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CROISSANCE ET THERMORESISTANCE DE BACTERIES ISOLEES DE PRODUITS
DE LA MER CUISINES SOUS VIDE

Résumé

Six souches bactériennes (bactéries non sporulantes) isolées de filets et de terrines de poisson,
ayant résisté a un traitement de pasteurisation, ont été étudiées du point de vue de leur physiologie
de croissance et de leur thermorésistance (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Yersinia

enterocolitica 1 & 2, Micrococcus varians et Pseudomonas paucimobilis).

L'étude de la croissance a été entreprise dans un milieu composé d'extraits solubles de poisson
et sur des filets de lieu noir. Les durées des phases de latence ainsi que les différents paramétres des
cinétiques de croissance ont été déterminés grace a une technique de lissage, qui utilise la fonction
spline. Dans les produits dont le pH est voisin de 8,2 ou inférieur & 5,5, on constate un
ralentissement, voire une inhibition de la croissance de la microflore aux basses températures.

L'étude expérimentale du traitement thermique montre qu'Enterococcus faecium est la bactérie
la plus thermorésistante (Dgg = 6,5 minutes et z = 9,6 °C); dans ces conditions, Staphylococcus
aureus est la bactérie la plus facilement détruite (Dgg = 1,3 minute et z = 6,2°C). Pour détruire de
fagon significative la bactérie de référence (Enterococcus faecium), dans le milieu artificiel a base
d'extraits solubles de poisson, il faut appliquer une valeur pasteurisatrice minimale P,° = 5,31

minutes.

Pour simuler une cuisson insuffisante, ou les bactéries ne sont pas détruites apres traitement a
60°C, une population de 103 bactéries / g a été maintenue aprés pasteurisation dans des filets de lieu
noir stockés a 2°C et 7°C : le traitement thermique prolonge la durée de conservation, mais
I'évolution de la contamination est relativement plus rapide dans les échantillons de poisson dont le
pH initial n'a pas été modifié (pH = 6,4).

Enfin, une analyse électrophorétique bidimensionnelle des protéines bactériennes a révélé des
différences biochimiques importantes chez les bactéries ayant subi un traitement thermique a 60°C.

Mots clés : Bactéries d'altération, croissance, pH, température, pasteurisation,
thermorésistance, protéines.



GROWTH AND HEAT RESISTANCE OF BACTERIA ISOLATED FROM
VACUUM - COOKED SEAFOOD

Abstract

Six non-sporulating bacterial strains isolated from fish fillets and terrines, which were
refractory to a pasteurisation treatment, were studied under the aspects of their growth
physiology and heat resistance (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Yersinia

enterocolitica 1 & 2, Micrococcus varians and Pseudomonas paucimobilis).

Growth kinetics were conducted in either a medium consisting of soluble fish extracts
(Fish medium) or pollack fillets (Pollachius virens). Durations of lag phases as well as the
different parameters of growth kinetics were determined through an equalizing process using
the spline function. Products with a pH close to 8.2 or less than 5.5 slowed down or even
inhibited micro-organisms growth at low temperatures.

An experimental study of thermic treatment showed that Enterococcus faecium was the
most heat-resisting bacterium (Dgg = 6.5 min and z = 9.6°C). Under these conditions,
Staphylococcus aureus was the most easily destructed bacterium (Dgg = 1.3 min and z =
6.2°C). To eliminate significantly the reference bacterium (Enterococcus faecium) in the
artificial Fish medium, a minimal value of P = 5.31 minutes was required.

To simulate an insufficient cooking time (bacteria not destructed after treatment at 60°C)
a population of about 103 bacteria/g was kept, after pasteurisation, in pollack fillets stored at
2°C and 7°C. The thermic treatment increased the storage limit, but the evolution of
contamination was relatively faster in fish samples with an unaltered initial pH (pH = 6.4).

A bi-dimensional electrophoretic analysis of bacterial proteins eventually evidenced
significant biochemical differences for bacteria having undergone a thermic treatment at 60°C.

Keywords : Alteration bacteria, growth, pH, temperature, pasteurisation, heat
resistance, proteins.
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INTRODUCTION GENERALE

Le consommateur souhaite des produits alimentaires de bonne qualité organoleptique
mais sans risque pour la santé. Le contrle de la qualité microbiologique des aliments est donc
l'un des facteurs essentiels de la sécurit¢é du consommateur, préoccupation majeure des
programmes de santé établis ces derniéres années tant sur le plan national qu'au niveau
international. Des organismes comme la F.A.O., 'OM.S, la F.D.A, mais aussi les Etats eux-
mémes, se préoccupent d'établir des critéres permettant de définir une flore normale propre a
chaque catégorie de produit. Le controle consiste alors a dénombrer les microflores et a
comparer les résultats obtenus a des normes établies.

