de con- 
server les produits à une température inférieure à +3"C. Or il est rare 
que les produits soient maintenus à cette température pendant toute 
la durée de conservation. Il  nous a donc paru intéressant d'étudier 
l'influence de la température de conservation sur le développement des 
germes thermorésistants. 

. Le traitement thermique. Les barèmes. tels qu'ils sont 
pratiqués en cuisson sous vide, n'assurent pas la destruction des formes 
sporulées. Cependant le traitement peut léser les spores et les rendre 
dormantes pendant un temps variable selon le barème appliqué. Nous 
avons donc étudié l'influence du traitement sur le développement des 
germes sporulés. 



P R E M I E R E  P A R T I E :  

M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  



1 - ANALYSES MICROBIOLOGIQUES ......................... 

1.1. Dénombrements 
------------- ------------- 

1.1.1. Les milieux de culture 
...................... 

1.1.1.1. milieux solides 

Les milieux utilisés pour le dénombrement des différentes flores ont été les 
suivants : 

- germes aérobies mésophiles : 
gélose standard pour dénombrement Plate Count Agar, PCA (Merck). 

- germes aérobies psychrotrophes halophiles modérés : 
PCA (merck) préparé avec de l'eau salée à 3,5 %. Cette teneur corres- 
pond à celle de l'eau de mer. 

- germes sporulés aérobies mésophiles : 
PCA (Merck). La sélection des formes sporulées a été basée sur les 
propriétés de thermorésistance des spores. 

- germes anaérobies mésophiles : 
gélose viande levure (VL) à 1.5 % (Diagnostic Pasteur). 

- entérobactéries : 
gélose glucosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBG) 
(Merck . 

- lactobacilles : 
gélose de Man, Rogosa et Sharpe (MRS) (Diagnostic Pasteur). 

- streptocoques fécaux : 
gélose à la bile, esculine, azide (BEA) (Diagnostic Pasteur). 

- staphylocoques / microcoques : 
gélose Baird Parker (BPI (Merck), additionnée de jaune d'oeuf au tellu- 
rite de potassium. 

- anaérobies sulfito-réducteurs : 
gélose à la sulfadiazine Polymyxine Sulfite (SPS) selon Angelotti 
(Diagnostic Pasteur). 



1.1.1.2. milieux liquides 

- Diluant tryptone sel 
Ce milieu est composé de : 

- 1 g de tryptone (Merck), 
- 8,5 g de chlorure de sodium (Merck), 
- 1 000 ml d'eau distillée. 

- Bouillon coeur cervelle (Diagnostic Pasteur). 
Il s'agit d'un milieu riche qui convient à la croissance de nombreux germes. 

1.1.2. Techniques de dénombrement 
.......................... 

1.1.2.1. Préparation l'échantillon 

- En ce qui concerne les prélèvements effectués pour les analyses 
microbiologiques des produits crus et cuits sous vide, la démarche a été 
la suivante : 10 g de produit à analyser ont été prélevés aseptiquement 
et déposés dans un sac stomacher, puis 40 ml de diluant ont été ajoutés de 
manière à obtenir une solution mère diluée au 1/5. Le broyage a ensuite été 
effectué au broyeur Stomacher. 

-Pour les prélèvements effectués dans le cadre des mesures de 
thermorésistance, la technique utilisée est détaillée plus loin (cf. para. 
5.4.). 

1.1.2.2. Ensemencement 

L'ensemencement des milieux a été réalisé directement ou non après la 
préparation de l'échantillon, en fonction des produits et des germes à 
dénombrer : 

- pour les produits ayant subi un traitement thermique, la solution mère 
a été laissée 40 minutes à la température du laboratoire avant 
ensemencement pour permettre aux germes de recouvrer leur potentiel de 
croissance. - 



- pour les produits crus, l'ensemencement a été réalisé immédiatement 
après la préparation de l'échantillon. 

- pour le dénombrement des germes sporulés, 10 ml de solution mère ont 
été prélevés et chauffés 10 minutes à 80°C dans un tube à essai, de 
manière à détruire les formes végétatives. 

Plusieurs techniques d'ensemencement ont été utilisées : 

- ensemencement en surface, en profondeur ou en double couche. 
- ensemencement classique à la pipette ou à l'ensemenceur Spiral. 

Le tableau 3 donne les conditions d'ensemencement des différents milieux, 
selon les flores ou germes à mettre en évidence. 

1.1.2.3. Incubation 

Après ensemencement, les boîtes et tubes ont été mis à incuber en 
aérobiose ou en anaérobiose. Les conditions d'incubation sont décrites dans le 
tableau 3. 

1.1.2.4. Numération 

Après incubation, les colonies ont été dénombrées. Le tableau 3 donne 
l'aspect des colonies dénombrées dans les différents milieux. 
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TABI,EAU 3 : Conditions d'ensemencenient et d'incubation des différents milieux. 
Aspect des colonies dt4i-iombrées. 



1.2. Identifications --------------- --------------- 

1.2.1. Les produits 
***+******** 

- Galeries API 20 E pour l'identification des bacilles Gram - et plus spéci- 
fiquement pour l'idenfication des entérobactéries. 

- Galeries API 20 NE pour l'identification des bacilles Gram - autres que les 
entérobactéries. 

- Galeries API 20 STREP pour l'identification des streptocoques. 

- Galeries API 50 CH pour l'identification des BaciIIusS 

- Milieu API M médium pour l'étude de la mobilité. 

- Milieu API OF médium destiné à étudier l'attaque oxydative ou fermentative 
du glucose par les bactéries. 

- Gelose MAC CONKEY au cristal violet (Diagnostic Pasteur), pour isoler les 
entérobactéries. Ce milieu a été utilisé car l'étude de la croissance sur 
cette gélose constitue un test d'identification complémentaire à la galerie 
API 20 E. 

- Gélose viande levure 6 % (Diagnostic Pasteur), pour étudier le type 
respiratoire des bactéries. 

- Gélose Columbia au sang frais (Diagnostic Pasteur) pour mettre en évidence 
le caractère hémolytique. 

- Réactif OX de chez API pour la recherche de l'oxydase. 

- Eau oxygénée pour la recherche de la catalase. 

- Plasma de lapin (Diagnostic Pasteur) pour la recherche de la coagulase. 



- Gélose à ADN et au bleu de toluidine (Diagnostic Pasteur) pour la recherche 
de la thermonucléase de ~taphyIococcaus aaureus. 

- Réactifs nécessaire à la coloration de Gram. 

- Les galeries API ont été utilisées pour rechercher la production d'acétoïne 
et mettre en évidence l'utilisation des nitrates et la phosphatase chez les 
micrococcaceae. 

1.2.2. Techniques d'identification 
........................... 

Les identifications ont porté sur des colonies isolées de milieux 
sélectifs ou non, et ayant résisté à un traitement thermique. 

- Les colonies caractéristiques obtenues sur BEA ont été repiquées sur 
gélose Columbia au sang frais avant d'être ensemencées sur les galeries 
d'idenfication des streptocoques. 

- Les colonies caractéristiques obtenues sur VRBG ont été ensemencées 
sur les. galeries d'idenfication des entérobactéries. 

- Pour identifier les staphylocoques présumés pathogènes, isolés sur 
Baird Parker, les tests suivants ont été effectués : recherches 
de la coagulase, de la thermonucléase et de la phosphatase. 

- Pour caractériser les genres ou groupes de genres des germes 
correspondant à des colonies isolées sur PCA, les tests ou examens 
suivants ont été réalisés : 

. examen de la colonie : pigmentation, aspect, 

. examen microscopique de la bactérie, 

. test de la catalase, 

. test de l'oxydase, 

. type respiratoire pour les coques Gram +,  . 

. mobilité pour les bacilles et coccobacilles Gram +. 

Ce test a été réalisé avec le milieu API M médium 
et par observation microscopique. 



Ensuite pour identifier précisément les espèces, nous avons procédé de la 
manière suivante : 

- les bacilles et les coccobacilles Gram - ont été ensemencés sur les 
galeries API 20 E et API 20 NE. 

- les bacilles Gram + ,  catalase + ,  sporulés, ont été ensemencés sur 
les galeries API 50 CH. 

- les coques Gram +, en amas, catalase +,  ont été identifés comme 
appartenant à la famille des micrococcaceae. 

Pour déterminer les espèces, les caractères suivants ont été observés : 

. fermentation du glucose, 

. phosphatase, 

. type respiratoire, 

. production d'acétoïne, 

. utilisation des nitrates. 

2 - ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES .......................... 

- Le dosage de l'azote basique volatil total a été réalisé selon la méthode 
de Conway pour évaluer l'état de fraîcheur des poissons crus. 

- Les analyses physico-chimiques suivantes ont été effectuées sur le lieu noir 
et la terrine Saint Jacques utilisés pour l'étude de la thermorésistance des 
germes : 

* dosage des protéines selon la méthode de Kjeldahl à l'aide d'un 
kjeltec (Técator). 

* dosage des matières grasses totales par extraction à l'hexane à 
l'aide d'un Soxtex (Técator). 

* dosage des chlorures à l'aide d'un chlorimètre Corning. 

* mesure du taux d'humidité à l'aide d'un humidimètre Sartorius à 
rayonnement infra-rouge. 

* mesure de l'activité de l'eau (aw) à l'aide d'un hygromètre 
électrique thermostaté (Novasina). 



3 - ANALYSES SENSORIELLES ..................... 
Des analyses sensorielles ont été effectuées sur les filets de poisson 

cuits sous vide. Celles- ci ont été réalisées par le personnel du 
laboratoire. L'odeur du poisson froid à l'ouverture du sac a été notée et 
les produits ont été dégustés après réchauffage au bain marie à 90°C 
pendant 15 minutes. 

4 - PROTOCOLE EXPERIMENTALE DE SELECTION .................................... 
DES GERMES LES PLUS THERMORESISTANTS 
--------------------*--------------- 

La matière première utilisée a été du lieu noir entier et en filet et des 
terrines de poisson. 

4 . 1 .  LIEU NOIR --------- --------- 

- les poissons entiers ont été prélevés à des périodes différentes, le jour 
même de leur débarquement. Ils avaient en général 3 à 5 jours de 
conservation sous glace et ils avaient été éviscérés à bord des bateaux. 

- les filets ont été prélevés dans 3 ateliers de filetage, à des périodes 
différentes, le jour même du filetage. Des filets de fraîcheur différentes 
ont été prélevés. Dans 2  des 3 ateliers le filetage était manuel, dans le 
troisième, il était mécanique. 

- pour chaque échantillon, 1'ABVT a été dosé et une suspension de chair 
diluée au 1 / 5  a été préparée selon la technique décrite paragraphe 
1 . 1 . 2 . 1 .  Une partie de la suspension a été utilisée pour l'étude de la 
microflore des produits crus ; les flores et germes suivants ont été recher- 
chés : 

flore aérobie mésophile totale, 
flore aérobie psychrotrophe, 
entérobactéries, 
microcoques / staphylocoques, 
staphylocoques pathogènes, 
streptocoques fécaux, 
lactobacilles, 
germes sporulés aérobies mésophiles, 
anaérobies sulfito-réducteurs, 



L'autre partie a été utilisée pour sélectionner et identifier les germes 
les plus thermorésistants. Pour cela, 5 ml de suspension ont été répartis 
dans des tubes à essai, à raison de 4 tubes par suspension. Les tubes ont 
été placés au bain marie et des prélèvements ont été effectués après 15 et 60 
minutes de chauffage à 60°C et après 10 et 20 minutes à 70°C. Immédiatement 
après chauffage, les tubes ont été refroidis. 

Les flores aérobies mésophile et psychrotrophe ont été dénombrées et les 
germes thermorésistants ont été identifiés. Les identifications ont porté 
uniquement sur les germes isolés des muscles de lieu noir entier afin de ne 
sélectionner que des germes spécifiques au poisson. 

4.2. TERRINES DE POISSON 
=========---------- ---------- 

Le travail a été réalisé sur une gamme de 3 terrines en collaboration 
avec une entreprise. Toutes les terrines étaient composées de 50 % de filets 
d'églefin, lactoprotéines, crème fraîche, beurre concentré, fumet de poisson, 
blanc d'oeuf, farine, sel, épices et aromates. A ces ingrédients communs à 
toutes les terrines, s'ajoutaient 15 % de saumon pour les terrines au saumon, 
de noix de Saint-Jacques pour les terrines Saint-Jacques, d'églefin et de 
légumes déshydratés pour les terrines de poisson aux légumes. 

Le schéma de fabrication des terrines était le suivant : 

mélange et broyage des 
ingrédients au cutter 

tl 
désaération sous vide de la pâte 
(pour éviter son gonflement lors 
du conditionnement sous vide) 

II, 
répartition dans des barquettes 
plastiques à l'aide d'une doseuse 

JI 
conditionnement sous vide 

cuisson vapeur 



Les prélèvements ont été réalisés dans la doseuse et les échantillons 
ont été laissés dans l'atelier de fabrication jusqu'au démarrage de la 
cuisson. 

Pour chaque échantillon, une suspension de terrine diluée au 1/5 a été 
préparée selon la technique décrite paragraphe 1.1.2.1.. Ces suspensions 
ont été utilisées en partie pour l'étude de la microflore des terrines crues; 
les flores et germes suivants ont été dénombrés : 

- flore aérobie mésophile totale, 
- staphylocoques pathogènes, 
- entérobactéries, 
- streptocoques fécaux, 
- germes sporulés aérobies mésophiles, 
- anaérobies sulfito-réducteurs. 

Les germes les plus thermorésitants ont ensuite été sélectionnés et 
identifiés. Pour cela, 3 suspensions correspondant à chacun des 3 types de 
terrines ont été réparties dans des tubes à essai, à raison de 5 ml par tube 
et de 5 tubes par suspension. Les tubes ont été placés au bain marie à 70°C 
et des prélèvements ont été réalisés après 5, 15, 25, 35 et 45 minutes 
de chauffage. La flore aérobie mésophile totale, les entérobactéries et 
les streptocoques fécaux ont été dénombrés. Les germes thermorésistants ont 
ensuite été identifiés. 



5 - MESURE DES PARAMETRES DE THERMORESISTANCE ......................................... 

La mesure des paramètres de thermorésistance a été effectuée selon la 
méthode des tubes à essais décrite par Cheftel en 1963. 

Les temps de réduction décimale (DT) ont été déterminés à partir des 
courbes de survie : log(N) = f(t). Les valeurs de z ont été obtenues à partir 
des courbes de destruction thermique : log(D,) = f(T). 

5.1. Matériel 
-------- ----- --- 

- TDT tubes : ils ont été obtenus à partir de baguettes de verre 
borosilicaté de diamètre extérieur 10 mm et d'épaisseur 1 mm. Les 
cannes ont été coupées en tronçons de 10 à 12 cm dont l'une des extrémités à 
été fermée à la flamme. Les tubes ainsi préparés ont ensuite été stérilisés. 

- centrifugeuse. 

- bain d'eau chauffé électriquement muni d'un régulateur de température au 
l/lO°C et d'une pompe de circulation d'eau. 

- thermomètre à mercure. 

- thermomètre à sonde silicium et à affichage électronique de la température 
au l/lO°C. 

- chronomètre gradué au cinquième de seconde. 

- bain d'eau froide à 0/+5OC. 



5.2. Milieux 
====Zr= 

Les thermorésistances ont été mesurées dans du lieu noir, une terrine de 
poisson et du tampon phosphate M/15 préparé en mélangeant des solutions M/15 
de Na2HPO4 et KH2P04. 

5.3. Souches ------- ------- 

6 souches ont été étudiées : 

- Pseudomonas paucinobilis, 
- Pseudomonas putida, 
- Micrococcus varians, 
- Streptococcus faec~~um, 
- Staphylococcus aureus, 
- Yers1B1'a enterocolitica. 

Les différentes souches ont été isolées dans notre laboratoire. 

Les 3 premiers germes ont été choisis car ils font partie des germes non 
sporulés les plus thermorésistants de la flore spécifique du poisson. 

Streptococcus faeciuma été sélectionné car il correspond au germe non 
sporulé le plus thermorésistant isolé des terrines de poisson. 

Enfin, Staphylococcus aureus et Yersinic? enterocoll'tica qui sont deux 
germes pathogènes, ont été retenus car ils ont été isolés plusieurs fois de 
filets de poisson et de terrines crus. 

Les souches ont été conservées à 0/+3"C et repiquées tous les deux mois 
sur gélose inclinée. 



5.4. Protocole expbrimental ...................... ...................... 

- Préparation de la suspension 

Une colonie isolée a été repiquée sur bouillon coeur cervelle et l'ensemble 
a été mis à incuber 24 heures à 37°C ou 48 heures à 20°C ou 30°C, selon la 
température optimale de croissance des germes. 

Après incubation, les germes ont été récupérés par centrifugation (10 000 g 
pendant 10 minutes), puis lavés 3 fois dans 10 ml de tampon phosphate. Le 
dernier culot a été mis en suspension dans 10 ml de tampon phosphate. Le 
nombre de germes obtenus par ml a été dénombré à la cellule de Thoma. 

- Inoculation des tubes 

En ce qui concerne le tampon phosphate, la suspension de germes a été 
ensemencée de manière à avoir 105 à 106 germes/ml de tampon. Après 
ensemencement, l'inoculum a été réparti dans les tubes TDT stériles à raison 
de 1.5 ml/tube. 

Pour le lieu noir et la terrine de poisson, 1,6+/- 0,l g de produit broyé ont 
été répartis dans les tubes TDT à l'aide d'une seringue. 
Un certain volume de la suspension a été introduit dans les tubes 
préalablement stérilisés, à l'aide d'une micropipette, de manière à avoir IO5 
à 10' germes/g. Ensuite, la suspension a été mélangée au milieu à l'aide d'un 
fil droit. 

- scellage des tubes 

Après ensemencement, les tubes ont été scellés à la flamme. 