Le conditionnement sous vide a pour but principal de protéger les aliments de l'air et
des micro-organismes. C'est dans les années trente qu'apparaissent les premiéres traces
d'utilisation de la technique de conditionnement sous vide (PRALUS, 1985). Par ailleurs, c'est
lors du développement de lindustrie de la pétrochimie, dans les années quarante, que sont
apparus des dérivés pétrochimiques, notamment le saran (dérivé du polychlorure de vinyle), ce
matériau inerte, imperméable a l'eau et aux gaz, pouvait étre utilisé pour protéger les produits
de I'air, et augmenter leur durée de vie. Avec ce matériau débute l'essor industriel de la cuisson
sous vide (GOUSSAULT, 1988).

Avec les progrés techniques et scientifiques, avec I'évolution des habitudes culinaires et
des golits des consommateurs, qui souhaitent consacrer moins de temps a la cuisine, la
technique de conditionnement sous vide s'est considérablement développée au cours de ces 10
derniéres années, libérant ainsi lindividu d'une partie des contraintes alimentaires. Cette
technique apporte méme, selon GOUSSAULT (1988) un enrichissement a la palette des gofits.
Les produits cuits sous vide acquiérent une force gustative qui ne leur était pas coutumiére, et
que révélait a peine I'ancétre de cette technique, la cuisson en papillotte.

Depuis plusieurs années, les plats cuisinés a l'avance sont destinés, soit a la
consommation familiale, soit a la restauration collective. On assiste depuis quelques années a
une nouvelle évolution avec l'apparition de la cuisine d'assemblage qui consiste, pour les
restaurants, a recevoir séparément les différents composants des plats principaux sous forme
pré-cuite, éventuellement déja portionnés et conditionnés sous vide (ROSSET et al., 1986).

Dans son principe, la cuisson sous vide consiste en un traitement thermique modéré (65
a 100°C) effectué aprés conditionnement des produits frais ou crus dans des sachets



thermorésistants. La cuisson seffectue en milieu humide et a pression atmosphérique, de
maniére a détruire la quasi-totalité des formes végétatives des micro-organismes contaminants.

La cuisson sous vide est un procédé qui permet de conserver pendant une période
déterminée (6, 15, 21 jours, ou méme davantage) des plats cuisinés frais qui ont été préparés
puis conditionnés sous vide avant cuisson. En effet, I'emballage préalable assure la protection
du produit contre les contaminations extérieures, les effets de l'oxydation et les pertes d'eau. Il
faut donc nettement distinguer ce procédé du conditionnement sous vide, pour lequel la
cuisson s'effectue préalablement a la mise sous vide.

Enfin, sur le plan microbiologique, la cuisson dans I'emballage évite les contaminations
apres cuisson et permet de mieux maitriser la conservation des produits.

Il est nécessaire que l'hygiéne soit respectée tout au long des différentes étapes de
préparation des produits. Il faut une liaison constante entre chaque opération, sans rupture
brutale des températures. Il ne faut jamais oublier que méme si I'on respecte les températures a
tous les niveaux, une mauvaise hygiéne au départ peut entrainer des risques, car le vide ne
supprime pas la contamination initiale des denrées. Les produits bruts doivent donc étre d'une
extréme fraicheur et d'une qualité bactériologique parfaite.

Par ailleurs, les produits doivent étre conservés le minimum de temps avant cuisson, et
cette cuisson doit se dérouler immédiatement apreés la mise sous vide.

Les normes d'hygiéne portent également sur la propreté des locaux, des matériels
utilisés et du personnel (arrété du 26 juin 74, concernant la préparation, la conservation, la
distribution et la vente des plats cuisinés a l'avance).

Le procédé dit "cuisson sous vide" est une technique qui s'applique essentiellement a
lindustrie de la viande, du poisson frais, des charcuteries et en particulier du jambon cuit
(RT.V.A, 1983). Elle est encore peu utilisée pour les plats a base de produits de la mer et
spécialement de poisson, dont on sait qu'il fait partie des denrées alimentaires les plus fragiles
et les plus périssables, ceci étant dii au fait qu'il s'agit d'un produit trés hydraté renfermant en
outre un taux important d'azote non protéique (MALLE, 1992).