- chauffage et refroidissement 

Des essais préliminaires ont été réalisés pour chaque souche et chaque 
milieu, afin de délimiter les plages de températures à étudier et de 
déterminer approximativement Dr et z .  Ensuite, pour chaque souche et chaque 
milieu, 3 températures au moins ont été étudiées. 



12 à 14 prélèvements de tubes ont été effectués par température, à des 
temps différents, et à raison de 2 à 3 tubes par prélèvement. L'intervalle 
de temps entre les prélèvements a été choisi de telle sorte que la 
population bactérienne soit réduite d'un peu moins de 90 %. 

Lors du chauffage, les tubes étaient complètement immergés et dès que le 
temps de chauffage était écoulé, les tubes étaient sortis du bain et plongés 
immédiatement dans de l'eau à 0/+5"C. 

- ouverture et repiquage des tubes 

Après refroidissement, les tubes ont été laissés 20 minutes environ à la tem- 
pérature du laboratoire pour favoriser la croissance ultérieure des germes. 
Ils ont ensuite été ouverts stérilement et le nombre de germes survivants a 
été dénombré par ensemencement de milieux de culture appropriés. 

En ce qui concerne le tampon phosphate, l'ensemencement a été réalisé 
directement sur boîtes de Petri. Pour le lieu noir et la terrine de poisson, 
1 g du contenu des tubes a été dilué dans du diluant stérile avant d'être 
ensemencé. 

Les boîtes de Petri ensemencées ont été mises a incuber à 37°C pendant 
48 heures, à 30°C pendant 72 heures ou à 20/25"C pendant 96 à 120 h. 
Les conditions d'incubation dépendaient de la température optimale de crois- 
sance des germes. 

- correction des durées de chauffage 

Les durées de chauffage ont été corrigées en tenant compte du délai nécessaire 
pour porter le contenu des tubes à la température du milieu chauffant, selon 
la technique décrite par Cheftel en 1963 : 
Après avoir enregistré les courbes de pénétration de chaleur et de 
refroidissement dans les tubes, la valeur pasteurisatrice correspondant à ces 
courbes a alors été calculée selon la méthode de Bigelow en fonction des 
différentes valeurs de z .  

Les corrections à apporter aux durées de chauffage ont été calculées en 
soustrayant aux durées de montée en température et de refroidissement la 
valeur pasteurisatrice correspondante (figure 6). Enfin les durées corri- 
gées ont été obtenues en soustrayant à la durée réelle de chauffage les 
corrections à apporter (tableau 4 ) .  



TABLEAU 4 : Correc t ions  en minutes.  A dédiiii-e ailx (loi-6es e x p é r i n ~ e n t a l e  de - 
chauffage .  en fonct ion de z e t  du mi l i eu .  
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FIGURE 6 : Evoliition de la teinpératiire à coeur dans les tirbes TDT. 

( Diirée corrigée = durée expérimentale - (tl+t2) + (Pl+P2) 
= durée expérimentale - (tl + t2 - P l  - PZ) 
= diirée expérimentale - correction ) 

- méthode calcul de Dx et z 

Les valeurs du temps de réduction décimale Dr ont été calculées à partir 
des courbes de survie obtenues par régression linéaire. L'inverse de la pente 
de la droite de régression a donné DI, au signe pres. 

De la même manière, les valeurs de z ont été calculées à partir des courbes de 
destruction thermique obtenues par régression linéaire. L'inverse de la pente 
de la droite de régression a donné z, au signe pres. Afin de déterminer si les 
pentes des droites de regression différaient significativement ou pas une 
analyse statistique a été réalisée. Aprés avoir comparé les variances liées au 
moyen du test de Snedecor, nous avons admis que celles-ci étaient égales. La 
comparaison des pentes des droites de régression (les pentes ont été 
comparées deux par deux) a été réalisée par le test de Student (C.E.A. 1978). 



6  - CUISSON SOUS VIDE ET CONSERVATION ................................. 

6 . 1 .  Matiére premiére 
III============= 

Les essais ont été réalisés sur des terrines de poisson et sur 3 espèces 
de poisson: 

- lieu noir 
- cabillaud 
- julienne 

Ces 3 espèces ont été choisies car elles sont fréquemment utilisées dans les 
plats cuisinés sous vide. 

- Cutter (Stephan) 

Ce matériel a été utilisé pour broyer et mélanger les ingrédients nécessaires 
à la fabrication des terrines. 

- Matériaux et matériel & conditionnement 

* supports et sacs : 

Des barquettes plastiques en polyéthylène et des sacs plastiques en poly- 
éthylène/polyamide ont été utilisés. 

* scelleuse sous vide ( Bernaert) 

Il s'agissait d'une scelleuse dont l'intensité de vide était réglable jusque 
- 1 bar. C'est cette intensité de vide qui a servi pour tous les essais. 

- four vapeur (Thyrode) 
Ce four vapeur, commandé par microprocesseur a permis de réaliser des 
cuissons où température et taux d'humidité relative étaient régulés. 
Pour les essais, le four était préchauffé avant l'introduction des 
échantillons et le taux d'humidité relative de l'air a toujours été de 90 /95%.  



- bacs d'eau froide 

Ils ont été utilisés pour permettre un refroidisement rapide des échantil- 
lons après cuisson. 

- enceintes réfrigérées et ventilées 
3 enceintes ont été utilisées pour permettre la conservation à +2, +4 ou 
+8OC des échantillons. 
La régulation de ces enceintes se faisait à + / -  1°C autour de la température 
de consigne. 

- enregistreur de température et calculateur valeur pasteurisatrice 
(Ellab CMC 821) 

11 s'agissait d'un appareil permettant : 

- de mesurer et d'enregistrer les températures sur 15 canaux. 
- de calculer les valeurs pasteurisatrices sur 12 canaux, en fonction des 
valeurs de consigne programmées, z et T R d I .  

Les sondes et accessoires (Ellab) utilisés pour mesurer la température 
à coeur ont permis de maintenir le vide dans les sacs. 

6.3. Schéma de fabrication ..................... ..................... 

- opérations préliminaires 

. terrines 
Les opérations ont été décrites paragraphe 4.2. La masse des échantillons 
de terrine était de 200 g. 

. filets @ poisson 

+ des portions de 150 g ont été placées dans des barquettes plastiques à 
raison de 2 portions par barquette. 

+ après la mise en sac, l'ensemble a été mis sous vide. 



- cuisson et refroidissement 

+ pour chaque cuisson, le temps a été établi en fonction des valeurs 
pasteurisatrices ou des températures à coeurs indiquées de manière constante 
sur le microprocesseur de température. 3 sondes ont été placées à coeur de 
produits différents et les cuissons ont été arrêtées quand l'échantillon qui 
avait la plus lente évolution de température atteignait la température à coeur 
où la valeur pasteurisatrice voulues. 

+ au cours de chaque cycle de cuisson/refroidissement, les températures des 
enceintes de cuisson et de refroidissement ont été mesurées. 

+ le refroidissement a toujours été réalisé immédiatement après cuisson de 
manière à atteindre 10°C à coeur en moins de 2 h, conformément à la réglemen- 
tation. 

6.4. Conservation 
------------ ------------ 

Pour chaque essai, les suivis de conservation ont été réalisés à 2 
températures. Les analyses ont été effectuées à un rythme d'une fois par 
semaine, sur 3 à 5 échantillons pour les filets et sur 2 échantillons 
pour les terrines. 



D E U X I E M E  P A R T I E  : 

R E S U L T A T S  E T  C O M M E N T A I R E S  



..................................................................... 
* * 

- 1  - *  ETUDE MICROBIOLOGIQUE DES PRODUITS CRUS t 

* ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES GERMES LES PLUS THERMORESISTANTS * 
* * 
..................................................................... 

Le but de cette étude a été de déterminer la nature des germes présents 
dans le lieu noir et les terrines de poisson et de sélectionner et identifier 
les germes les plus thermorésistants. 

1.1. LIEU NOIR --------- 

1.1.1. Etude microbiologique du lieu noir entier frais et en filet 
........................................................... ........................................................... 

Les résultats détaillés des analyses effectuées sur les muscles de lieu 
noir entiers sont présentés en annexe 1, ceux concernant les filets de poisson 
sont présentés en annexe 2. 
Dans les tableaux 5 et 6, nous n'avons repris que les moyennes et les valeurs 
extrèmes . 

Dans les muscles des poissons entiers (tableau 5) nous n'avons jamais 
dénombré d'anaérobies sulfito-réducteurs, de lactobacilles, de streptocoques 
fécaux et de staphylocoques pathogènes. 

Des germes sporulés aérobies ont été rencontrés, mais à des taux très 
faibles : moins de 10 germes/g, et seulement sur 10 % des échantillons. 

Des entérobactéries et des microcoques / staphylocoques ont été dénom- 
brés sur quelques échantillons : sur 25 % des échantillons, on a dénombré en 
moyenne 1 487 entérobactéries/g alors que sur 75 % des échantillons, le 
taux était toujours inférieur 50 germes/g. De même, on a dénombré en 
moyenne 577 microcoques / staphylocoques /g sur 29 % des échantillons alors 
que le taux était inférieur à 50/g pour 71 % des échantillons. 

La majorité des germes qui contaminent les muscles de lieu noir entiers 
sont des baci 1 les et coccobaci 1 les Gram - . Ces germes appartiennent 
aux genre s Pseudomonas, Ache tobac ter, MoraxeIIa, Proteus e t Vibrio 
(Shewan 1977, Hobbs 1983). 
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TABLEAU fi : Résultats des dénombrements effectués sur les filets de lieu noir. 
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Pour les filets, la répartition des flores est un peu différente de celle 
du poisson entier. Ainsi, les streptocoques qui sont absents des muscles des 
poissons entiers peuvent contaminer les filets. Leur présence dépend cependant 
des conditions de filetage, puisque nous n'en avons dénombré que dans les 
filets de l'atelier 2, en moyenne 430/g (tableau 6 ) .  

De même, les entérobactéries qui ne sont pas souvent rencontrées dans 
les muscles des poissons entiers, le sont assez fréquemment dans les filets. 
Là encore leur présence dépend des conditions de filetage puisque nous n'en 
avons dénombré que sur 80 % des filets de l'atelier 1, alors que tous les 
filets des ateliers 2 et 3 étaient contaminés. 

Enfin, en ce qui concerne les microcoques / staphylocoques nous en avons 
dénombré sur tous les filets en moyenne 1 340/g, alors que seulement 25 % des 
muscles de lieu noir entiers étaient contaminés. Parmi les staphylocoques, 
nous avons dénombré sur 2 filets, des staphylocoques pathogènes. 

Les lactobacilles et les anaérobies sulfito-réducteurs n'ont jamais été 
rencontrés. Des germes sporulés aérobies ont été dénombrés, mais à des taux 
qui restent faibles et voisins de ceux des muscles de lieu noir entier. 

En conclusion, alors que dans les muscles des poissons entiers on 
rencontre essentiellement des germes Gram -,  théoriquement peu thermoré- 
sistants, dans les filets, outre une grande majorité de germes Gram - appar- 
tenant aux genres Pseudomonas, MoraxeIIa et Acinetobacter, on trouve égale - 
ment des germes non spécifiques aux poissons : des streptocoques, des entéro- 
bacteries, des microcoques et des staphylocoques. 



1 . 1 . 2 .  Sélection et identification des germes les plus thermorésistants ................................................................ ................................................................ 

Des suspensions de chair de lieu noir entier et en filet ont été 
chauffées à 60°C pendant 15 et 60 minutes et à 70°C pendant 10 et 20 minutes. 
Nous avons dénombré les germes thermorésistants que nous avons ensuite tentés 
d'identifier. 

1 . 1 . 2 . 1 .  Evolution quantitative 
...................... 

Les résultats détaillés des dénombrements correspondant aux chauffages à 
60°C et 70°C sont notés en annexe 3. 

Dans les tableaux 7 et 8 ,  nous n'avons repris que les valeurs moyennes 
des dénombrements, et dans le tableau 8 nous avons noté les taux de destruc- 
tion obtenus pour les flores psychrotrophe et mésophile. 

A 70°C (tableau 7 ) '  on constate que les germes sont rapidement détruits 
puisqu'apres 10 minutes de chauffage, nous n'avons jamais dénombré plus 
de 5 germes/g, qu'il s'agisse des muscles des poissons entiers ou des filets 
qui étaient cependant plus contaminés. 

A 60°C (tableau 8 ) ,  on observe sensiblement les mêmes taux de destruc- 
tion pour les flores psychrotrophe et mésophile. 

On observe également qu'après 15 minutes à 60°C, les taux de destruction 
sont compris entre 2 et 2'55. De ce fait, les filets de l'atelier 2 
qui avaient en moyenne dix fois plus de germes que ceux de l'atelier 1 et que 
les muscles des poissons entiers, en ont toujours environ 10 fois plus après 
1 5  minutes à 60°C. 

Après 60 minutes à 60°C, on dénombre moins de 100 germes/g, même dans les 
filets de l'atelier 2 qui étaient les plus contaminés au départ, d'où un taux 
de destruction final plus élevé pour ces filets que pour ceux de 
l'atelier 1  ou les muscles des poissons entiers, 
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1.1.2.2.  Identifications 
*************** 

Les identifications ont porté sur des germes ayant résisté 15 minutes à 
60°C et isolés de la chair de lieu noir entier. Pour cela, nous avons prélevé 
sur plusieurs boîtes de Petri, toutes les colonies; au total 72 colonies ont 
été prélevées, 43 correspondaient à des germes mésophiles, 29 à des 
psychrotrophes. 

Pour déterminer les genres ou groupes de genres des germes correspondant 
aux colonies prélevées, nous avons réalisé les tests décrits paragraphe 
1.2.2. (page 3 4 )  et pour interpréter les résultats nous nous sommes inspirés 
du Bergey's manual (édition de 19841, du manuel de Guiraud (édité en 1980) et 
du modèle de Shewan (1971). Les résultats sont notés tableau 9. 

Bien que la majorité des germes thermorésistants soit Gram - ,  on 
observe cependant une nette augmentation de la proportion de germes Gram + ,  

par rapport aux produits crus. En effet, avant traitement thermique, les 
germes Gram + représentaient moins de 1 % des flores mésophile ou psychrotro- 
phe alors qu'après 15 minutes à 60°C, ils représentent 6,9 % des germes 
psychrotrophes et 11,5 % des mésophiles. 

Ce résultat n'est pas très surprenant car les germes Gram + sont 
généralement plus thermorésistants que les Gram - (Allwood et Russel 19631, 
ils sont donc sélectionnés par le traitement thermique. 

Parmi les germes Gram + ayant résisté au traitement, on a observé 
des Bacillus et des microcoques. Tous les microcoques étaient pigmentés en 
jaune ; 2 espèces possèdent un pigment jaune : M~'crococcus luteus et 
Micrococcus var~-ans. Afin de définir de quelle espèce il s'agissait, nous 
avons réalisé quelques tests permettant de les différencier : nous avons 
recherché si les germes produisaient ou non de l'acide à partir du glucose et 
s'ils réduisaient les nitrates en nitrites. 

Les résultats ont montré qu'il s'agissait de germes capables de produire 
de l'acide à partir du glucose et de réduire les nitrates en nitrites. 
Nous en avons déduit qu'il s'agissait de Micrococcus var~kns. 

On note également une forte proportion de Pseudomms pigmentés. Ils 
représentent en effet 28 % des germes mésophiles et 20,6 % des 
psychrotrophes, alors qu'ils sont quasiment absents de la flore initiale des 
poissons (Herbert 1971). 

Afin d'identifier les espèces, nous avons ensemencé des galeries API 20 E 
et API 20 NE, les résultats ont été les mêmes pour toutes les colonies et il 
y a toujours eu concordance entre l'identification réalisée sur galerie API 
20 E et celle réalisée sur galerie API 20 NE. Les résultats ont montré qu'il 
s ' ag i s sa i t de Pseudomonas pauc~hobilis.  



De même, les dczhetobacterconstituent une proportion importante de la 
flore thermorésistante alors qu'ils ne représentent que 1 % de la flore totale 
des poissons frais (Shewan 1971). 

Des galeries API 20 E et API 20 NE ont été utilisées pour tenter 
d'identifier les espèces, mais les résultats n'ont rien donné de si- 
gnificatif. 

Outre les germes ci-dessus, on trouve également des MorMla, en 
proportion moins importante que dans le poisson frais . En effet, ces 
germes représentent 40 % de la flore totale des poissons frais (Shewan 1971) 
alors qu'après 15 minutes à 60°C. ils ne représentent que 18,6 % de la flore 
psychrotrophe et 27 % de la flore mésophile. 

On trouve également d'autres bacilles Gram - qui pourraient être 
des Pseudomonas, deromonas, Vz'br~~o, Photobacterz'u~ ou enfin des entérobac te- 
ries. Ils représentent 29,9 % de la flore mésophile et 30,8 % de la flore 
psychrotrophe. 

Nous avons ensemencé des galeries API 20 E et API 20 NE pour identifier 
les espèces mais là encore, cela n'a rien donné dans la majorité des cas. Le 
seul germe identifié plusieurs fois a été Pseudomonas putida. 

En conclusion, parmi les germes non sporulés les plus thermorésistants , 
on trouve Pseudomonas paucz'mobzlI~s et Micrococcus varians. Ces germes se 
multiplient à 30°C et également à 8°C. Ils représentent à eux deux, 34,9 % des 
espèces mésophiles thermorésistantes et 27.5 % des espèces psychrotrophes 
thermorésistantes. 
On trouve également d'autres germes en proportion moins importante, parmi 
les que 1 s Pseudmonas putida. 
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TABLEAU 9 : Résultats des identifications des germes les plus therniorésistants 
isolés de la chair de lieu noir entier. 



1.2. TERRINES -..,----..,- 

1.2.1. Etude microbiologique des terrines crues 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * *Y* * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

Les résultats détaillés des analyses sont notés en annexe 4, par 
catégorie de terrine. Dans le tableau 10, nous n'avons repris que les moyennes 
et les valeurs extrêmes. 

Toutes les terrines sont contaminées par des streptocoques fécaux, des 
entérobactéries et des germes sporulés aérobies. 

On a dénombré en moyenne les mêmes taux de streptocoques fécaux et de 
germes aérobies sporulés dans les 3 types de terrines, soit : 3 274 streptoco- 
ques/g et 2076 germes sporulés aérobies/g. Il peut cependant y avoir des 
fluctuations d'une fabrication à l'autre puisque nous avons dénombré au maxi- 
mum 10 000 streptocoques/g et au minimum 100 streptocoques/g, de même nous 
avons dénombré au maximum 8 200 germes sporulés aérobies/g et au minimum 100/g 

En ce qui concerne les entérobactéries, nous en avons dénombré en moyenne 
dix fois plus dans les terrines Saint-Jacques que dans les autres terrines, 
soit 20 000 /g. Cependant, nous avons observé d'importantes variations selon 
les échantillons puisqu'au minimum, nous en avons dénombré 200/g et au 
maximum, 80 000/g. 

Enfin 41 % des échantillons sont contaminés par des anaérobies sulfito- 
réducteurs. Nous en avons trouvés dans les terrines Saint-Jacques et les 
terrines de poisson aux légumes, mais pas dans les terrines au saumon. De 
même, on a dénombré des staphylocoques pathogènes sur 4 % des échantillons. 

Ces résultats montrent que d'une fabrication à l'autre le taux de 
contamination bactérienne des terrines est variable. Ces fluctuations sont 
probablement, liées à des variations de la qualité microbiologique des 
matières premières mises en oeuvre. Afin de connaître l'origine des germes 
rencontrés dans les terrines, une analyse microbiologique des matières pre- 
mières a été réalisée. Les résultats sont notés tableau 11. 





On voit que : 

- les germes aérobies sporulés sont amenés par les produits déshydratés 
et en particulier par la farine et surtout le poivre gris. 

- les anaérobies sulfito-réducteurs ont été dénombrés dans les noix de 
Saint-Jacques, l'extrait de Saint-Jacques et également dans les légumes 
déshydratés. Ces résultats expliquent la présence d'anaérobies sulfito- 
réducteurs dans les terrines Saint-Jacques et les terrines de poisson 
aux légumes. 

- les streptocoques fécaux rencontrés dans les terrines sont amenés 
par la farine, le poivre gris, le saumon, les noix de Saint-Jacques et 
les filets d'églefin. 

- les entérobactéries sont amenées principalement par les filets 
d'églefin, les noix de Saint-Jacques et le saumon frais. 

En conclusion, les flores qui contaminent les terrines sont totalement 
différentes de celles des poissons du fait de la présence de nombreux 
ingrédients dans les terrines. On remarque que les produits déshydratés tels 
que la farine et les épices sont contaminés par de nombreux germes sporulés 
susceptibles de poser des problèmes au cours de la conservation. Afin de 
limiter le nombre de germes sporulés, il faudrait préconiser l'utilisation 
systématique d'épices débactérisées. 

On observe également la présence d'anaérobies sulfito-réducteurs qui 
pourraient être à l'origine d'intoxications alimentaires s'ils se 
développaient dans les terrines au cours de la conservation. 





1.2.2. Sélection et identification des germes les plus thermorésistants 
................................................................ 

3 suspensions de chacune des 3 catégories de terrines ont été chauffées à 
70°C pendant 5, 15, 25, 35 et 45 minutes. Les germes thermorésistants ont été 
dénombrés et identifiés. 

1.2.2.1. Evolution quantitative 
* * * * * * * * * * * * *Y*** * * * * *  

Sur la figure 7, nous avons représenté l'évolution de la flore totale en 
fonction du temps. Dans le tableau 12, nous avons noté les résultats des 
dénombrements avant traitement thermique et après 5 et 45 minutes de chauffage 
à 70°C et nous avons également indiqué les taux de destruction. Dans le 
tableau 13, nous avons noté les résultats des dénombrements des 
entérobactéries et des streptocoques fécaux. 

On voit que pendant les 5 premières minutes de chauffage, la population 
bactérienne chute rapidement. Les taux de destruction sont compris entre 
2.26 et 3,14 après 5 minutes à 70°C (tableau 12, figure 7). 

Par contre, au delà de 5 minutes , le nombre de germes se stabilise 
autour de 2 200 à 3 150 par gramme. 

Les 5 premières minutes de chauffage à 70°C correspondent a la 
destruction de la plupart des formes végétatives des bactéries. On voit 
d'ailleurs, d'après le tableau 13, que les entérobactéries et la plupart des 
streptocoques fécaux sont détruits après 5 minutes de chauffage. Aprés, la 
population reste stable car les germes présents sont des spores qui ne 
peuvent être détruites par la pasteurisation. 
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FIGURE 7 : Evoliitiori de la flore totale dans les suspensioris de terrine 
chauffées à 70°C. 
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TABLEAU 12 : Nombre moyen de germes avant et après chauffage à 70°C de 
suspensions de terrine. 
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TABLEAU 13 : Nonibre moyen d'entérobactéries et de streptocoques fécaux avant 
et après chauffage a 70°C de suspensioris de terrine. 

1.2.2.2. Identifications 
*************** 

Les germes non sporulés les plus thermorésistants sont les streptocoques 
fécaux. Afin d'identifier les espèces rencontrées dans les terrines nous avons 
prélevé toutes les colonies ( 5  au total) isolées sur BEA après traitement 
thermique et nous avons ensemencé des galeries API 20 STREP. Les résultats 
ont montré qu'il s'agissait de Streptococcus faec~'um. 

1.3. CONCLUSION ---------- 

Cette étude a permis de sélectionner les germes non sporulés les plus 
thermorésistants trouvés dans les filets de lieu noir et les terrines de 
po i s son. 1 1 s ' agi t de Pseudomonas pauc~'mob~'I.z's, Pseudomonas putida, et 
Micrococcus va~ians, qui sont des germes spécifiques au poisson, et de 
Streptococcus faecim, isolé des terrines de poisson. 

Ces germes ont servi de base à notre étude sur la thermorésistance des 
germes les plus représentatifs de la microflore des produits de la mer. 



- 2 - *  ETUDE DE LA THERMORESISTANCE QUELQUES GERMES REPRESENTATIFS * --- " -- DE LA MICROFLORE DES PREPARATIONS A BASE DE PRODUITS DE LA MER * 

2.1. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES .................................. 
DES MILIEUX DE CHAUFFAGE ........................ 

Les caractéristiques physico-chimiques du lieu noir et de la terrine 
utilisés pour les mesures de therrnorésistance sont notées dans le tableau 
suivant (tableau 1 4 )  : 

TABLEAU 14 : Caractéristiqiies pliysiques et chimiques des milieux utilisés pour 
les mesures de ttiermorés is tarice. 



2.2. ETUDE DE LA THERMORESISTANCE DES GERMES 
- - - - - - w w - - - - w w w - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Les courbes de survie obtenues dans les différents milieux sont 
représentées figures 8, 9, 10. Dans les tableaux 15, 16,et 17, nous avons noté 
les caractéristiques des droites de régression : -a- représente la pente de 
la droite et -b- l'ordonnée à l'origine. Nous avons également noté les 
nombres d'observations -n-, les coefficients de corrélation -r-, et les temps 
de réduction décimale -DT-. 

Les courbes de destruction thermique (courbes de TDT) sont représentées 
figure 11. Dans le tableau 18, nous avons noté les caractéristiques des 
droites de régression, les données statistiques et les valeurs de z obtenues 
dans les différents milieux. Afin de déterminer si les valeurs de z 
différaient significativement ou pas selon les milieux, nous avons fait une 
analyse statistique (test de comparaison de pente). Les résultats sont présen- 
tés en annexe 5. 

Les survivants ont été dénombrés sur PCA et l'incubation a été réalisée à 
30°C pendant 3 jours. 
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FIGURE 8 : Caiirbes (le st irvie  de  I!re~/dono/~as ,upa/ln~hobi/l:i 
dans le  t arnpon phosplla te .  
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TABLEAU 15 : üonnées s t a t i s t i q i i e s  d e s  courbes de s u r v i e  de 
Pseudon~onas paucimohili.~ daris le tampon phgsphate.  



FIGURE 9 : Coiirbes de survie de i-'serjdornunr?s paucimobilis 
daiis le lieu noir. 
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TABLEAU 16 : Données statistiques des courbes de survie de 
Yseudomonas par/cimob~'lis dans 1 e 1 i eu no i r . 



Temps en minutes 

FIGURE19 : Coiirbes de siirvie de Psel~domonas p ~ r f r i m o b i l i s  
dans la terrine. 
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TABLEAU : Données statistiques des courbes de survie de 
Pser~domo~~as  par/cjmobi l is  dans 1 a te r r i ne . 



l i eu  noir 
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FIGURE 11 : Courbes de destri~ction tliermique de Pse~/domonos pat/c~hobi/~:r 
dans les  différents milieux. 

TABLEAU : Données statistiqiies des courbes de destruction thermique de 
Pseudomonas pauc~jnobil~sdans les différents milieux. 



Les valeurs de z de Pseudomonas ptluc1~mo6iIis différent significativement 
pour le risque 5%. dans les trois les milieux (annexe 5 ) .  z est plus élevé 
dans la terrine ( z  = 9,1°C) que dans le lieu noir (z = 5,8"C) et dans le tam- 
pon phosphate (z = 7,7"C). 

Sur la figure 11, on voit que la courbe de TDT obtenue dans le tampon 
phosphate est nettement en dessous de celles obtenues dans le lieu noir et la 
terrine. Ceci signifie que le temps nécessaire pour réduire de 90 % la 
population bactérienne (DT), est plus faible dans le tampon phosphate que dans 
les autres mi 1 ieux . En conséquence Pseudomonas , o ~ ~ u c ~ ~ o ~ ~ ~ I I . s  es t moins 
thermorksistant dans le tampon phosphate. Ceci n'est vrai bien siir, que dans 
certaines gammes de températures puisque les courbes de TDT qui ont des pentes 
différentes finissent par se croiser ce qui a pour conséquence d'inverser la 
thermorésistance dans les milieux. Ainsi, Pseudomo~es pauc~bobiIis est moins 
thermorésistant dans le tampon phosphate que dans la terrine uniquement aux 
températures inférieures à 73°C et il est moins thermorésistant dans le tampon 
phosphate que dans le lieu noir uniquement aux températures supérieures à 47°C. 

Si l'on compare maintenant les courbes de TDT obtenues dans le lieu noir 
et la terrine, on voit qu'elles se croisent à la température T = 65°C; avant 
65"C, la courbe de TDT obtenue dans le lieu noir est au dessus de celle 
obtenue dans la terrine, après 65"C, c'est l'inverse. En conséquence 
Pseudomonas pauc~kob~'I~S est plus thermorésistant dans le lieu noir que dans 
la terrine aux températures inférieures à 65OC; à 65"C, la thermorésistance 
est la même dans les deux milieux; aux températures supérieures à 65°C 
Pseudomonas pauc1kob1'I1S est plus thermorésistant dans la terrine. 

Le temps de réduction décimale à 60°C dans la terrine est égal à 41,2 
minutes et dans le lieu noir, il est égal à 84 minutes (ces valeurs ont été 
calculées à partir des courbes de TDT). Bien que nous n'ayons trouvé aucune 
référence bibliographique concernant la thermorésistance de ce germe en 
particulier, ces valeurs semblent élevées car les Pseudmonas sont considérés 
comme des germes thermosensibles rapidement détruits à des températures 
inférieures à 60°C (Rozier et al. 1985). 

Les courbes de survie obtenues dans les 3 milieux sont représentées 
figures 12, 13 et 14. Dans les tableaux 19, 20 et 21, nous avons noté, les 
caractéristiques des droites de régression (a et b), les nombres d'observation 
(n), les coefficients de corrélation (r), et les temps de réduction décimale 
(DI). 

Les courbes de destruction thermique (courbes de TDT) sont représentées 
figure 15. Dans le tableau 22 nous avons noté les caractéristiques des droites 
de régression, les données statistiques et les valeurs de z. Les résultats de 
la comparaison statistique des pentes des courbes de TDT sont notés en 
annexe 5. 

Les survivants ont été dénombrés sur PCA et l'incubation a été réalisée 
à 30°C pendant 3 à 4 jours. 



temps en rnlnufes 

FIGURE 12 : Coiirbes de survie de /'seudorno//las pufida -- 
dans le tampon phosplia te. 

TABLEAU 'I) : Données statistiques des courbes de survie de 
Psec/don~o~~r?s putida dans le tampon phosphate. 
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TABLEAU 20 : Données sta~istiques des courbes de survie de 
Pse~fJo~/o/~as putilid dails le lieu noir. 



temps en rnlnutes 

FlGUHE : Courbes de survie de Per/~iun~c?/~~s putid2 dans la terrine. 

TABLEAU 21 : Données statistiques des courbes de survie de 
Ysez~domo~zas putida dans la terrine. 
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FIGURE 15 : Coiirbes d~ destriictiori tlieriniqiic de l~seudon~o/~as putl.dr7 
dans les différents milieux. 

TABLEAU 22 : Données statistiques des courbes de destruction thermique de 
Pseudomonas putleda dans les différents milieux. 



Les valeurs de z de Pseudomonas putida ne différent pas 
significativement pour le risque 5%, dans les 3 milieux étudiés (annexe 5). 
Elles sont voisines de 5°C. 

Par contre, les temps de réduction décimale sont toujours plus élevés 
dans le lieu noir que dans le tampon phosphate et la terrine. En conséquence, 
Pseudomonaspputida est plus thermorésistant dans le lieu noir que dans les 2 
autres milieux. 

Si l'on calcule De, à partir de la courbe de TDT obtenue dans le lieu 
noir, on trouve D,, = 0,2 minutes. On voit donc que Pseudomonas putida 
est rapidement détruit à 60°C. 

Les courbes de survie obtenues dans les différents milieux sont 
représentées figures 16, 17 et 18. Dans les tableaux 23, 24 et 25 nous avons 
noté les caractéristiques des droites de régression (a et b), les données 
statistiques (n et r) et les temps de réduction décimale (D,). 

Les courbes de destruction thermique (courbes de TDT) sont représentées 
figure 19. Dans le tableau 26 nous avons noté les caractéristiques des droites 
de régression, les données statistiques et les valeurs de z .  Les résultats de 
la comparaison statistique des pentes des courbes de TDT sont présentés en 
annexe 5. 

Les survivants ont été dénombrés sur PCA et l'incubation a été réalisée à 
30°C pendant 3 à 4 jours. 
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FIGURE 16 : C'oiirbes de survie de M~'cf-oc:oct'.r/s r'r7rinns 
dans le tampon ptiospliate. 
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TABLEAU 23 : Données statistiques des courbes du survie de 
Micrococcus varians dans le tampon phosphate. 



Temps en rnlnutes 

FIGURE 17 : Courbes de survie de /Y.ocorcus cwiansdans le lieu noir. 

TABLEAU 24 : Données statistiques des courbes de survie de 
Micrococcus var~~ans dans le lieu noir. 



FIGURE 18 : Cotirbes de survie de Micf-ococc~~ r,;-7~-ii?ns daris la terrine. 
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TABLEAU 25 : Données statistiqiies des courbes de survie de 
Afz~crococcr~s varzkns dans 1 a t err i ne. 
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FIGURE -- 19: Courbes de destriiction tlieriiiique de Mic~-ocoçcus vaf-iafl.s 
dans l e s  différents milieux. 

TABLEAU 26 : Données statistiques des courbes de dest,ruction thermique de 
Hic/-ococcr/s varians dans- les  différents milieux. 



Les valeurs de z de N~'crococcus varians ne différent pas 
significativement pour le risque 5 %, dans le tampon phosphate (z = 4,2"C) et 
la terrine ( z  = 5,2"C) et il en est de même dans le tampon phosphate 
( Z  = 4,2"C) et le lieu noir ( z  = 4°C). Par contre, elles différent signifi- 
cativement dans le lieu noir (z = 4°C) et la terrine (z = 5,2"C) (annexe 5). 

Par ailleurs, la courbe de TDT obtenue dans le tampon phophate est nette- 
ment en dessous des autres courbes. Af~.crococcus variansest donc plus ther- 
mosensible dans le tampon phosphate que dans les autres milieux. 

Les courbes de TDT obtenues dans le lieu noir et la terrine se croisent à 
la température T = 57.3"C. M~'crucoccus varians est donc plus thermorésistant 
dans le lieu noir que dans la terrine aux températures strictement inférieures 
à 57,3"C. 

Les courbes de survie obtenues dans les différents milieux sont 
représentées figures 20, 21 et 22 . Dans les tableaux 27, 28 et 29, nous avons 
noté les caractéristiques des droites de régression (a et b), les données 
statistiques (n et r) et les temps de réduction décimale (Dr). 

Les courbes de destruction thermique (courbes de TDT) sont représentées 
figure 23. Dans le tableau 30, nous avons noté les caractéristiques des 
droites de régression, les données statistiques et les valeurs de z. Les 
résultats de la comparaison statistique des pentes des courbes de TDT sont 
notés en annexe 5 .  

Les survivants ont été dénombrés sur BEA et l'incubation a été réalisée 
à 37°C pendant 48 h. 



Temps en mlnutes 

FIGURE 20 : Courbes d e  siii-vie d e  ,571-~ptocorcl/s /àecir/nl dans 
le tampoti phospliate. 
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TABLEAU 27 : [)onnées s t a t i s t i q i i e s  des  courbes d e  survie d e  
Streytococcus faeciumdans le tampon phosphate.  