Il y a encore quelques années, en raison des difficultés de conservation du poisson et
des risque d'altération des qualités organoleptiques et bactériologiques des plats a durée de
conservation limitée, on ne trouvait le poisson sous vide que non cuisiné, ou bien sous forme
surgelée a des températures voisines de -20°C, mais surtout sous forme de conserves en boite
pour les conservations de longue durée. On assiste toutefois depuis quelque années a l'arrivée
sur le marché d'autres formes de commercialisation du poisson, et notamment de plats préparés
grice aux techniques de pasteurisation (cuisson qui consiste a détruire la presque totalité des
formes végétatives). (Note de service du 31 Mai 1988 N° 8106 et annexes, Doc. N° 2)
(Annexe III)



La cuisson sous vide présente de nombreux avantages : cependant, si la technologie est
mal maitrisée, notamment si le baréme de cuisson est insuffisant et si les conditions de
conservation ne sont pas respectées, des risques de développement de bactéries dangereuses
pour le consommateur ou de bactéries d'altération rendant les aliments impropres a la
consommation sont toujours a craindre.

Les barémes de cuisson sous vide actuellement utilisés dans l'industrie sont définis de
maniére empirique et peuvent étre trés différents : certains industriels cuisent a des
températures a coeur faibles, de l'ordre de 65°C, afin de préserver les qualités gusfatives du
poisson, alors que d'autres travaillent a des températures a coeur élevées, de l'ordre de 85°C,
afin de ne prendre aucun risque sur le plan microbiologique. Des barémes ont été définis sur le
plan réglementaire (note de service du 31 mai 1988 de la Direction Générale de
I'Alimentation), mais ils sont généraux et ne prennent pas en compte les caractéres spécifiques
de chaque produit.

Dans cette étude, on a essentiellement tenu compte des aspects microbiologiques: on a
cherché a déterminer l'influence des paramétres physico-chimiques (température et pH) sur les
bactéries isolées aprés pasteurisation de plats a base de poisson, on a ensuite déterming les
valeurs pasteurisatrices minimales a appliquer pour détruire les formes végétatives des
bactéries en proportion suffisante. Le comportement des bactéries thermorésistantes au cours
de la conservation a ensuite été étudié en appliquant un traitement standard. On s'est enfin
intéressé a I'état physiologique des bactéries aprés un traitement thermique.
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PARTIE 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Les bactéries contaminant les plats cuisinés sous vide & base de produits de la mer
constituent un groupe écologique particulier. Elles appartiennent surtout aux micro-organismes
aérobies psychrotrophes genre Pseudomonas, Vibrio...(HOBBS et HODGKISS,1982;
KIMURA, 1991). On trouve aussi des micro-organismes anaérobies sulfito-réducteurs (formes
végétatives et spores) comme le genre Clostridium (LECLERC,1975), mais également des
micro-organismes pathogénes comme Staphylococcus aureus (ABGRALL, 1988 et
McMEEKIN, 1992) et Yersinia enterocolitica (KENDALL et GILBERT, 1979, MULAK,
1990). Leur originalité tient a leur faculté de résister a certains facteurs : au temps et a la
température de cuisson (environ 65°C) mais surtout aux conditions du milieu aprés cuisson
(manque d'oxygene, température de stockage). Dans de nombreux plats, ces micro-organismes
pathogenes interviennent dans le phénoméne de toxi-infection; certains auteurs (HOBBS et
GILBERT, 1974) ont montré que le risque de toxi-infections alimentaires pouvait apparaitre
pour des populations variant de 10 & 109 par gramme pour Staphylococcus aureus et de 10
4103 par gramme pour Clostridium perfringens. Ces bactéries pathogenes sont présentes dans
les locaux en nombres et en espéces variables selon les conditions de milieu. On note
cependant qu'au début de la préparation, l'activité des bactéries est réduite car leur nombre est
faible.

LEBERT et ROSSET, 1974, ont donné les différents cheminements possibles pour les
plats cuisinés a l'avance aprés cuisson. Ils sont schématisés sur le tableau 1.1 ci-aprés, qui
précise les normes de cuisson et de conservation. Ces normes sont également applicables aux
produits cuits sous vide.

En fin de cuisson, le plat est donc, soit au moins & 65°C (liaison chaude), soit stocké et
transporté a des températures comprises entre 0 et 3°C (liaison réfrigérée), soit soumis a un
refroidissement rapide jusqu'a une température égale ou inférieure a -18°C (liaison surgelée)
(GAUTHIER R. 1989). Le froid ne tue pas les microbes; il ne fait qu'inhiber leur
développement, mais chaque bactérie, chaque moisissure ou chaque levure reprend vie, se
multiplie et sécréte sa toxine dés que la température dépasse la valeur a laquelle a débuté la
mise en sommeil.



Tableaun® L1 : LA REGLEMENTATION CONCERNANT LES PLATS CUISINES A LAVANCE.

(Circuits et traitements thermiques subis par l'aliment depuis sa production jusqu'a sa consommation)

(Arréte du 26 Juin 1974)

Lieu d'Abattage, de Péche, de Cueillette

=

PRODUITS BRUTS v
STOCKAGE STOCKAGE
PRODUITS TRANSFORMES
STOCKAGE
A) RESTAURATION STOCKAGE
TRADITIONNELLE L L
e — CUISINE CENTRALE __ [
CUISSON
I REPAS consommés le jour I REPAS consommés le jour
de leur préparation de leur préparation

B) RESTAURATION DIFFEREE : il y a transport de plats cuisinés

a) dans 'ESPACE

a) dans 'ESPACE et dans le TEMPS

-

L

Y

Le méme jour

moins de 6 jours aprés

X mois apres

<9a12mois

LIAISON REFRIGEREE
LIAISON CHAUDE — — LIAISON SURGELEE
mise en récipient efroidissement rap: Refroidissement rapide
4 température Ia plus Abaissement T°C <+10°C Abais:elm:m ,Fgc ‘2"_1 8°C
Elevée possible (80°¢ env.) en moins de 2 heures ( le passage 3 <+10 sc faisant
T 1] en moins de 4h 30 )
STOCKAGE entre 0 et +3°C R
STOCKAGE < -18°C
TRANS,
mgiEORT T°> +65°C T°0 a+3°C To<-18°C
isotherme
Selon fréquence et heure de Selon fréquence livraison
livraison STOCKAGE 0 3 +3°C STOCKAGE a - 18°C
_ CUISINE MAINTIEN REMONTEE en moins 1 h DECONGELATION et
3 R REMONTEE IMMEDIATE
1ERMINALE 3T >+65°C aTe> +65°C en moins tha T°> + 65°C
Salles 2 manger

satellites

Consommation immédiate aprés remise en température

Régle

:

AUCUN RESTE conservé. TOUT DETRUIT sauf

—

1 este noble (r6ti) : 24 h 4 0 + 3°C
échantillons plats : 36 h 4 0 + 3°C
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L- LA REGLEMENTATION DES PLATS CUISINES A L'AVANCE SOQUS VIDE,
CRITERES BACTERIOLOGIQUES

En France, les critéres d'appréciation de I'état hygiénique des plats cuisinés a l'avance
sous vide sont réglementés par de nombreux textes officiels (Annexe I)

Les groupes microbiens étudiés ont été retenus sur certains criteres :

- soit a cause du danger particulier, sur le plan médical, des bactéries présumées
pathogenes : Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,

- soit a cause de leur intérét d'indicateur : Enterococcus faecalis,
- soit pour la facilité de leur caractérisation : bactéries mésophiles ou flore microbienne

totale : Pseudomonas paucimobilis, Micrococcus varians,

Les opérations de préparation et de cuisson sont réglementées par l'arrété du 26 Juin
1974 et la note de service du 31 Mai 1988 relatifs aux plats cuisinés a 'avance (Annexes II et
).

Un plat est reconnu propre & la consommation s'il correspond aux critéres
microbiologiques suivants (Article 3 du décret n® 71-636 du 21 juillet 1971) :

Bactéries pathogénes

Salmonella absence dans 25 g de produit.
Staphylocoques
présumés pathogénes moins de 100 bactéries au gramme (0 dans 1cg).

Bactéries témoins de contamination fécale

Coliformes moins de 1000 bactéries au gramme de produit.
(moins de 100 dans 1 dg)

Escherichia coli moins de 10 bactéries au gramme. (0 dans 1 dg)

Anaérobies sulfito-réducteurs ~ moins de 30 bactéries au gramme de produit.
(formes végétatives + spores)
(incubation & 46°C)
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Bactéries aérobies a 30°C au plus 300 000 bactéries au gramme de produit.