FIGURE 21 : Courbes d e  sui -vie  de  J't/-e,~~r'ococc'u~c f>ecl.um dans le 1 i eu  noii- .  
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TABLEAU 28 : Données s t a t i s t i q i i e s  d e s  c o u r b e s  de  s u r v i e  d e  
Streptococci/s faeclUm dans  le  l i e u  noir .  



Temps an minutas 

FIGURE 22 : Courbes de survie de J'tl-eptococcus f;?ecil/m daris la terririe. 
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TABLEAU 29 : Données statistiques des courbes de survie de 
Streptococc~us faecium dans la ter r i ne. 



FIGURE 23 : Coiri-~PS do dcstriiction tlioi-miqii~ de .cf]-e/~lococcrfs fkecl'r/m -- - 
dans les differents milieux. 
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TABLEAU 30 : Données statistiques des courbes de destruction thermique de 
Streptococcus faeciumdans les différents milieux. 



Les valeurs de z de Streptococcus faecium ne différent pas 
significativement, pour le risque 5 %, dans les 3 milieux (annexe 5 ) .  Elles 
sont voisines de 4,5"C. 

La courbe de TDT obtenue dans la terrine est nettement au dessus de 
celles obtenues dans le lieu noir et dans le tampon phosphate. Streptococcus 
faec~~urnest donc plus thermorésistant dans la terrine. 

Les différences sont d'ailleurs importantes puisqu'à 64°C. il faut 8 
minutes environ pour réduire de 90 % la population de streptocoques dans la 
terrine, alors qu'il ne faut que 2 minutes dans le lieu noir, soit 4 fois 
moins de temps. 

Magnus et al. (1986) ont étudié la thermorésistance de plusieurs souches 
de Streptocuccus faeciumdans du tampon phosphate et du bouillon de jambon. 
Ils ont obtenu des valeurs de Dao comprises entre 17 et 34 minutes dans le 
tampon et entre 17 et 36,5 minutes dans le bouillon de jambon. Ces valeurs 
correspondent à peu près à celles que l'on a déterminées dans le lieu noir et 
le tampon phosphate. Par contre la valeur trouvée dans la terrine est nette- 
ment supérieure. 

En ce qui concerne les valeurs de z, Magnus et al. ont trouvé des valeurs 
plus élevées que les nôtres. Elles sont comprises entre 7 et 9,3"C dans le 
tampon phosphate et entre 9,6 et 12,8"C dans le bouillon de jambon. 

Ott et al. (1960) ont étudié la thermorésistance de Streptococcus 
faecalisdans des pâtés de thon, pâtés de homard et pâtés de poisson blanc, 
ils ont trouvé des valeurs de Dao inférieures à celles que nous avons obtenues, 
celles-ci étaient en effet comprises entre 10,5 et 11.5 minutes et ils ont 
trouvé des valeurs de z voisines de 7"C, ce qui est supérieur à nos résultats. 

Les courbes de survie obtenues dans les différents milieux sont 
représentées figure 24, 25 et 26. Dans les tableaux 31, 32 et 33, nous avons 
noté les caractéristiques des droites de régression (a et b), les données 
statistiques (n et r) et les temps de réduction décimale (Dr). 

Les courbes de destruction thermique (courbes de TDT) sont représentées 
figure 27. Dans le tableau 34, nous avons noté les caractéristiques des 
droites de régression, les données statistiques et les valeurs de z. Les 
résultats de la comparaison statistique des pentes des courbes de TDT sont 
présentés en annexe 5. 

Les survivants ont été dénombrés sur VRBG. L'incubation a été réalisée à 
20°C pendant 24 h à 48 h. 
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TABLEAU 31 : Données statistiques des courbes de survie de 
L e ~ - s ~ ) ~ i a  enterocolitica dans le tampon phosphate. 



FIGURE _25 : Coi~rbes de s u r v i e  de J;D1-sj/71.2 e n l f ~ ~ - o c o l j f j ~ a  
dans le 1 i ~ i i  rioir. 

TABLEAU 32 : Données statistiques des courbes de survie de 
Y e r s ~ i ~ ~ k  entel-ocolitica dans le lieu noir. 
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FlGURE 26 : C o u  1- he s tle sur v i e de 1 CI-SI ' I I I ;~  e ~ ~ t e ~ - o ~ o I j t i c a  - -- 
dans la terrine. 

TABLEAU 33 : Données statistiques des courbes de survie de 
Yersinia enteroco1~'tica dans l a  terrine. 
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FIGURE 27 : (:onrf)es tle (les t i-ri(: t ion tlier-iiii qiie de J el-sli?~'a e/?terocol~'tIca 
dans les d i f  férents milieux. 

TABLEAU 34 : Données statistiques des courbes de destruction thermique de 
Yersli7ia enterocol'itica dans les différents milieux. 



Les valeurs de z de Yers~kv'a enterocol~~tica ne diffèrent pas 
significativement pour le risque 5 %, dans le tampon phosphate ( z  = 5,7OC) et 
la terrine (z = 5°C). Par contre, elles sont significativement différentes 
dans le lieu noir (z = 4°C) et les autres milieux (annexe 5). 

La thermorésistance de Yersh~k enterocoI~"tica est plus faible dans le 
lieu noir que dans la terrine pour les températures supérieures à 51,3OC. 

Dans la terrine, la thermorésistance est plus élevée que dans le tampon 
phosphate. 

Les courbes de survie obtenues dans les différents milieux sont 
représentées figures 28, 29 et 30. Dans les tableaux 35, 36 et 37, nous avons 
noté les caractéristiques des droites de régression (a et b), les données 
statistiques (n et r) et les temps de réduction décimale D,. 

Les courbes de destruction thermique (courbes de TDT) sont représentées 
figure 31. Dans le tableau 38, nous avons noté les caractéristiques des 
droites de régression, les données statistiques et les valeurs de z. Les 
résultats de la comparaison statistique des pentes des courbes de TDT sont 
notés en annexe 5. 

Les survivants ont été dénombrés sur Baird Parker, l'incubation a été 
réalisée à 37°C pendant 48 heures. 



FIGURE 28 : Coi~rbes de s i ~ i - v i ~  de tS'tr7yi.?k-('u~'~~~~U~ d//l-e!~s -- 
clans le tampon pliosplia t e .  
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TABLEAU 35 : Données statistiques des courbes de survie de 
~'taphyJococcus aureus dans l e  tampori phosphate. 



temps en minutes 

FIGURE 29 : Coiii-bes de sui-vie de  3'tap/1~/ac-occr/s aurrus 
dans le lieu noir. 
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TABLEAU 36 : Données statistiques des courbes de survie de 
Stap/i~locc>ccus ar/rer/s dans 1 e 1 i eu no i r . 
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FIGURE 30 : Corirbes de  survie  de  S'~~~/?J'~OCOCCIIS a!/f-erfs dans I n  t.eri.ine. 

............................................................................................... 
( 
( TD.1PWITURE : n r a b 

1 
: Dr ( m i n )  1 

( ("Cl 
( 

1 
(--------------- . ------------ : ------------- . ------------- . ------------- : -------------- 1 
( 

1 
1 

( 52  
( 

12 . 0,902 : - O,C)1518 : 6,166 : 65.8 1 

( 
1 

(--------------- ' ------------ ' ------------- ' ------------- - ------------- ' -------------- 1 

( 
) 

( 54 14 : 0,086 : - o,osaeo : 6,169 : 16.9 1 
1 

( . . 1 [ ---------------' ------------ i -------------: ------------ i ------------ i ----- 1 ------- 1 
( 

1 
( 56 14 0,936 . - 0,09438 6,072 1 10.5 

1 
( 1 
[ ---------------; ------------- i ------------ i ------------- i -------------; -------------- 1 

1 
( 1 
( 58 14 : 0,064 : - 0,1485 : 5,636 : 6;7 1 
( -. 1 
(----------------: ---------------: ---------------: --------------- 1 ---------------: --------------- 1 

TABLEAU 37 : Données s t ,a t is t iques  des courbes d e  survie de 
.~'taphylococcus aureus dans la terrine. 



FIGURE 31 : Coui-bes de destriiction ttieriniqrie de .1.taph~i70cocc1/.s ~CII-P// ,S.  
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TABLEAU 38 : Données statistiques des courbes de destruction thermique de 
.Staph,vlococc~/s ameus dans les différents milieux. 
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Les valeurs de z de StaphyIococcus aureus sont significativement 
différentes pour le risque 5 %, dans les trois milieux (annexe 5). z est plus 
élevé dans le tampon phosphate (z = 8,7"C) que dans la terrine (z = 6,3"C) 
et dans le lieu noir (z = 5,2"C). 

StaphyIococccus aaueus est plus thermosensible dans le tampon phosphate et 
il est plus thermorésistant dans le lieu noir que dans la terrine uniquement 
pour des températures inférieures à 51,5OC. 

Les temps de réduction décimale à 60°C. déterminés à partir des courbes 
de TDT sont égaux à 1,2 minutes dans le tampon phosphate, 1.4 minutes dans le 
lieu noir, et 2.6 minutes dans la terrine. Ces valeurs sont légèrement 
inférieures à celles déterminées par Spencer (1967) dans diverses volailles. 
Celui-ci a en effet obtenu des temps de réduction décimale à 60°C compris 
entre 2,2 et 5.45 minutes. 

Les valeurs de z sont par contre sensiblement voisines puisque nous avons 
obtenu des valeurs variant de 5,2 à 8,7"C et Spencer, des valeurs 
comprises entre 5 et 6,83OC. 

Hurst et Hughes (19831, et Gaze (1985) ont également obtenu des 
valeurs de Dao sensiblement voisines des nôtres dans du tampon phosphate 
et de l'eau. 



2.3. COMPARAISON DE LA THERMORESISTANCE DES GERMES ............................................. 
SELON LES MILIEUX ET SELON LES ESPECES 
-----------------------*-------------- 

La thermorésistance des germes varie en fonction des milieux dans les- 
quels ils sont chauffés : 

- Pseudomonas putida est plus thermorésistant dans le lieu noir que dans 
la terrine, alors que c'est l'inverse pour Streptococcus faecium. 

- Pseudomms pauciwobilisest plus thermorésistant dans le lieu noir que 
dans la terrine aux températures inférieures à 65°C. Micrococcus 
var~knsest plus thermorésistant dans le lieu noir aux températures 
inférieures à 57,3"C et enfin StaphyIococcus aureus et Yers~h~ia 
enterocoI~~tica sont plus thermorésistants dans le lieu noir aux 
températures inférieures à 51,5"C. 

- Pseudomonas paucimob~'I~is, Micrococcus var~kns, StapbyIococcus aureus et 
Yers~hia enterocol~.tica sont moins thermorésistants dans le tampon 
phosphate que dans les autres milieux. Pour Streptococcus faecium, la 
thermorésistance dans le tampon phosphate est plus importante que dans 
le lieu noir et moins importante que dans la terrine et pour 
Pseudomonasputida, c'est l'inverse. 

Les valeurs de z sont significativement plus faibles (au risque 5 % ) ,  
dans le lieu noir que dans la terrine, pour tous les germes excepté 
pour Pseudomonas putida et Strep tococcus faecium. Pour ces germes , 1 es va 1 eur s 
sont les mêmes dans les deux milieux (tableau 39 et annexe 5). De même, 
les valeurs de z sont significativement plus faibles dans le lieu noir que 
dans 1 e tampon phosphate , pour Pseudomonas pauc~hob~~I~S, Staphyococcus 
aureus et Yers~h~'a enterocol~"tica; pour 1 es autres germes ( Streptococcus fae - 
c h ,  Pseudomonas putiu'a et Micrococcus varians) , les valeurs sont les 
mêmes dans les deux milieux. 

Par ailleurs, on observe que les valeurs de z sont moins dispersées dans 
le lieu noir que dans les autres milieux. En effet, dans le lieu noir, elles 
varient entre 4 et 5,8"C alors que dans la terrine elles varient entre 4,5 
et 9,1°C et dans le tampon phosphate, entre 4,2 et 8,7"C. 

En conclusion, d'une manière générale, les microorganismes sont plus 
sensibles à l'élévation de température dans le lieu noir que dans la terrine ; 
c'est pourquoi pour les températures inférieures à 51,5"C tous les germes 
excepté Streptococcus faecium, sont plus thermorésistants dans le lieu noir et 
quand la température s'élève, la tendance s'inverse ; ainsi pour les 
températures supérieures à 65°C tous les germes excepté Pseudomonas putida 
sont plus résistants dans la terrine. 





Pour comparer la thermorésistance des germes entre eux, nous avons 
représenté pour les 3 milieux, les courbes de TDT de chacun des germes étudiés. 

Dans le lieu noir (figure 32), la courbe de TDT de Pseudomonas pauc~hob~'- 
lis est nettement au dessus de celles des autres germes. Pseudomonas pauc~ho- 
bilisy est donc plus thermorésistant que les autres germes dans la zone de 
température étudiée. On trouve ensuite par ordre décroissant de thermorésis- 
tance : Strep tococcus faecium, Micrococcus var~kns, Staphylococcus aureus, 
Yerslnia enterocolitica et Pseudomonas put ida. 

En comparant les temps de réduction décimale à 60°C (tableau 39), des 2 
germes les plus thermorésistants, on observe une différence importante entre 
les deux. 

En effet, D,, = 84 minutes pour Pseudomonaspauc~hob~'l~Set Dao = 17,3 
minutes pour Streptococcus faeciurB. Il faut donc environ 5 fois plus de temps 
à 60 OC pour détruire Pseudomonas pauczhobilis que Streptococcus faec~~um. 

En ce qui concerne, les 2 germes pathogènes, les temps de réduction 
décimale à 60°C sont faibles comparés à celui de Pseudomonaspauc~kob~'Z~~ : 

Dao = 0,3 minutes pour Yersinia enterocolitica et De,, = 1,4 minutes pour 
StaphyIococcus aureus. 

Dans la terrine (figure 33) Pseudomonas pauc~hobz'l~s et Streptococcus 
faec~~um sont toujours les germes les plus thermorésistants, cependant 
Pseudomonas paucimobilis est plus thermorésistant que Streptococcus faec~'um 
uniquement pour des températures supérieures à 62°C. 

Pour les autres germes, le classement en fonction de la thermorésistance 
est le même que dans le lieu noir. On trouve par ordre décroissant de thermo- 
rés i s tance : Micrococcus var~kns, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocoli- 
tica et Pseudomonas putida. 

Les temps de réduction décimale à 60°C sont plus élevés dans la terrine 
que dans le lieu noir pour Yers~hzk enterocol.z'tica et StaphyZoccoccus aureus : 
D,, = 1 minute pour Yers~h~k enterocoZ.z'tica et D,, = 2,6 minutes pour 
Staphylococcus aureus. Ces valeurs, malgré tout, restent faibles. 

Enfin dans le tampon phosphate (figure 341, on observe sensiblement la 
même distribution que dans les autres milieux. 

Pseudomonas paucimobifis e t Strep tococcus faech sont t ou j ours 1 es p 1 us 
thermorésistants. Ce dernier est plus thermorésistant que Pseudomonas 
paucivobilis uniquement pour des températures inférieures à 60°C. 

Stapbylococcus aureus est plus thermorésistant que Yerszh~k enterocolitlL 
ca, uniquement pour des températures inférieures à 56°C. 
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Ces résultats sont un peu surprenants, car dans les gammes habituelles de 
température de pasteurisation (65 à 90°C). le germe le plus thermorésistant 
est un Pseudomonas : Pseudomo~as pauc~mobilis. Ce germe est plus thermoré- 
sistant que Streptococcus faeciumqui est pourtant connu pour sa thermorésis- 
tance élevée dans les produits carnés (Magnus et al. 1986, Reickert et 
al. 1979). 

Les streptocoques fécaux : Streptococcus faeciumet surtout Streptococcus 
faecalis sont trouvés abondamment dans les viandes salaisonnées et dans le 
jambon notamment. Reickert et al. (1979) ont montré qu'ils étaient apparemment 
les germes non sporulés les plus thermorésistants présents naturellement dans 
le jambon. Ils ont étudié la thermorésistance de Streptococcus faecalis qui 
est le plus souvent rencontré, et ils ont trouvé que z était égal à 10°C et 
que le temps le réduction décimale à 70°C était égal à 2.93 minutes. 

En conséquence, Streptococcus faecalis a été choisi comme germe de 
référence pour la pasteurisation du jambon. C'est-à-dire que les valeurs 
pasteurisatrices ont été définies par rapport à ce germe, avec les paramètres 
de référence suivants : z = 10°C, T = 70°C (D70 = 2'93 minutes). 

De même, sur le plan réglementaire, la durée de conservation des plats 
cuisinés tels que les produits cuits sous vide, est déterminée en fonction de 
la valeur pasteurisatrice appliquée. Dans l'attente de notion plus précise 
sur la flore spécifique des produits, les services officiels ont retenu 
Streptococcus -faecalis comme germe de référence pour le calcul des valeurs 
pasteurisatrices. 

Dans les produits de la mer : filets de poisson et terrines de poisson, 
pour s'assurer de la destruction en proportion suffisante, de la plupart 
des formes végétatives des bactéries, il n'est pas justifié de prendre les 
streptocoques fécaux comme germes de référence. Par contre, en s'assurant 
de la destruction de Pseudomonas pauc~hobl'lis en proportion satisfaisante, 
on devrait être assuré de celle de la quasi-totalité des autres germes non 
sporulés. 

Ceci n'est vrai cependant, dans le cas des terrines de poisson, que si 
les températures à coeur en fin de cuisson sont supérieures à 62°C car si 
celles-ci ne dépassent pas 62"C, Streptococcus faeciumest plus difficile- 
ment détruit par la chaleur que Pseudomonaspauc~hobI~S. C'est donc ce germe 
qu'il faudrait prendre comme référence. 



2.4. DETERMINATION DES VALEURS PASTEURISATRICES MINIMALES A APPLIQUER 
---------------------------------------------*------------------ 

La valeur pasteurisatrice P T ~ ~ ~  est définie par relation. 

. z et DTnef sont les paramètres de thermorésistance du microorganisme 
considéré. 

. TRef est la température à laquelle est définie le temps de réduction 
décimale. 

. log(N,/N) est le taux de destruction. 

Nous avons calculé les valeurs pasteurisatrices minimales à appliquer 
pour détruire les différents germes étudiés. 

Pour cela nous avons considéré 2 températures : 6 5 ° C .  qui a été proposée 
comme température de référence pour la pasteurisation par Olhsson (19781, et 
70°C qui est la température de référence officielle en France. 

Pour définir les taux de destruction, nous avons tenu compte du 
niveau de contamination initial et du taux final de germes qu'il serait 
souhaitable d'avoir dans les produits : 

- pour les 2 germes pathogènes, Staphylococcus aureus et Yersinia 
enterocol.z'tica. nous avons considéré que dans les cas les plus défavora- 
bles, on pourrait avoir initialement 104 germes/g de produit et afin 
d'avoir une marge de sécurité importante, nous avons pensé qu'il faudrait 
avcir IO-" germes/g en fin de cuisson, soit 1 germe par tonne. 

- pour Streptococcus faecium, d'après les analyses bactériologiques 
effectuées sur les filets de lieu noir et les terrines crues, dans les cas les 
plus défavorables on pourrait avoir 105 germes/g dans les terrines, et IO4 
germes/g dans les poissons. 

Les streptocoques n'étant pas des germes pathogènes, il n'est pas néces- 
saire d'exiger un taux aussi faible après traitement thermique que dans le 
cas des germes pathogènes : nous avons donc défini le taux de streptocoques 
après traitement thermique à 1 0 - ~  germes/g. 

- pour les P s e u d o m m  et Microcuccus var.z'ans, nous avons défini 
arbitrairement que dans les cas les plus défavorables, on pourrait avoir IO4 
germes/g et qu'il faudrait exiger 10-5 germes/g après cuisson. 



Dans le tableau 40, nous avons indiqué les valeurs pasteurisatrices 
minimales à appliquer pour détruire les germes sur lesquels nous avons 
travaillé. 

Ces valeurs ont été calculées à 65°C et 70°C avec les taux de destruction 
définis précédemment. (les valeurs de D,, et DTO indiquées dans le tableau ont 
été déduites des courbes de TDT). 

Pour tous les germes, excepté Pseudomonas pauc~hobilis et Staphylococcus 
aureus dans la terrine, les valeurs pasteurisatrices calculées à 65°C sont 
environ 10 fois plus élevées que celles calculées à 70°C. 

Les valeurs pasteurisatrices à appliquer pour détruire Pseudomonas 
pauc~~mobilis sont nettement plus importantes que celles à appliquer pour 
détruire les autres germes. 

En s'assurant de la destruction de Pseudomonas pauc~hob~'I~s, plus 
thermorésistant apparemment que la plupart des formes végétatives rencontrées 
dans les produits de la mer, on devrait être assuré de la destruction en 
proportion satisfaisante de tous les microorganismes non sporulés pathogènes 
et responsables de l'altération. 

Dans les filets de lieu noir et d'une manière plus générale, dans les 
poissons, il faudrait appliquer une valeur pasteurisatrice minimale : 

P :O = 15 minutes, pour être assuré de la destruction de 
la quasi-totalité des formes végétatives des bactéries. 

Dans les terrines de poisson, il  faudrait une valeur pasteurisatrice 
minimale : 

P 70 = 30 minutes. 

Rappelons que dans le cas des terrines de poisson, une valeur pasteu- 
risatrice P:, = 30 minutes n'assurera pas la destruction de Streptococcus 
faeciumen proportion suffisante si les températures à coeur en fin de 
cuisson sont inférieures à 62°C. Si les cuissons étaient effectuées a des 
températures voisines de 60°C, il faudrait appliquer une valeur pasteurisatri- 
ce minimale : ~ 4 , ; ~  = 4 minutes. 



---____--__--------------------------------------------------------------------------------------------------------------. 
( 1 
( ~ P S Z U ~ ~ . H O ~ ~ S  PSZO~MONAS MIC~~OCOCCUS : STREEOCOCCUS :. P E R S ~ I A  . ! S T ~ B ~ ~ O C C C C U S  1 
( PAUCIMOBILIS : PUTIDA : VAh'IAiYS : FAECIUM : EVTWOCOLITICA : AUREUS 1 

-------. ------ , ------- ------ ,. ------ ------ . ------ , ------ . ------ . ------ . -------, --- ---- 1 
. B . . . 8 1 :  t D C  B C i  

. . 
. . :. 1 1 initiai 4 : 4 : 3 : 

: 704 i 10 : 10 . 10 : lO4 i 104 j j 104 j j 104 ) 
( . de çermes/g) : 10 : . 
(------------ : ------ ': ------ : ------ : ------ : ------ . -------: -------: -------: .-----,-: --- ,,-,,,,: ,,,,,,, 

( ' .  . . . . . . 
( ~ o ~ ( N o / N )  9 9 . , 1 
( : 9  9 : 9 : 9 : 1 0 1 0 :  1 . 0 1 0  1 0 )  . . . . (--,,,,----- 4 : ------ : ------ : ------- -------.. --,----.: -------: --- ----: -------' -------: -------: -------: ------- . . 

1 
7 

... 1 
( ' ( O C )  : 5,3 1 3,1 : 4.3 ,: 4 . 2  4 1 5,2 1 4,3 1 4.4 : 4 5 : . 5,2 i . 0 ,3  

. .. 
1 

( ( ------------ ' ------- ' ------- ------- ' ------- ------- ------- ------- ------- ' ------- ------ ------- ,------- 1 

8 .  

1 

0 6 5  : . 11,J 1 1 ,  3 , 2 2 3 :  0,315 O,J8 : 1,33 : 1.23 , 
1 

. . 4,92 : 0,010 : O,i 0,154 : 0,43 ) [ (minutes) : _ . 
(------------- . ------ ' ------ ------ . ------ . ------- ' ------- ,  ------- ------- . ------- : ------- : ------- . --------i 
( D70 : 1 : 3 , ~  : 0 , 2 5 2 :  0,201. 0,323: 0 , :5  : 0,387: 0,38 1 0,001,; 0 , ~  j : 0,317 : 0,069) [ (minutes) : 
( ------------- : ------ : ------- ; ------- : ------- : ------- ; ------- : ------- : ------- : ------- : ------- : -------.: ------- 1 
i ) 
( . . pi5 1 105,48 j 105,?0 j 0,2! i 0,142 j 1 , 3 2  : i1,37 j 11,07 : 49,? j O,?o j 1 

1 
. 1 4  : 4,3 ) 

( (minutes) : . . 
( . . . . ) 
( --~--------- : ------ : ------ :------- '------- : ------ : ------. , ------ : ------ ------. * .-----a . -------: ------- 1 
( 1 
( p;" j 14,:6 1 29,38 C , J I ~ ;  8 , X 9  j 0.25 1 1 : 0.78 1 3.3 0.01 : O,? . 0,?7 j 0,69 ) 
( (minutes) . 

TABLEAU 40 : Valeurs pasteurisatrices minimales à appliquer à 65°C et 70°C 
pour détruire les germes dans le lieu noir (BI et la terrine ( C l .  



- 3 - "  EVOLUTION AU COURS DU TEMPS DES FLORES BACTERIENNES * 
* - DE FILETS DE LIEU NOIR ET TERRINES DE POISSON CUITS SOUS VIDE * 

Nous avons cuit sous vide à différents barèmes des filets de lieu noir et 
des terrines Saint-Jacques et nous avons suivi l'évolution de la flore 
bactérienne mésophile aéro-anaérobie au cours de la conservation à +2 et 
+8"C. Par ailleurs, nous avons également recherché les anaérobies sulfito- 
réducteurs et les germes mésophiles anaérobies stricts. 

3.1. LIEU NOIR ..,..,------- 

Six traitements thermiques ont été réalisés. Dans le tableau 41 nous 
avons noté leurs caractéristiques. (En annexe 6, nous donnons un exemple de 
courbes d'évolution de la température à coeur des produits et des températures 
des enceintes de cuisson et de refroidissement en fonction du temps.) 

Les valeurs pasteurisatrices ont été déterminées avec les paramètres de 
référence suivants : 

- température de référence : 70°C (température de référence officielle en 
France . 

- z = 6"C, cette valeur est celle de Pseudomonas pauc~hobilis dans le 
lieu noir. 

- z = 4,5"C, cette valeur correspond au Z moyen dans le lieu noir, des 
germes sur lesquels nous avons travaillé, excepté Pseudomonas 
paucimobiIis. 

- z = 10°C, il s'agit de la valeur de référence officielle correspondant 
à Streptococcus faecalis. 
Nous avons déterminé les valeurs pasteurisatrices avec z = 10°C afin de 
pouvoir comparer les traitements effectués sur les filets de poisson 
et ceux effectués sur les terrines. 

Dans ce tableau, nous avons également noté, compte tenu de la quantité 
Q de poisson par échantillon (Q = 300 g), les nombres NQ de germes subsistant 
théoriquement après traitement thermique par échantillon et les nombres NQ de 
Streptococcus faeciumet de Pseudomonas pauc~hob~'I~S qu'il serait souhaitable 
d'avoir (N étant le nombre de germes par gramme). Les valeurs de No prises 
en considération ont été celles définies paragraphe 2.4, tableau 40. 
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TABLEAU 41 : Valeurs pasteurisatrices des cuissons sous vide des filets de 
lieu noir et nombres NQ de germes après traitement thermique. 
Comparaison avec les valeurs à atteindre, pour les germes les 
plus thermorésistants. 

Le traitement 1 ne devrait pas être suffisant pour détruire de façon 
s i gn i fi ca t ive Pseudomooas pauc~hobiI~'s, Strep tucoccus faecium, Nïcrococcus 
var~knset StaphyJococcus aureus, puisque les quantités NQ théoriques de 
germes subsistant après traitement thermique par échantillon sont supérieures 
à 10 (pour No = 104 germes/g). 

Le traitement 2 devrait théoriquement permettre la destruction de tous 
les germes non sporulés en proportion satisfaisante, excepté celle de 
Pseudomnas paucimobilis et Streptococcus faecium. 

Enfin, les autres traitements ne devraient laisser subsiter que des germes 
sporulés. 



3.1.1. Qualité initiale des filets avant traitement thermique 
Sf=====ZI===PID=====I=r=-=PP==========I5 I IX=I= I============== 

Les résultats des analyses microbiologiques et des dosages d'ABVT effec- 
tués sur les filets de lieu noir sont notés tableau 42. 

( 7-- ---- ---- : -------~---~ : --_----__--- : -~----------- 1 
( 
( ABVT ) 
( (iig d'azot~/lC0 g de chair) : 23 : 21,s : 25 : 22 
( ) 
( ------------------- ---- ------- - : ----------- : ------------ . ------------ . -------------) 

TABLEAU g : Résultats des analyses microbiologiques et des dosages d'ABVT 
effectués sur les filets de lieu noir frais. 



3.1.2. Evolution quantitative ...................... ...................... 

3.1.2.1. Flore mésophile aéro-anaérobie facultative 
.......................................... 

Les analyses effectuées à un rythme d'une fois par semaine ont porté en 
moyenne sur 4 échantillons, car des essais préliminaires avaient montré qu'au 
cours de la conservation, la multiplication des germes ne débutait pas en même 
temps dans tous les échantillons. 

Sur les figures 35 à 46, nous avons représenté l'évolution de la flore 
totale des échantillons au cours du temps, en fonction de la température de 
conservation et du traitement thermique. Etant données les fluctuations 
importantes du nombre de germes selon les échantillons, sur chaque figure nous 
avons représenté 2 courbes : l'une correspond à l'évolution de la flore totale 
des échantillons les plus contaminés, l'autre à l'évolution de la flore totale 
des échantillons les moins contaminés. 

Pour exploiter les résultats et comparer l'influence de la température de 
conservation et du traitement thermique sur le développement des germes 
thermorésistants, nous avons repéré sur chaque courbe 2 temps : 

- le temps nécessaire pour que le premier échantillon analysé ait une 
flore totale égale à 105 germes/g. 

- le temps nécessaire pour que tous les échantillons analyses aient une 
flore totale au moins égale à 105 germes/g. 

Les résultats sont notés dans le tableau 43. 



FIGURE 35 : Evolution, au cours de la conservation à +soc.  de la flore totale 
aéro-anaBrobie facultative des Bcliantillons de lieu noir ciiits 
sous vide A 60'C à coeur itraitement 1). 

FICUHE 36 : Evolution. ail cours de la conservation à + t i ' C .  de la flore totale 
aéro-aiiakrobie facultative des éctiantillons de lieu noir cuits 
sous vide à 65°C A coeur (traitement 2 ) .  

FICURE 37: Evolution. au coiirs de la conservation à *Bec.  de la flore totale 
aero-anaérobie facultative des échantillons de lieu noir cuits 
sous vide h 72°C à coeur itraitement 3 ) .  



FIGURE 38 : E v o ~ u ~ ~ o ~ .  aii cours de la conservation a *8'C. de la flore totale 
a6ro-ana6robie facultative des 6chantillons de lieu noir cuits 
sous vide 76°C coeur itraitement 4 ) .  

FIGURE 39 : Evol~ition. ait coiirs de la conservation A +8'C. de la flore totale 
aPro-aiiaProbie facultative des Pchantillons de lieu nolr cults 
sous vide a 8O'C h coeur (traitement 5 ) .  

FIGURE 40: Evolittioii, ait coiirs de In conservation h 48°C. de la flore totale 
aero-arinérobie faciiltat.lve des 6cliantllions de lieu nolr cuits 
sous vide h 88°C h coeur (traitement 61. 



FIGURE 41 : Evoliition. au coiirs de la cnnservation B +2'C. de la flore totale 
a6ro-ana6robie facultative des 4chaiitillons de lieu noir cults 
sous vide B 60°C B coeur (traitement 1 ) .  

QCE 42 : Evolution ait colirs de la conservation b +2"C. de la [Ivre totale 
aéro-atiabrobie facultative des bchaiitillons de lieu noir cults 
sous vide A 65°C h coeur (traitement 2 ) .  

FIGURE 43 : Evolution ail coiirs de la conservation B t2.C. de la flore totale 
aero-anaerobie racultative des ~charitillons de lieu noir cuits 
sous vide B 72'C A coeur (traitement 3 ) .  



louri  d e  consinalton d +2Z 

FIGURE 44 : Evolution. ail cours de la conservation A +2"C. de la flore totale 
aéro-anadrobie facultative des dchantillons de lieu noir cults 
sous vide B 76°C a coeur (traitement 4 ) .  

FIGURE S : Evoliition. au cours de la coiiservation A +2'C. de la flore totale 
sera-anadrobia facultative des écliaiitllloris de lieu noir cul ts 
sous vide A 80°C B coeur (traitement 5 ) .  

FIGURE 46 : Evolutlon. au cours de la conservation A +2'C. de la flore totale 
a6ro-anaérobie faci11 tatlve des Pchantil Ions de 1 ieu noir cul ts 
sous vide 3 88°C A coetir (traitement 6 ) .  



j iws (ei mws) mn qir i  mis i nws (EN m qa mh LES 1 
LN EULWIII,jIN A I T  IM lUlE lDTNE : EaWILL(MS AIDVT M FUIRE TrJrALE ) 

i W A  10 GtBES/g : All MIINS OGlVE A 1dj GBWS/g 1 

TABLEAU 43 : Nombre de jours de conservation à +2 et +8OC pour que les 
échantillons de lieu noir cuits sous vide aient une flore totale 
au moins dgale à los germes/g. 



A +8"C, la multiplication bactérienne est nettement plus rapide qu'à 
+2"C. Il faut environ deux fois plus de temps à +2OC qu'à +8"C pour que 
tous les échantillons ayant été soumis aux traitements 1 (60°C à coeur) et 2 
(65°C à coeur), aient une flore totale au moins égale à 105 germes/g. 
Pour les échantillons ayant été cuits à coeur à 72°C (traitement 3) et 76°C 
(traitement 41, il faut environ 2.7 fois plus de temps, enfin pour ceux 
ayant été cuits à coeur à 80°C (traitement 4 )  et 88°C traitement 5). il faut 
1.3 fois plus de temps. 

Pour les échantillons ayant subi les traitements 1, 2, 3 et 4. on observe 
un décalage plus important à +2"C qu'à +8"C entre le moment ou au moins 1 
échantillon atteint une flore totale de 105 germes/g et celui ou tous attei- 
gnent au moins ce taux. Par exemple, si l'on considère les échantillons du 
traitement 3, à +8"C ce décalage est de 11 jours alors qu'à +2"C, il est de 
21 jours. 

Pour les échantillons ayant été soumis aux traitements 5 et 6, la tendan- 
ce est inversée c'est-à-dire que le décalage est plus important à +8"C 
qu'à +2"C, entre le moment où au moins 1 échantillon atteint une flore totale 
de 105 germes/g et celui où tous les échantillons ont au moins 105 germes/g. 

Outre la température de conservation, le traitement thermique a également 
une influence sur le comportement des germes : plus le traitement est 
important, plus la phase de latence qui précéde la phase de multiplication des 
germes, est longue. 

A +8"C, après 13 jours de conservation, tous les échantillons ayant été 
cuits à coeur à 60°C ont une flore totale au moins égale à 105 germes/g. 
Pour les échantillons ayant été cuits à coeur à 65, 72 et 76"C, il faut 
18 à 21 jours. Enfin, pour les échantilons ayant été cuits à coeur à 80 et 
88"C, il faut 50 et 55 jours. 

A +2"C, l'influence du traitement est tout aussi significative. Tous les 
échantillons ayant été cuits à coeur à 60°C ont une flore totale au moins 
égale à 105 germes/g après 29 jours de conservation, ceux ayant été cuits à 
coeur à 65, 72, 76, 80 et 88"C, après respectivement, 37, 55, 58, 66 et 75 
j ours . 