(30-32°C, 72h)

IL.- FLORE BACTERIENNE CARACTERISTIQUE DES PRODUITS DE LA

MER

Les poissons, les crustacés et les mollusques sont parmi les produits alimentaires les
plus périssables. Cela est dii au fait qu'ils contiennent plus d'eau que la viande, plus de
composés azotés non protéiques, et un pH élevé, entre 6,1 et 6,9 selon les especes, alors qu'il
est de I'ordre de 5,5 chez les mammiféres (SAINCLIVIER, 1983).

Les premiers changements survenant aprés la mort sont dus aux enzymes tissulaires et
digestives (SAINCLIVIER, 1983). Les produits issus de l'action enzymatique constituent les
premiers substrats de la croissance bactérienne, essentiellement responsable de la dégradation
du poisson.

L'altération, qui commence dés la mort, est un processus complexe mettant en jeu des
phénomenes physiques, chimiques et bactériologiques, et plusieurs approches peuvent étre
envisagées pour évaluer le niveau de l'altération : sensorielle, chimique ou microbiologique.

Le controle de la qualité des produits de la mer est focalisé sur la qualité
microbiologique des produits, dont I'évaluation est le critére officiel essentiellement utilisé pour
déterminer le degré de l'altération alimentaire. Ce critére permet aussi d'apprécier I'état sain
d'un produit et son inocuité pour le consommateur. L'analyse sensorielle est aussi utilisée, mais
toutefois difficile a interpréter (EINARSSON, 1991, PEDROSA-MENABRITO, 1990).
L'utilisation de la méthode chimique ne connait pas un grand essor, elle n'est pas généralisée et
reste limitée au niveau des laboratoires de recherche : les travaux de HOLLINGWORTH et al.,
1991; YAMANAKA, 1990 et MALLE, 1992, ont montré que cette méthode est efficace pour
apprécier la qualité des produits de la mer, notamment la fraicheur des poissons.

D'aprés I'étude bibliographique, ce sont les micro-organismes qui sont les principaux
responsables de l'altération des produits de la mer (LISTON, 1982). Les muscles des poissons
marins vivants sont normalement stériles (PROCTOR, NICKERSON, 1935, et SHEWAN,
1962). SHEWAN, 1977 a d'ailleurs montré qu'un muscle prélevé stérilement et maintenu a 0°C
se conserve plus de 6 semaines sans modification organoleptique détectable. Mais dés la mort,
les muscles sont le siége d'un processus d'altération rapide sous l'action principale des micro-
organismes (LISTON, 1982). Le probléme primordial est donc bien la qualité microbiologique
des produits de la mer.

Les crustaces et les mollusques s'altérent plus rapidement que le poisson, du fait de leur
taille qui est généralement plus petite que celle des poissons : en effet, ils ne sont pas eviscérés
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apres la capture, ils sont donc rapidement soumis & une autolyse enzymatique, et ils sont plus
riches en acides aminés, ce qui favorise le développement bactérien (EARLY et STROUD
1982).

1.- Localisation des bactéries

Les bactéries se localisent au niveau des parties de l'animal qui sont en contact

permanent avec le milieu environnant.

L'évolution de I'animal dans son milieu naturel permet aux bactéries de s'adsorber sur la
peau, d'envahir les branchies, les tractus intestinaux, et donc de se trouver dans les parties du
corps en contact avec l'eau.

Les dénombrements effectués par SHEWAN, 1962, montrent que les zones de
contamination hébergent une flore plus ou moins abondante, allant de 102 a 105 bactéries/cm?
au niveau de la peau, de 103 a 107 bactéries/cm? au niveau des branchies et de 103 a2 108
bactéries/cm? au niveau de la surface intestinale.

A la mort de I'animal, les bactéries envahissent le muscle a partir des branchies, de la
peau et des intestins (SHEWAN, 1971) et cela aprés une phase de latence de 3 a 4 jours a 0°C
(SHEWAN, 1962).

LISTON, 1980, a noté que l'essentiel de I'activité bactérienne est localisée en surface et,

d'une maniére générale, que les bactéries pénétrent plus vite dans les filets que dans le poisson
entier. '

2.- Microflore et environnement

La flore bactérienne des produits de la mer refléte celle de I'environnement dans lequel
ils vivent (SHEWAN, HORSLEY, 1977) et I'on trouve approximativement dans le poisson les
espéces bactériennes identifiées dans les eaux (SAINCLIVIER, 1983), elle dépend de la
température, qui est liée a la zone de péche, mais aussi de la salinité, de la concentration en
oxygeéne dissout et du pH (HORSLEY, 1977).