3 .1 .2 .2 .  Flore mésophile anaérobie stricte 
................................. 

Nous n'avons jamais dénombré d'anaérobies sulfito-réducteurs sur SPS. 
Sur milieu viande levure, nous avons parfois dénombré des germes mais ceux-ci 
étaient également capables de se multiplier en aérobiose, il s'agissait donc 
de germes aéro-anaérobies facultatifs. 

3.1.3. Identifications --------------- --------------- 

Nous avons identifié les germes qui se sont multipliés dans les 
échantillons présentant des flores totales élevées ( >  105 germes/g). 

Pour cela, après avoir examiné l'aspect des colonies, celles-ci ont été 
prélevées et mises en suspension dans du diluant. Nous avons alors examiné au 
microscope l'aspect des germes ; au total 150 observations microscopiques 
correspondant à 150 échantillons ont été réalisées. Des repiquages ont ensuite 
été effectués sur différents milieux (BEA, VRBG, Baird Parker) afin de 
rechercher si des streptocoques fécaux, entérobactéries, microcoques ou 
staphylocoques s'étaient développés dans les produits. 

Dans le tableau 44, nous avons noté les résultats des identifications en 
fonction du traitement thermique. Nous n'avons pas différencié la conservation 
à +2 et +8OC car nous avons identifié les mêmes germes. 
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TABLEAU 44 : Rbsultats des identifications des germes aéro-ana6robies 
facultatifs dénombrés dans les filets de lieu noir cuits 
sous vide, au cours de la conservation A +2 et +8"C.  



Dans les échantillons ayant été cuits à coeur à 60 et 65°C. les 
germes qui se sont développés sont essentiellement des Bacillus : Bacillus 
sphericrs, Bacillus brevis et Bacillus circuians. Des germes non sporulés 
ont été rencontrés dans certains échantillons ayant été cuits à coeur à 60°C : 
Pseudomonas pauc~kob~*I~s, Micrococcus varians et Enterobacter e t également 
dans certains échantillons ayant été cuits à coeur à 65°C : Pseudo~onas 
paucimobilis. Enfin, dans les échantillons ayant été cuits à coeur à 72, 
76, 80 et 88"C, on n'a identifié que des Baciilus (Mulak 1988). 

Ces résultats étaient tout à fait prévisibles. En effet, d'après les 
quantités NQ de germes subsistant théoriquement aprés traitement thermique, le 
traitement 1 n'est pas suffisant pour détruire Pseudomonas pauci~obilis, 
Strep tococcus faec~~um, Af~'crococcr/s var~~ans et StaphyIococcus aureus, i 1 
n'est donc pas surprenant que nous ayons rencontré certains de ces germes 
dans plusieurs échantillons. 

De même, le traitement 2 ne permet théoriquement pas la destruction en 
proportion suffisante, de Pseudomonas p a u c ~ h o b ~ ~ l ~ s  et de Streptococcus faecium. 
Là encore, il n'est pas étonnant que nous ayons identifié dans certains 
éc han t i 1 1 ons , Pseudomms pauc~hob~-I~s. 

Enfin, les valeurs pasteurisatrices des autres traitements ne doivent 
théoriquement laisser subsister que des germes sporulés, Cette fois encore, 
les résultats confirment nos prévisions. 

Dans tous les échantillons, même dans ceux ayant été cuits à coeur à 
60 et 65"C, les germes qui se sont abondamment développés sont des Bacillus. 
On remarque qu'ils se sont multipliés a +8"C, et également à +2"C, ce sont 
donc des germes psychrotrophes si l'on se réfère à la définition donnée de ce 
terme, par Ingraham et Stockes (1959). 

Les 3 principales espèces qui se sont multipliées sont Bacillus brevis, 
Bacillus circulans et Bacillus sphaericus. 

Bacillus brevis a été trouvé dans les produits de la mer (Shewan 1971), 
Bac~'llus sphaerhs contamine les eaux marines (Bergey's manual), et par 
conséquent les produits de la mer. Quand a Bacillus circulans, il a été isolé 
principalement du sol (Bergey's manual). 

Shehata et Collins (1971 et 1972) ont montré que Bacillus brevis et 
Bacillus c~kculans, isolés du lait, étaient capables de se multiplier à des 
températures voisines de 0°C. De même Larkin et Stokes (1966) ont montré que 
certaines souches de Bacillus s . e r i c r / s  pouvaient également se multiplier à 
des températures de l'ordre de 0°C. Ces résultats confirment ceux que nous 
avons obtenus. 

Bien que les spores psychrotrophes soient initialement présentes dans 
les filets à des taux très faibles, elles finissent toutes par germer après 
un temps plus ou moins long, selon la température de conservation et le 
traitement thermique appliqué. 



3.2. TERRINES 
...........,......e,... 

Trois traitements thermiques ont été effectués. Les caractéristiques des 
traitements sont notés tableau 45. 

Les valeurs pasteurisatrices ont été calculées avec les paramètres de 
référence suivants : 

- la température de référence a été la même que pour le lieu noir, c'est- 
à-dire 70°C. 

- z  = 9 OC , i 1 s ' agi t de 1 a va 1 eur de Pseudomonas pauch~ob~'I~'s dans 1 a 
terrine . 

- z = 5"C, cette valeur correspond au z moyen dans la terrine, des autres 
germes sur lesquels nous avons travaillé. 

- z = 10°C, ceci est la valeur de référence officielle. 

Les quantités NQ (Q = 200 g) de germes subsistant après traitement 
thermique ont été calculées ainsi que les nombres NQ de Streptococcus faecium 
et Pseudomonaspaucimob~~I~Squ'il serait souhaitable d'avoir. Ces valeurs sont 
reprises dans le tableau 45 .  (Les valeurs de No prises en considération ont 
été celles définies paragraphe 2 . 4 .  tableau 4 0 ) .  
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TABLEAU fi : Valeurs pasteurisatrices des cuissons sous vide des terrines et 
nombres NQ de germes après traitement thermique. Comparaison avec 
les valeurs à atteindre, pour les germes les plus thermorésistants. 

Le traitement 1 devrait permettre de détruire en proportion 
suffisante la plupart des formes végétatives des bactéries, excepté cependant 
Psec/domonas pauc~hobilis. Les traitements 2 et 3 ne devraient laisser 
subsister que des germes sporulés. 



3.2.1. Qualité initiale des terrines avant traitement thermique 
------------------=------------------------------------- ------------------ ..................................... 

Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les terrines 
avant traitement thermique sont notés dans le tableau 46. 

TABLEAU 46 : Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur la terririe 
Saint-Jacques avant traitement thermique. 



3.2.2. Evolution quantitative 
...................... ...................... 

3.2.2.1. Flore mésophile aéro-anaérobie facultative 
.......................................... 

Les analyses ont été effectuées tous les 7 jours environ et elles ont été 
réalisées sur 2 échantillons. 

Sur les figures 47 à 52, nous avons représenté l'évolution de la flore 
totale au cours du temps, en fonction de la température de conservation et du 
traitement thermique. La germination des spores et la multiplication des 
germes ont débuté pratiquement au même moment dans les différents échantil- 
lons, c'est pourquoi sur les figures nous avons tracé une courbe qui 
représente l'évolution moyenne du nombre de germes totaux. 

Sur ces courbes, nous avons noté le temps qu'il fallait pour avoir 105 
germes/g. Les résultats sont repris dans le tableau 47 .  

A +%OC, la multiplication bactérienne est beaucoup plus rapide qu'à +2OC. 
De même, plus le traitement thermique est faible, plus la multiplication des 
germes est rapide. 

Par rapport aux filets de lieu noir, la flore évolue beaucoup plus 
lentement, puisqu'après 75 jours de conservation à +2"C tous les filets de 
lieu noir ayant été cuits sous vide à une valeur pasteurisatrice P,, = 1058 
minutes ont une flore totale au moins égale à l o s  germes/g alors que pour 
les terrines ayant subi pratiquement le même traitement : P,, = 1321 minutes, 
ce n'est qu'au bout de 121 jours que l'on atteint 105 germes/g. 

De même, il faut 55 jours à +2OC pour que les filets ayant été cuits à 
une valeur pasteurisatrice P,, = 71 minutes aient tous une flore totale au 
moins égale à l o s  germes/g alors qu'il faut 116 jours pour les terrines 
ayant été cuites à une valeur pasteurisatrice P,, = 90 minutes. 

3.2.2.2. Flore mésophile anaérobie stricte 
................................. 

Nous avons souvent dénombré des anaérobies sulfito-réducteurs, mais ja- 
mais plus de 10 par gramme. De même, nous avons parfois dénombré des germes a- 
naérobies sur milieu viande levure mais ceux-ci étaient également capables de 
se multiplier en aérobiose, il ne s'agissait donc pas de germes anaérobies 
stricts. 



FICURE 4 7  : Evolution, au colirs de la conservation B *Bec, de la flore totale -- 
aéro-anaérobie facultative des échantillons de terrine cuits sous 
vide 73°C B coeur (traitement 1 ) .  
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FIGURE 4 8 :  Evolution, au cours de la coriseivation B +ROC. de la flore totale 
aero-anaérobie facultative des &chaiitillons de terririe c u i t s  B 
coeur B 78'C (traitement 2). 
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U R &  49: Evolution. au cours de la conservation B +B'C. de la flore totale 
aero-anaérobie faciiltative des &:hantilloiis de terrine cuits 
sous vide & 84°C A coeur (traitement 3 ) .  



leurs dm cens-vallon 

FIGURE 50 : Evolution. au colirs de la conservation h + 2 " C ,  de la flore totale 
aéro-anagrobie facultative des échantillons de terrine cuitssous 
vide & 73°C A coeur (traitement 1). 

FIGURE 51 : Evolutiori. ail cours de la conservatioii h +Z°C.  de la flore totale 
aero-anaérobie fac~iltative des écliaritillons ,de terrine cuits socis 
vide h 78'C h coeur (traitement 2). 
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FIGURE 52 : Evolution, au cours de ta conservation B +2'C. de la flore totale 
aéro-anaérobie Iacultalive des echantillons de terrine cuits soiis 
vide h 84'C B coeur (traitement 3 ) .  
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TABLEAU 47 : Nornbre de jours de conservation à + 2 " C  e t  + 8 " C  pour avoir eri 
moyenne 105 gerines/g daiis les terriries. 

3.2.3. Identifications --------------- --------------- 

Pour identifier les germes qui se sont développés dans les terrines, 
nous avons procédé de la même façon que dans le lieu noir (cf. para. 3.1.3.). 

Nous n'avons observé au microscope que des bacilles Gram + parfois 
sporulés. Les germes qui se sont développés sont uniquement des Bac1.11~~. 
Les mêmes Bacillusque dans les filets de lieu noir ont été identifiés : 
Bacillus brevis et Bacillus circulans. D ' autres Bacillus se sont développés, 
mais ils n'ont pu être identifiés. 

Ces résultats ne sont pas surprenants car les valeurs pasteurisatrices 
des traitements 2 et 3 étaient bien supérieures à la valeur minimale à 
appliquer ( P :, = 30 minutes) pour détruire les germes non sporulés en propor- 
tion satisfaisante. La valeur pasteurisatrice du traitement 1 était légèrement 
inférieure à 30 minutes, ce qui est théoriquement insuffisant pour détruire de 
façon significative Pseudomonas pauc~hob1.11S. Nous n'en avons cependant pas 
dénombrés , probablement parcequ'ils étaient initialement présents en faible 
quanti té. 



....................................................... 
* * 

- 4 - *  DETERMINATION DE LA DATE LIMITE DE CONSOMMATION * 
* DE FILETS DEPOISSONS CUITS SOUS VIDE. * - * * 

L'étude a été réalisée sur 3 espèces : lieu noir, julienne, cabillaud. 

5 essais ont été effectués. Les caractéristiques des traitements 
thermiques sont notés tableau 48. Les barèmes ont été choisis pour comparer 
entre eux : 

. Des traitements basse température (traitements 1 et 2). 

. Des traitements moyenne température (traitements 3 et 4). 

. Des traitements haute température (traitement 5 ) .  

Sur le plan réglementaire, les produits doivent rester conformes aux 
critères microbiologiques définis par l'arrêté du 21 décembre 1979 pour les 
plats cuisinés à l'avance, jusqu'à 48 heures après la date limite de 
consommation (DLC), lors d'une conservation permanente à 0/+3"C. De plus, pour 
tenir compte d'éventuelles ruptures de la chaine du froid, ils doivent 
également être conformes à la DLC, lors d'une conservation à +4"C pendant les 
deux tiers de la durée de conservation et à +a0C pendant le dernier tiers. 

En conséquence pour les essais, les suivis ont été réalisés à +2"C et 
également à +4 et +8"C. Les analyses ont été effectuées à J,,, J,,, JI,, Jz, 
et J,, pour les échantillons conservés +2"C, et à J,, JI,, J,,, JLB et J,, 
pour les échantillons conservés à +4"C pendant les deux tiers de la durée de 
conservation et à +8"C pendant le dernier tiers. 

Nous ne sommes pas allés au-delà de 21 et 23 jours car dans la majorité 
des cas les fabricants ne souhaitent pas avoir une durée de conservation 
plus longue. 

Les analyses ont porté sur 3 à 5 échantillons pour chaque durée de 
conservation. Nous avons dénombré la flore mésophile aéro-anaérobie faculta- 
tive et nous avons dégusté les produits. 
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TABLEAU 48 : Valeurs pasteurisatrices des cuissons soiis vide des 
filets de lieu noir, de cabillaud et de julienne. 



4.1. QUALITE INITIALE DES FILETS AVANT TRAITEMENT THERMIQUE 
============-------------------- ----------^-i--i----P----i--i-- ----------=---------- ---------- 

Les résultats sont notés tableau 49. D'une manière générale, les poissons 
utilisés pour les essais avaient tous une flore totale comprise entre 2.105 
et 9.10' germes/g. Les filets de lieu noir utilisés pour les traitements 3 
et 5 présentaient un taux d'ABVT important, traduisant un état de fraîcheur 
non satisfaisant. 
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TABLEAU 49 : Résultats des analyses microbiologiqiies et des dosages d f A R V T  
effectués sur les filets de poisson frais. 
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4.2. EVOLUTION DE LA FLORE MESOPHILE AERO-ANAEROBIE FACULTATIVE 
.......................................................... 

Sur les figures 53 à 82, nous avons représenté l'évolution de la flore 
totale pour chaque espèce, en fonction de la température de conservation et du 
traitement thermique. 

Sur chaque figure, 2 traits délimitent 3 zones : 

- les points situés dans la zone inférieure correspondent à des 
échantillons ayant une flore totale inférieure à la norme de l'arrété 
du 21 décembre 1979, soit : < 3.1O5 germes/g. 

- ceux dans la zone intermédiaire correspondent à des échantillons ayant 
une flore totale comprise entre 3.105 et 3.10' germes/g qui est le 
seuil limite d'acceptabilité sur le plan réglementaire. 

- ceux dans la zone supérieure, correspondent à des échantillons ayant 
plus de 3.10" germes/g. 



FIGURE 56 : Evolution. au cours de la conservation 3 + 2 " C  de la flore totale 
aéro-anaérobie facultative, des bchantillons de cabillaud cuits 
sous vide b 6 5 - C  b coeur (traitement 1 ) .  

FIGURE 5 7 :  Evolution, au cours de la conservation b + 2 ' C ,  de la flore totale 
aéro-anabrobie facultative des 4chantillons de lieu noir cuits 
sous vide b 65'C A coeur (traitement 1 ) .  

FIGURE 58 : Evolution. au cours de la conservation '2-C. de la flore totale 
aero-anaérobie facultative des kchantillons de lieu noir cults 
sous vide b 65'C b coeur (traitement 1 ) .  
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EE.KRE : E v o l i i t i o n ,  a u  c o i i r s  <Io l a  c o n s o r v n t i o i i  B 4 4  'C (pen<l: int  In.; 213  dtt ti.mi,-,) 
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FIGURE 62 : Evolution au cours de la conservatioii 3 + 2 " C .  de la flore totale 
aéro-aiiaérobie facultative des 8c.liai~tillons de cabilla~id cuits 
sous vide A 70°C h coeur (traitement 2 ) .  

FIGURE 63: Evolution au cours de la conservation + 2 * C .  de la flore totale 
aéro-anaérobie facultative des cichantillons de I~ilieniie cuits sous 
vide & 70'C h coeur (traitemerit 2 ) .  

]ours da conrewollan 

FIGURE 64 : Evolution. au cours de la conservation h +2'C, de la flore totale 
a4ro-anaérobie facultative des échantillons de lieu noir cuits 
sous vide I 70'C 3 coeur (traitement 2 ) .  
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PICURE 65  : E v o l i i t i o n ,  a u  c o i i i s  d e  l a  c o n î e r v a t i o n  A t4 'C (1>oti<l;riit l e s  213 dia t r m p a )  

e t  t8 C i l>~r i< ln i i t  Ir? d e r n i e r  1 / 3 1 ,  d e  l n  f l o r e  to t . i l e  a é i o - t i a + r o l > i e  f a c i i l t a t i \ . e  

ries e c l i n n t i l l o r i s  d r  c a h i l l n u d  c i l i t s  s o u s  v i d e  A 8 0 ' ~  A coe i i r  r t r r i i l e m - n t  3 1 .  
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FIGURE : Evol i i t io i i ,  nu c o u r s  de I n  c o n s r ? r v a t i o n  b +.I  'C Ip~t ic lnn t  I*s 2 1 3  rlii t e m p î )  

e t  t 8  C (peiirlarit l e  d e r i i l e r  1 /31 ,  d e  12  C l o r e  t o t a l e  ad1.n-nrinr;r.r>liio f l c i i l t n t  ive 

d e s  4 c l i n i i t i l l o t t s  d e  Ji11 iotiri<* c i i i t n  sor i s  v i d ~  R 80 C a coril>.  ( t r n i  tcmetit 3 1 .  