Dans les eaux froides ou tempérées (0°C a 15°C : Mer du Nord, Norvége et Canada),
la flore se trouvant a la surface du poisson et en contact avec l'eau est essentiellement dominée
par les bactéries psychrotrophes, Gram négatif, aérobies strictes ou aérobies-anaérobies
appartenant aux genres : Pseudomonas, Moraxella / Acinetobacter, Flavobacterium /
Cytophaga et Vibrio (GEORGALA, 1957, HOBBS et HODGKISS, 1982).

SHEWAN, 1971, a effectué une étude comparative de la flore bactérienne du poisson
frais de la Mer du Nord de l'année 1960 et de l'année 1970, il a constaté que certaines bactéries
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voient leur pourcentage augmenter : c'est le cas des Pseudomonas, qui passent de 16 % a 22
%, et des Moraxella / Acinetobacter, qui passent de 23 % a 41 %, alors que d'autres especes
voient leur pourcentage baisser comme les Flavobacterium / Cytophaga, qui passent de 27 %
a 10 %, et les Micrococcus, qui passent de 4 % a 1 %.

La flore intestinale dépend du mode de nutrition (HUSS, 1988) : elle est constituée de
bactéries mésophiles 4 Gram négatif, contient des aéro-anaérobies facultatives appartenant aux
genres :Vibrio, Photobacterium, Shigella, Aeromonas et Escherichia (SHEWAN, 1977). Elle
comprend aussi quelques bactéries aérobies strictes comme les Pseudomonas, qui sont
capables de se multiplier également dans des conditions d'anaérobiose, et par conséquent dans
un muscle au moment de l'altération, en fournissant elles-mémes l'oxygéne, par le biais de la
dénitrification ou par la réduction de l'oxyde de triméthylamine (SKOVGAARD, 1979).

Sur les poissons péchés dans les eaux tiédes (20°C a 30°C : océans Indien, Pacifique et
quelques eaux australiennes), ce sont principalement des Gram positifs mésophiles qui
prédominent, appartenant aux genres Micrococcus, Bacillus et bactéries Corynéformes
(GILLESPIE, 1975; SHETTY, 1990).

Chez les poissons des zones tropicales, ces genres sont parfois dominants et la flore
totale est essentiellement mésophile.

Dans les poissons des eaux chaudes (Inde, cotes sud d'Afrique, Australie...) le
pourcentage de mésophiles (Bacillus, Micrococcus et Coryneformes) est plus élevé.

La flore dominante du poisson péché dans les eaux d'Australie correspond au genre
Micrococcus (GILLESPIE et MACREE, 1975).

3.- Microflore dominante dans les produits transformés

Au cours de sa transformation, le poisson subit une nouvelle contamination, constituée
essentiellement de bactéries mésophiles : Enterococcus, Staphytococcus, Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica .. (SHEWAN , 1971), et de bactéries psychrotrophes apportées par les
eaux de ringage.

Apres préparation des plats cuisinés sous vide et stockage dans les réfrigérateurs, les
bactéries psychrotrophes dominées par le genre Pseudomonas peuvent se développer suivant
une croissance logarithmique, aprés une phase de latence plus ou moins longue selon I'état de
choc des bactéries, leur nombre, et la température de conservation. Ces bactéries sont
responsables des odeurs d'ammoniac et de sulfure. Leur croissance est positive a - 5°C/ - 6°C
et leur temps de génération est de 10 a 30 heures a 0°C (SHEWAN et MURRAU, 1979).
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L'ensemencement de fragments de muscles, prélevés stérilement, par des cultures pures
de bactéries, isolées de poisson altéré, a permis de déterminer les especes bactériennes les plus
actives, ainsi que les substrats utilisés et les métabolites produits. |

Les
caractéristiques des produits altérés ne représentent qu'environ 10% de la flore totale de
contamination (ADAMS et al,1964). Les travaux de VAN SPREEKENS, 1977, cités par
LISTON, 1980, confirment que les bactéries impliquées dans ces phénomenes sont les

bactéries d'altération responsables des odeurs et des flaveurs

Pseudomonas. Leur action se traduit par la formation de métabolites, souvent a l'origine de
l'apparition des mauvaises odeurs.