PICURE 67.: E v o l i ~ t i o n ,  ait c o u r s  d e  l a  c o n s e r v a t i o n  & t4.c ( p e n d a n t  l e s  213 d u  t e m p s )  

e t  4 8 ' ~  ( p e n d a n t  l e  d e r n i e r  1 / 3 ) ,  d e  l a  f l o r e  t o t a l e  a<; ro-nr ia6rohie  f a c u l t a t i v e  

de* B c t ~ n n t i l l o n ~  da l i e u  n o i r  ci i i  t s  soiis v i f l e  ii 80 C A c o e u r  ( t r n i t e m - n t  3 ) .  



FIGURE bù : Evolution. au cours de la conservation A +2'C de la flore totale 
aéro-anadrobie facultative des 6cliantillons de cabillaiid cuits 
sous vide h 8 0 ° C  & coeur (traitement 3 ) .  

FIGURE69 : Evoirition. ail cours de la conservation A + 2 " C .  de l a  flore totale 
aC.ro-ariaBrobie faci~ltative des 6rlrantillons de Julienne cuits 
sous vidc A 80°C A coeur (traitement 3 ) .  

FIGURE 70 : Evolutlon. au cours de la conservation A +2'C.  de la flore totale -- 
aéro-anaeroble facultative des échantillons de lieu noir cuits 
sous vide b 80.C A coeur (traitement 3 ) .  
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E I G U R E U  : Evol lu t ion ,  nii c o u r s  d e  l a  c o n s e r v a t i o n  8. ++OC ( p e n d a n t  l a s  213 dti tempn) 

e t  t8'C ( p e n d a n t  l e  d e r n i q r  1 1 3 ) .  d e  l a  f l o r e  a é r o - a n a é r o b i e  f a c u l t a t i v e  

d e s  4 c t i n i ~ t . i l l l o n . r  d e  c n b i l l n i i d  c i i i t s  s o u s  v i d e  A $ 5 ' ~  A c o e u r  ( t r a i t e m e n t  4 ) .  
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FEU= 72 : E v o l i ~ t i o n ,  a u  co t i r s  <Ir 1a c o t i s e r v a t  i o n  A 4.1 ' C  ipe~iclnnt 1r.i 2 1 3  riii teml>T) 
~ t  t R  C  Iprri<lniit le d e r n i e r  1 /31 ,  d a  1- flo1.e t o t n l c  n- ro-n i incrohie  fn,:ttl t . i t  i v e  

<I.-ri 4ii11niit i l l o n s  d a  j i i l  ~ ~ I I I I P  c u i  t s  soiis  v i d e  B 85 'C à r<ir,ii- f t 1.n i t i,m<-iit .I J .  
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FIGURE74 : Evolution. au cours de la conservation h +2"C. de la flore totale 
aéro-anaérobie facultative des 8charitillons de cabillaud cuits 
sous vide a 85'C A coeur (traitement 4 ) .  

FIGURE 75 : Evolution. au colirs de la conservation A +2"C. de la flore totale 
aéro-anaérobie facultative des 6chantillons de julienne cuits sous 
vide h 85'C h coeur [traitement 4 ) .  

loura do conamnaIlon 

FIGURE 76 : Evolution. au cours de la cosnervation A +2*C, de la flore totale 
a6ro-ana6robie facultative des &chantillons de lieu noir cuits 
sous vide h 85'C h coeur (traitement 4 ) .  



O 4 1 12 18 20 24  

Jours ds conmwvollon 

=CI!RE II: Evolu t ior i ,  nii r n i i r s  di! In cor i s i ! rva t ion  A t 4  *C  i ~ > ~ r ~ < l n i i t  le.: 2 1 3  d.1 temps)  

e t  t 8 - c  ( l i eminnt  l e  d - r r i i e r  1 / 3 1 ,  d e  l a  f l o r e  t o t n l n  aei .o-a1ia4roli ie f a r i i l t a t i v e  

d e s  6rhoiit i l l o i l n  rle cnlii l lnt i i l  c u i t s  sorio v i d e  ZI 90 C à cooiir  ( t r a i t e m e i i t  5 ) .  

lours ds e o n ~ a r r o l l o n  

FIGURE a : Evolu t ior i  , ail c o i i r s  d e  l a  c o n s e r v a t i o n  A 4.1 'C iporidoiit l e s  2 1 3  dii te~?k)s 1 -- 
et + R ' C  ( ~ > ~ r i d a n t  l e  d e r n i e r  1 3 ) .  d e  l a  f l o r e  t o t a l e  akro-aiindi.»liici f n i u l t a t i v e  

d a s  b c h a i i t i l l o n s  d e  j i i l i e i ine  c u i t s  s o ~ i s  v i d e  ?I 90 C A coaiir  ( t rn i in tnor i t  5 ) .  

FICURE 7 9 :  E v o l u t i o n ,  a u  c o u r s  d e  l a  c o n s e r v a t i o n  B + 4 ' ~  ( p e n d a n t  les 2 1 3  dii t e m p s )  

e t  ~ R ' C  ( p e n d a n t  l e  d e r n i e r  1 / 3 ) ,  d e  la f l o r e  t o t a l e  a é r o - a n a e r o b i e  f n c u l t a t i v e  

d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  l i e u  n o i r  c u i t s  s o u s  v i d e  A 90 C  B c o e u r  ( t r a i t e m e n t  5 ) .  



leurs d o  con~enotlon 

FIGURE 80 : Evolution. au cours de la conservation h +Z'c,  de la flore totale 
a6ro-anaérobie facultative des 6chantillons de cabillaud cuits 
sous vide A 90'C B coeur (traitement 5 ) .  

FIGURE 81 : Evolution. au cours de la conservation +2"C.  de la flore totale 
adro-anaerobie facultative des échantillons de julienne cuits sotls 
vide h 90°C h coeur (traitement 5 ) .  

{ours da conservoi!on 

FIGURE 82: Evolution. au cours de la conservation B +ZeC.  de la flore totale -- 
aero-anaérobie facultative des échantillons de lieu noir cuits 
SOUS vide d 90-C B coeur (traitement 5 ) .  



Les germes évoluent de la même façon dans le lieu noir, la julienne et 
le cabillaud. D'après les identifications que nous avons réalisées, les germes 
qui se sont multipliés sont uniquement des Bacillus même dans les 
échantillons ayant été cuits à coeur à 65°C où pourtant la valeur pasteurisa- 
trice P:, était inférieure à la valeur seuil de 15 minutes (cf. para. 2.4.). 

Nous avons identifié les mêmes Bacillus, dans les 3 espèces de poisson : 
Baci11u.s c~'rcuIans et Bacillus brevis. D ' autres Bacillus se sont déve lop- 
pés mais ils n'ont pu être identifiés précisément. 

A +2"C, la flore totale évolue très lentement. Nous n'avons jamais 
dénombré plus de 3.105 germes/g. 

Par contre, lors de la conservation à +4"C (pendant les 2/3 du temps) et 
+8"C (pendant le dernier 1/3), le développement des germes est nettement plus 
rapide : 

. Excepté dans les filets de lieu noir ayant été cuits à coeur à 70°C, la 
multiplication bactérienne débute à peu près en même temps dans tous les 
échantillons ayant été cuits à coeur à 65°C (traitement 1) et 70°C 
(traitement 2), soit après 12 jours de conservation. 

. Dans les échantillons ayant été cuits à coeur à 80°C (traitement 3). 
82°C (traitement 4 )  et 87°C (traitement 51, la multiplication débute à des 
temps qui peuvent être différents selon les échantillons. C'est pourquoi à J,, 
certains échantillons ont plus de 3.105 germes, alors que d'autres 
en ont moins de 30/g. La qualité microbiologique est très variable d'un 
échantillon à l'autre après 12 jours de conservation. 



4.3. ANALYSES SENSORIELLES ..................... ..................... 

Les résultats ont été les suivants : 

Les échantillons ayant été soumis aux traitements basse température 
(traitements 1 et 2) et conservés à +2"C présentaient, à J I , ,  une saveur 
agréable. Par contre à Jzo et 523, ils présentaient tous des odeurs de 
putréfaction et ils avaient une forte saveur ammoniacale. 

De même les échantillons conservés à +4 et +8OC étaient corrects sur le 
plan gustatif à J,, alors qu'à J,, et J,,, ils présentaient des odeurs de 
putréfaction. 

Les échantillons ayant été soumis aux traitements moyenne température 
(traitements 3 et 4) et conservés à +2"C étaient corrects sur le plan gustatif 
à J,, et Jzo, et à J,, ils présentaient une saveur légèrement aigre. 

Les échantillons conservés à +4 et +8"C étaient corrects sur le plan 
gustatif à J,, et J,,,  excepté les échantillons de lieu noir ayant été cuits 
à coeur à 80°C (traitement 3). Ceux-ci présentaient un mauvais goût de vieux, 
probablement du à la mauvaise qualité de la matière première. A J,,, les 
échantillons avaient une saveur légèrement aigre. 

Enfin, les échantillons ayant été cuits à coeur à 88°C (traitement 5 )  ne 
présentaient aucune saveur anormale après 21 jours de conservation à +4 et 
+8"C et après 23 jours de conservation à +2"C. 

Ces résultats sont un peu surprenants, en particulier ceux obtenus avec 
les échantillons ayant été soumis aux traitements basse température. 
En effet, nous n'avons observé aucune corrélation entre les dénombrements de 
la flore aéro-anaérobie facultative et les analyses sensorielles : la plupart 
des échantillons conservés à +Z0C présentaient des odeurs de putréfaction à 
Jzo et J2, et cependant ils étaient très peu contaminés en germes aéro- 
anaérobies facultatifs ( <  30 germes/g). 

Les germes aéro-anaérobies facultatifs, ne sont donc pas responsables de 
la dégradation des produits. Nous avons recherché si celle-ci n'était pas due 
à des C10st~~'d~~um. Après ensemencement d'une dizaine de suspensions sur 
milieu viande levure et incubation en anaérobiose pendant le temps nécessaire, 
nous n'avons observé aucune colonie sur les boîtes de Petri. Les Clostr~'d~.um 
ne sont donc pas non plus à l'origine de l'altération. 

On peut donc penser que celle-ci est le fait d'enzymes bactériens ou 
tissulaires ayant résisté au traitement thermique. Nous n'avons malheu- 
reusement pas pu faire d'analyses permettant de vérifier cette hypothèse. 



Outre l'appréciation de l'odeur et de la saveur, nous avons également 
observé la texture afin de voir s'il y avait des différences selon les 
traitements. D'une manière générale, nous n'avons observé aucune différence de 
texture liée au barème après réchauffage, qu'il s'agisse du lieu noir, du 
cabillaud ou de la julienne. Tous les poissons sont apparus généralement 
moelleux, dégustés bien chauds, alors que dégustés tièdes, ils étaient peu 
moelleux et même secs, dans le cas de la julienne. 

En conclusion, dans les gammes de température de cuisson et valeurs 
pasteurisatrices testées, il n'y a pas de différence très marquée de texture 
selon les traitements, après réchauffage. 

4.4. CONCLUSION 
---------- ---------- 

Les produits cuits sous vide se conservent d'autant mieux que la 
température de conservation est basse et que le traitement thermique 
est important. 

Ainsi, les durées de conservation que l'on pourrait établir en fonction 
de la valeur pasteurisatrice calculée avec les paramètres de référence 
officiels et en tenant compte de la conservation à +4  et +8"C sont les 
suivantes : 

- Pour les échantillons cuits à une valeur pasteurisatrice voisine 
de 600 minutes, elle pourrait être fixée jusqu'à 21 jours. 

- Pour les échantillons cuits à une valeur pasteurisatrice P:: voisine de 
140 minutes, elle pourrait être fixée jusqu'à 18 jours. 

- Enfin, pour les échantillons cuits à une valeur pasteurisatrice P:: 
voisine de 15 minutes, elle ne devrait pas être supérieure à 15 jours. 

L'application de valeurs pasteurisatrices voisines de 15 minutes 
n'assure pas une durée de conservation très longue aux filets de poisson car 
les germes sporulés psychrotrophes se multiplient rapidement au cours de la 
conservation, surtout si celle-ci n'est pas rigoureusement réalisée à 
0/+3"C, et de plus, les enzymes et en particulier les protéases, ne sont 
probablement pas détruits en proportion satisfaisante. 

Pour avoir une durée de conservation d'environ 3 semaines, il est né- 
cessaire d'appliquer des valeurs bien supérieures qui assurent la destruction 
des enzymes en proportion suffisante et qui inhibent suffisamment longtemps le 
développement des spores. 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

*+****** 



laitrt da eonaerrnllan 

FIGURE 2 : E v o l i r t i o r i ,  a11 c i x i r s  d e  l a  c o r i s e r v a t i o n  A t 4  ' C  i p ~ i i d n n t  l e s  2 1 3  dit t e m p s )  

e t  t R  C ( p e n d a n t  le  d e r r i i e r  1 1 3 ) .  dr* l n  f l o r e  t o t a l e  nbi~o-niia4r.i>l>jn f a r i i l t n t i v e  

d e s  C c l i n n t i l l o i i s  de c n h i  l l a i i d  c i ~ i t n  sn11s v i d a  A 65  C à coo i i r  I t r n i t e m e i i t  1  ).  

leur# dm eon%erva!lan 

F I C U R E  3 : E ~ ~ ~ ~ l i i t i o n ,  nui c o u r s  d e  l n  c o r i c ~ r v a t i i i i i  I ~ C I ' C  (p- irr lnnt  1 - 9  2 1 3  11ii  te ni p.;^ 

~ t  t 4  C ( l i e n d a n t  l e  d e r n i r i  1 / 3 ) ,  <Ir. Ln f tore  t o t a l e  a b i o - n r i a d r r ~ l i i e  f n ç i i l t n t  i v e  

d e n  L r l i n n t i l l o r i s  d e  j i i l i c r i r ~ e  ci i i t . ;  ' iniis i . i < l ~  3 fi5 C h voer i r  I t r a l t e m n n t  1 ) .  
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aCyJE : Rvol i i t  ion, nu c o u r s  de la  c o n s e r v a t i o n  A +-1 ' C  (p-nrlnnt  l e 9  2 1 3  d u  t e m p s )  

e t .  + 9  C f p c n d a i i t  1 s  d e r n i o r  1 / 3 1 ,  d e  l a  F l n r *  t o t a l -  aLro-ni t i lBrol i i r i  f n s t t l t a t i v ~  

d ~ s  i . i i h a i i t i l l o n s  de  l i n "  n o i r  c u i t s  soit.; v i d ?  B 65 C Q coeur ( t r a i t e n t e n t  1 ) .  



Notre travail de recherche a permis de sélectionner les germes non 
sporulés les plus thermorésistants isolés de filets et terrines de poisson. 

Parmi ceux-ci, les deux germes les plus thermorésistants sont 
Pseudomonas pauc~hobilis et Streptococcus faecium. Sur 1 es f i gure s 83 e t 84, 
nous avons représenté les courbes de TDT de chacun de ces germes, dans le lieu 
noir et la terrine. Par ailleurs, nous y avons également fait figurer les 
courbes de TDT de Streptococcus faecalis, le germe de référence officiel en 
France. 

temperature ('12) 

FIGURE 83 : Courbes de destruction thermique de Pseudomonaspaucimobi_(is -- 
Strep tococcus faecium e t Streptococcus faecalis dans 1 e 1 i eu no i r . 

temperoture ('C) 

FIGURE fi : Courbes de destruction thermique de Pseudomo~as pauci~ob1~11s 
Streptococcus faecium e t Streptococcus faecalis dans 1 a t err i ne. 
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On voit que selon les gammes de températures considérées, les germes les 
plus thermorésistants sont différents. 

Ainsi, dans la terrine, Streptococcus faecalisest le germe le plus 
thermorésistant dans la gamme des températures supérieures à 76"C, 
Pseudomms paucimobilis est le germe le plus thermoresistant, dans les gammes 
des températures comprises entre 62 et 76°C et enfin, Streptococcus faecium 
est le germe le plus thermorésistant dans la gamme des températures inférieu- 
res à 62°C. 

La même analyse pourrait être faite pour les courbes de TDT obtenues dans 
le lieu noir. 

D'une manière générale, plus les températures sont faibles (50/65"C), plus 
les valeurs de z des germes les plus thermorésistants sont faibles (4/6"C), 
et, inversement, plus les températures sont élevées (65/85"C), plus les 
valeurs de z des germes les plus thermorésistants sont importantes (9/10°C). 

Dans la pratique industrielle, les températures à coeur des produits en 
fin de cuisson varient généralement entre 65 et 85°C. Dans ces gammes de tem- 
pératures le germe le plus thermorésistant isolé de nos produits est 
Pser/domonas pauc1hob1.1~'s . C'est pourquoi, ce germe a été choisi comme 
référence pour définir les valeurs pasteurisatrices à appliquer aux produits 
de la mer cuits sous vide. Dans les filets de poisson, pour détruire en 
proportion suffisante Pseudomonr?spaucimobiliset par conséquent la quasi- 
totalité des germes non sporulés , il faudrait appliquer une valeur 
pasteurisatrice P 7 ,  = 15 minutes, et dans les terrines, une valeur 
pasteurisatrice P = 30 minutes. Dans le cas des terrines, si les 
températures à coeur en fin de cuisson sont inférieures à 62°C. le germe le 
plus thermoresistant n'est plus Pser~domonas paucimobil~j. mais Streptococcus 
faec~'um. les valeurs pasteurisatrices à appliquer devraient donc être égales à 
P 7;' = 4 minutes. 