Quantitativement, I'évolution de la flore est caractérisée par la dominance des
Pseudomonas / Acinetobacter et Flavobacterium (LISTON,1980). Le tableau 1.2 illustre cette
évolution.

Durée du Flore aérobie Pseudomonas | Alteromonas Moraxella / Flavobacterium | Coryneformes Brochotryx
stockage mésophyle spp putrefaciens | 4 inosobacter % % thermophacta
(jours) (em® ,25°C) % % % %o

0 42104 26,2 0,6 13,8 53,1 55

2 6,9 104 75,2 3.6 12,4 8,8

5 50103 100,0

8 1,4107 | 100,0

11 8,8 107 91,6 0,8 7.6

Tableau 1.2 : Evolution de la flore microbienne de steaks d'espadon (Xiphias gladius),
conditionnés sous air et stockés a 3,5°C (LANNELONGUE et col., 1982)

La dominance des Pseudomonas s'explique par leur aptitude a croitre aux températures
de réfrigération (temps de génération de l'ordre de 10 a 20 heures a 0°C) et par leur capacité
d'utiliser des constituants de la chair, notamment des composés azotés non protéiques
(LISTON, 1980) dont le catabolisme génére des composés chimiques d'altération.

4 - Altération microbienne des produits de la mer

Chez les poissons, la grande variabilité de la composition du muscle est a prendre en
considération lors d'une altération. Celle-ci est variable d'une espéce a l'autre selon la taille, la
saison (OGUNSUA,1990), et chez un méme individu, elle varie selon les muscles, l'dge, le
cycle sexuel, l'alimentation, et I'environnement.
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a.- La composition des muscles est en relation avec leurs fonctions :

-Les muscles "rouges", qui interviennent dans la locomotion des poissons,
contiennent plus de lipides et moins de protéines que les muscles blancs.

-L'évolution sexuelle cyclique a un impact important sur la composition des
muscles : ainsi, chez les Téléostéens, par suite de l'utilisation des réserves lors de la croissance
des gonades et en période de jeline plus ou moins complet lié a la ponte, les lipides atteignent
leur seuil minimal.

-Lorsque l'alimentation est abondante, il y a une augmentation de la teneur en
protéines du tissu musculaire, suivie d'une augmentation de la teneur en lipides.

La dégradation des tissus musculaires des poissons s'effectue selon des réactions de
glycolyse, de lipolyse et de protéolyse. Les métabolites les plus anciennement identifiés sont les
amines volatiles appelées azote basique volatil total (ABVT). Elles résultent du catabolisme
des protéines d'une part, et d'autre part de la réduction de l'oxyde de Triméthylamine (TMAQO)
en Triméthylamine (TMA).

b.- Le catabolisme des protéines constitue la phase primordiale. Les protéines sont
hydrolysées en polypeptides et en peptides, puis en amino-acides libres dont la quantité totale
augmente dans le muscle, et ces amino-acides libres sont métabolisés selon 2 voies principales :
des décarboxylations conduisant a la formation d'amines dont certaines sont volatiles, et des
désaminations entrainant la production d'ammoniac. Mais une faible production d'ammoniac
peut aussi résulter de l'autolyse, qui augmente trés rapidement avec l'activité bactérienne
(SOUDAN et al. 1965, SAINCLIVIER, 1983).

c.- Les espéces de Pseudomonas sont les principales responsables de la dégradation des
acides aminés, qui provoque l'augmentation superficielle du pH. La réduction de l'oxyde de
triméthylamine en triméthylamine est une réaction d'altération bactérienne et il y a une relation
entre le développement de la population bactérienne et la production de TMA (BEATTY et
GIBBONS, 1937).