Les valeurs de z prises en compte pour le calcul des valeurs 
pasteurisatrices sont différentes selon les produits et selon les 
températures. Afin que la conduite des cuissons a l'aide des valeurs 
pasteurisatrices soit pratique au niveau industriel, il serait préférable de 
définir des valeurs pasteurisatrices communes à tous les produits (filets 
et terrines de poisson). 

Toutefois, compte tenu des conclusions précédentes, on pourrait envisager 
de définir deux valeurs de z pour le calcul des valeurs pasteurisatrices. 
Le choix de l'une ou l'autre des valeurs dépendrait des températures à coeur 
atteintes en fin de cuisson. Si celles-ci sont faibles, il faudrait choisir 
une valeur de z faible et si elles sont élevées, il faudrait choisir une va- 
leur de z plus importante. 



Siir la fiqiire 85 noiis avons représent8 les courbes de TDT de Stl~pfororctls 
faecim e t  Pseudomonns paucimobilis, obtenues daris le  1 ieu noir e t  la terrine . 

Poiir des températiires suph-ieures A 65"C, la valeur de z du germe le pliis 
thermorésistant est  égale à 9"C, pour des températures comprises entre 57 e t  
65°C. la valeur de z du germe le plus thermorésistant est  égale à 6°C e t  
enfin, polir des températures inférieures (2 57"C, la valeur de z du germe 
le plus t,hermorésistant es t  égale à 4,5"C. 

FIGURE 85_ : Courbes de des triict ion t,hermique de fs~r/dorno/7as p,?ucimobilis 
e t  ~~'treptocuccus fàeciumdans la terririe e t  l e  lieu noir. 

En coiiclilsion, dans les produits de la  mer cuits sous vide : 

- s i  les températures Zt coeur en f i n  de cuisson sont supérieures A 65"C, 
les valeurs pasteiirisatrices pourraient ê t re  calculées avec z = 9°C e t  la 
valeur pasteiirisatrice minimale Ir appliquer pour détruire la quasi-totalité 
des germes non sporulés, pourrait ê t re  P;, = 30 minutes. 

- s i  IPS températures à coeur en f in  de cuisson sont inférietires ou 
égales 4 65"C, les valeiirs pas teiirisatrices pourraient ê t re  calculées avec 
z = 6 ° C  et  la  valeur pasteurisat,rice A appliquer pourrait ê t re  P:, = 15 
minittes. Si les températiires A coeur eii fin de ciiisson sont trés faibles, de 
l'ordre de 55"C, bien que l a  valei~r de z du germe le plus thermorésistant soit  
égale A 4,5"C, le  calcul des val~i t rs  pasteurisat,rices pourrait quand meme 
etre réalisé en prpnant z - 6 O C ,  car aux alentours de 55"C, les courbes 
dt? 1'DT correspondant A ces deux valeurs (4,5"C e t  6°C) sont trés proches. 



L'application des valeurs pasteurisatrices définies précédemment devrait 
assurer la destruction des formes végétatives des bactéries en proportion 
satisfaisante. Cependant, la plupart des spores rie sont pas détriiites par de 
tels traitements; la durée de vie des produits va donc dépendre en partie, 
de leur comportement au cours de la conservation. 

Nous avons montré que dans les filets de poisson. on trouvait parfois 
en faible quantité, des Bac1'11us. Dans les terrines par coritre, on dénombre 
beaucoup plus de spores amenées principalement par les produits deshydratés 
tels que la farine et les épices. là encore, les spores rencontrées sont 
pr i ric ipalemen t des Bacillus, on a cependant par fois trouvé des Clostr~'d~'urn 
sulfito-réducteurs. 

Parmi les spores présentes dans les filets de poisson et les terrines, 
seul un nombre limité d'espèces est capable de se multiplier à basse 
température. Nous avons identifié trois espéces psychrotrophes capables de se 
dé ve 1 op pe r 0 / + 3 O C : Bacl'llus sp/Iaer~'cus, Bac~'1lu.s bre vis  e t Bacillus 
circulans. 

Le développement de ces spores dépend d'un certain nombre de facteurs : 

. Le milieu dans lequel elles se trouvent a une influence. En effet, 
nous avons observé que le développement était plus rapide dans les filets de 
poisson que dans les terrines. 

. La température de conservation a également une graride influence. A 
+8"C, les spores psychrotrophes se développent beaucoup plus rapidement 
qu'à 0/+3"C. Il faut préciser qiie même à cette températilre, les spores 
psyclirotrophes finissent toutes par germer et les germes correspondant 
par se multiplier dans les produits, aprés un temps de latence plus OII moins 
long. 

. Enfin, noiis avons observé que plus le traitement thermique était 
important, plus le développement des spores était lent. Celles-ci sont, 
semble-t-il, stressées par le traitement. 

De nombreux paramètres interviennent sur le développement des spores 
d'où la difficulté de contrôler ce développement et de définir des 
durées de vie pour les produits. 

AU cours de nos essais, nous n'avons pas trouve de Clostr~'d~.urn hotulinun. 
Cependant, les risques de contamination par Clostr~Idiun botulinun E sont 
toujours à craindre car ces germes sont capables de se développer à des 
températures de l'ordre de 13°C. Les spores de Clostr~'d~.um botulimm Ene sont 
pas très thermorésistantes, nous avons donc calculé, pour les valeurs 
pasteurisatrices que nous avons définies, quel était le taux de destruction de 
ces spores. 

1,ynt (1977) a troirvt5 que les valeurs de z des spores de Clostridirn 
L..utul~i~um E variaient approximativement entre 6 et 9°C et que le temps de 
réduction décimale maximal à 82°C était égal à 0 , 7 4  minutes. 



En supposant que la valeur de z des spores de Clostr~~d~Um botuI~hurnE 
soit égale à 6°C. le temps de réduction décimale A 70°C serait alors égal à 
74 minutes. Compte tenu de la relation pTRef = log(NO/N) .DTRsf , avec une va- 
leur pasteurisatrice P ;, = 15 minutes. on aurait un taux de destruction 
pratiquement nul, de l'ordre de 0,2. 

Si mairitenarit, on considérait z égal à 9°C. on aurait alors D,, = 16 
minutes. Une valeur pasteurisatrice P :, = 30 minutes permettrait d'obtenir un 
taux de destruction plus important : log(N,/N) = 2. 

On voit donc que les valeurs pasteurisatrices P:, = 15 minutes et P 7 ,  = 30 
minutes, qui assurent la destruction de la quasi-totalité des germes non spo- 
rulés, ne permettent pas de détruire de façon significative les spores 
de L'Iostrid~'um botuI~hum E: 

En supposant que l'on ait initialement 1 spore/kg et que l'on veuille 
après traitement thermique 1 spore/l 000 tonnes, soit un taux de destriiction 
log(No/N) = 6, pour parvenir A ce résultat, il faudrait alors une valeur pas- 
teurisatrice P :, = 444minutes (si z = 6 O C )  ou P;, =96 minutes (si 
z = 9°C). L'application de telles valeurs pasteinrisatrices devraient limiter 
fortemerit les risques d'intoxication par Clostr~'d~*urnbotul~h~~m E 

Par ailleurs, outre le problème des spores, des enzymes et en 
particulier des protéases peuvent résister au traitemerit si celui-ci est 
insuffisant, et dégrader rapidement les produits. 

Il  faudrait déterminer les paramètres de ttiermorésistance D, et z des 
enzymes les plus actifs dans le processus de dégradation pour définir les 
barèmes à appliquer pour les inactiver. 

En conclusion, cette étude a permis de déterminer les valeurs 
pasteurisatrices minimales à appliquer pour détruire les germes non 
sporulés dangeureux pour le consommateur et la plupart des germes 
d'altération. L'application de telles valeurs pasteurisatrices n'assure 
qu'une durée de vie limitée aux produits car le développement des spores 
psychrotrophes est rapide, en particulier si la conservation n'est pas 
réalisée dans de bonnes conditions. De plus, dans le cas des filets 
de poissori, de telles valeurs pasteiirisatrices ne permettent probablement 
pas l'inactivation des enzymes en proportion suffisante. 

Pour assurer aux préparations cuites sous vide à base de produits de la 
mer et en particulier aux filets de poisson, une coriservation de pliisieurs 
semaines à 0/+3OC, il est nécessaire d'appliquer des valeurs pasteu- 
risatrices supérieures à celles que rious avons définies, afjn de détruire 
une qriaritité significative de ,cpo~-es de Clost~-~'d~'um botul~i~c~rn Iic, de détruire 
égalemerit, eri quantité satisfaisante les enzymes et enfin, d'irihiber suffisam- 
ment loiigtemps le développement des spores. 
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lieu noir entier. 
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TABLEAU 2 : Résu,ltats des dénombrements effectués sur la  chair  de lieu noir 
entier avant et après chauffage 21 60°C. 



TABLEAU 6 : Résultats des dénombrements effectués sur les filets de lieu noir  
avant et après chauffage à 60°C. 



( 
( : POIS936 (RUS ': 10 l4MJES A 70°C : n) MIWTES A 70°C ) 
( -------------- :' : ........................ : ----------- L -------------) 
( 
( . F L ~  : nw : R(XE : FLCRE : FLCRE 
( : =HILE : PSYOKL : GEXPHRE 

! ; ( h l  ; -lxGJK (/g) : (/g) 

1 :  1 O C O : 1 4 C C O  : < 5  : ( 5  $ 5  ( 5  ) 
L I N  MIR 2 : 1 410 : -- : < 5  : (5 : ( 5  : < 5  1 

( WrIER 3 : 28EXX) : 93m : < 5  : ( 5  ( 5  : ( 5  
( 4 : 347a .  : 1mCc-J) ' :  < 5  : ( 5  - ( 5  - < 5  ) 

( 5 : 1 9 9 a l  : & j m  4 5  : 1 5  : < 5  : ( 5  ) 

( .  ( ------------------ . ----------- . ----------- : ---------- . ----------- : ----------- . ------------ 1 

TABLEAU Z : Résultats des dénombrements effectués sur la chair de lieu noir 
entier avant et après chauffage à 70°C. 



- ANNEXE 4 - 

1 __-----------~----_--__-_____----------------------------------------------------------------- 
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.E@HILElUTPLE : PAWXENS . . F!xW :s)aKirs : -  

: (Id ; (/!JI : (/SI ; (/!JI ; (/g) : (/LI1 
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. . 1 --- . ------ : ------- ---- : ,-----------,- : ---------------- : ----------,-- : ----------- -- ---- : ----------------) 
1 : 4 m m  : <50 2 4CO .. - 9 m  -- O 1 
2 : 4200CCO : <!a '2500 : 1 6 0 3  1 995 O 1 

D E S :  3 : mm : <50 : 2Cû) l m  -- O 1 
4 : 3 7 0 0 m  : <!a 7 18) 3090 390 O 

1 m m  : -- 
1 

5 : lm 4 m  1 995 O 
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1 
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: M l E M S  2 3 7 8 m  <!apair8ades 5 347 1 192 O 
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7 

2 .  m m '  : < 5 0  1200 2900 O 
: 1 5 8 3  : 1 
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6 : 640W 1 c 5 0  1 780 3MX) 700 'O 1 
7 : 5 8 0 3  (50 l a 3 3  : 4833 -- O 1 
8 : .mm : < 5 0  : 10 6CO 550 1 EO 2 1 
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10 : 39m : c 5 0  2 m  .1 MX) -- O 

1 
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1 
1 ; --------- : ---------------- : -- --------------- ; ------- - ------ : --- -------------- ; ------------ - ---- ; --------------- 1 
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: é;hmtillom 1 

-- -------- . ----------- : --------------- ' ---------------- a-----------------' -------------- : ------------- 1 
1 

m m :  cSOpcur9~:des : :Opair€G%&s 1 
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TABLEAU 8 : Résultats des dénombrements effectués sur les terrines crues. 
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COUR8ES DE TOT COWARECS : PCNTC DE i ECART TYPE i COEFFICIENT i OEGRE i RESULTATS 
: DE 1 DE 1 DE 1 OE : (S:Oifffrence signi- 
j LA DROITE : - - : STUOENT : LIBERTE : ficative 'Our le ris 

: - a -  : 
: - t - i - ddl - 

: risque S i )  

, _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~ _ _ _ _ _ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ . ~ _ _ _ _ _ _ _ _ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - - - - - - - - - ~ ~ . ~ ~ ~ ~ ~ ~ - - - ~ ~ - - - - - - - - -  
GERMES : MILIEUX 

,---------------:--------------------------------:-------.------:------------:--------------.:.----------"-'--------------------- I 
TAMPON PllOSPHATE i - 0,1288 i 0.0177 : 10.55 4 .: s 
LIEU NOIR : - 0,17101 1 0,0077 1 . -------------------------------:--------------:------------:--------------:-------------:-------------------- J 

Pseud~l~nas : TAWON PHOSPtIATE : - 0.1208 i O.Ul77 i -3.55 i 3 S 
paucimb~~iis : TERRINE : -0,109 : 0,0105 

.--------------------------------:--------------:------------iiiiiiiiiiiiiii:-------------:--------------------. 

TERRINE. ': - 0,109 : 0,0105 . ; 25 : 5, : 
S 

: - 0,17101 i 0.0077 : LIEU NOIR 

TAMPON PHOSPHATE. : - 0,1999 : 0,0227 j 0.65 : . 2 NS 
LIEU NOIR : - 0,2064 : 0,0162 . . . 

. : _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - . - _ _ _ _ _ _ _ _ - - - _ d  ____________d______---------------. 
i 

&ud(UWId.S TAMPON PllOSPHATE : - 0,1999 j 0,0227 0.3 i 2 i NS 
TERRINE : -0,2042 . 0,032 : pufida . I 
TERRINE : - 0,2042 : 0,032 : 0.01 : 2 : ~1 
LIEU NOIR : - 0,2064 : 0,0162 : 

TAMPON PHOSPHATE : - 0,2353 : 0,015 : 0.99 : 2 : NS 
LIEU NOIR : - 0,2463 : 0,0043 : , J 

Micrococcus : T M O N  PHOSPHATE : - 0,2353 : 0.015 : 2.84 : 2 : NS 
var~'ms : TERRINE : - 0,1894 : 0,017 : 

TERRINE 
LIEU NOIR 

T M O N  PHOSPHATE i - 0,2099 i 0,143 i 1,96 i 4 : NS 
LIEU NOIR ' - 0,2297 1 0,0266 1 

Sfr~fococCUs : T M O N  PHOSPHATE 1 - 0,2099 1 0.0143 I 1,19 1 '  5 NS 
faeC1'Ua : TERRINE : -0,2229 : 0,028 : 

: TERRINE : -0,2229 : 0.028 : 0.59 : 5 
: LIEU NOIR : -0,2297 : 0,0266 : l 
: TAMPON PHOSPHATE : - 0,17415 1 O,WO98 I 29 1 2 S 
: LIEU NOIR : - 0.2489 : O,W71 : I 

TERRINE 
: LIEU NOIR 

T W O N  PHOSPHATE - 0,1144 I 0,0294 i 10.74 i 3 : 
LIEU NOIR 

s - 0,1819 : 0,01334 - 
: I 

SfdPhyf0cOC~US 
zureus TAMPON PHOSPHATE : - 0,1144 : 0,0294 : 3,366 : 3 : 

TERRINE : -0,1589 : 0.0337 : 
s 

:--------------------------------:--------------:------------!--------------.-------------:--------------------- 

TERRINE : - 0.1589 1 0,0337 4,33 1 4 1 
LIEU NOIR 

s 1 - 0.1819 : 0,0034 1 

TABLEAU 9 : Comparaison statistique des pentes des courbes de TDT par le test 
de Student. 
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L'utilisation de plats cuits sous vide à base de produits do la irr 
pouvant se conserver plusieurs semaines à basse température c m t t  un ssssr 
important. Cependant, les risques microbiologiques que présentent ces produits 
ne sont pas évalués. Le but de l'étude a été de déterminer les oonditiono 
optimales de cuisson et de conservation de ces produits. i . . ,  . 

1--- 

Aprés 1' étude des flores de contamination de deux produits (lieu noir 
et terrines de poisson), les germes les plus thermorésistants ont été 
selectionnés puis identifiés. Les valeurs pasteurisatriceq minimales B 
appliquer pour détruire les formes végétatives des bactéries en proportion 
suffisante ont été déterminées. L'étude a montré que le germe le plus thermo- 
résistant était Pseudmnas pauc1*1w)b1*Iis. Pour détruire de façon signifi- 
cative ce germe, et par conséquent la quasi-totalité des germes 
non sporulés, il faut appliquer une valeur pasteurisatrice minimale 
Go = 15 minutes dans les filets de poisson et une valeur pasteuri- 
satrice ~ 7 ,  = 30 minutes dans les terrines. 

Une série d'expérimentations a permis 4ie vérifier que les valeurs 
pasteurisatrices définies précédemment assuraient la destruction des 
germes non sporulés dans les filets et terrines de poisson cuits sous vide. 
Par ailleurs, le comportement des germes thermorésistants dans ces produits 
a été examiné en fonction du traitement thermique et de la température 
de conservation. Plusieurs espéces de &ciIIuscapables de se multiplier 
e tre O et +3OC ont été identifiées. Ces germes sporulés psychrotrophes se 
dveloppent d'autant plus vite dans les produits, que le traitement thermique 
est faible et que la température de conservation est importante. 

bl $si&'A -,* - 
La date limite de consommation de filets de lieu noir, cabillaud et 

julienne cuits sous vide a été déterminée. D'aprés les analyses 
bactériologiques et sensorielles effectuées sur les produits , les durées 
de conservation que l'on pourrait établir en fonction de la valeur pasteuri- 
satrice calculée avec les paramétres de référence officiels, et en tenant 
compte des fluctuations de température au cours de la conservation , sont les 
suivantes : Pour des valeurs pasteurisatrices de l'ordre de 600, 140 et 
15 minutes, les durées de conservation de filets de poisson cuits sous vide 
sont respectivement 21, 18 et 15 jours. 