De nombreux micro-organismes sont capables de réduire TMAO en TMA lorsque
l'oxygéne vient & manquer, vers le sixiéme jour de la conservation (SAINCLIVIER, 1983).
Sous l'action d'un enzyme bactérien, le TMAOQ est activé pour étre par la suite réduit par de
nombreuses deshydrogénases des cellules bactériennes (TARR, 1939); l'enzyme permet
l'oxydation des acides lactique ou pyruvique ou des glucides musculaires; le produit de la
réaction (hydrogene) est cédé au TMAO. Grace a cette réaction, les micro-organismes non
fermentatifs peuvent se développer dans les tissus en condition micro-aérophile, voire
anaérobie, (Hobbs, 1982). Ils subissent de maniére déterminante linfluence du pH et du
substrat et la réaction se fait entre le pH 6,0 et le pH 8,0 avec un optimum entre 7,2 et 7,4.
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Le dosage de TMA est souvent effectué pour évaluer I'état de fraicheur des poissons
(CONWAY 1962, MALLE et al. 1986/87, EINARSOON, 1991), le poisson étant jugé
inconsommable a un taux de 15 mg de TMA / 100g de chair (SAINCLIVIER, 1983). Le
dosage de TMA chez les poissons qui s'acidifient rapidement aprés la mort (thonidés) ou qui
s'alcalinisent (groupe des raies et requins) n'est pas représentatif de l'altération.

D'autres métabolites en petite quantité proviennent également de l'altération
bactérienne: diméthylamine (DMA) et monométhylamine (MMA) (DYER et MOUNSEY,
1945). Ces métabolites sont produits a des températures négatives (CASTELL et al 1973).

d.- La monométhylamine, la diméthylamine, la triméthylamine et I'ammoniac (NH3)
sont des composés azotés présentant en commun la basicité et la volatilité. Ce sont des
éléments de l'azote basique volatil total (ABVT) dont la TMA et le NH3 forment la part
essentielle. La plupart d'entre eux sont responsables du développement d'odeurs putrides.

Outre la production d'amines volatiles, il y a production d'amines biogénes
correspondant aux amines non volatiles telles que la putrescine, la cadavérine, I'histamine, la
spermine, la spermidine, la tyramine, qui proviennent de la décarboxylation des acides aminés
par les enzymes microbiens et tissulaires (RAGUENES, 1988; ABABOUCH et al., 1991).

L'augmentation de la concentration en amines biogénes traduit le développement
microbien, qui est le facteur essentiel dans le processus d'altération du poisson, et peut donc
permettre I'évaluation de la fraicheur du poisson (GOUYGOU et al, 1989, OKUZUMI, 1990).

Sur le plan organoleptique, les composés les plus importants sont les composés sulfurés
volatiles : sulfure d'hydrogéne H5S, diméthyl sulfure (CH3),S, méthyl mercaptan CH3SH,
produits a partir des acides aminés soufrés : cystéine, cystine et méthionine (SHEWAN, 1976).
Les seuils d'apparition des odeurs sulfurées sont trés faibles : 40 p.p.b pour HsS, 0,5 p.p.b
pour (CH3)>S et 0,05 p.p.b pour CH3SH (HERBERT, 1975, SHEWAN, 1977).

Ces odeurs sont essentiellement produites par les Pseudomonas des groupes III et IV
type putrefaciens (classification de SHEWAN et col,, 1960) et occasionnellement par P.
fluorescens et P. fragi (HERBERT 1975). Pseudomonas fragi serait également responsable de
l'apparition d'odeurs fruitées du fait de la dégradation de certains amino-acides (glycine,
leucine, et sérine) en esters d'acides gras (SHEWAN 1977).

Les bactéries les plus actives dans la dégradation sont les Pseudomonas (OKUZUMI,
1990) et plus particuliérement genre Shewanella (HOBBS 1983, SHEWAN 1971).
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II1.- EVOLUTION DES BACTERIES DANS LES PRODUITS DE LA MER

Plusieurs €éléments connus depuis longtemps influencent le développement de la flore
bactérienne des plats a base de produits de mer. Il s'agit entre autres de l'activité de I'eau, de
l'oxygéne, du pH, de la température : dans ce travail, on s'intéressera surtout a ces deux
derniers facteurs.

A.- Paramétres influencant le développement des micro-organismes

1.- Influence de I'activité de l'eau (ay,)

P —L'eau est utilisée pour la’ cfmssaﬂeeJama}oma«des«pfodUIts fraxs ont une actmté de >
;"'l'eau de 0,970 a 0,996 (JAY, 1986); {1e poisson a une aw "de 0,990 - O 994 (CHIRIFE et al.,

RS

1982). Cet intervalle est favorable au développement bactérien.

Tout abaissement de l'ay, affecte le taux de croissance bacterlen la art des
W JLP

bactéries ont un taux optimum autour de 0,990 a 0,995 //Pour des valeurs plus basses la
f cr01ssance est ralentrewa;ris*lﬂfmphﬂvcdccus aureus a un taux de croissance réduit a 10% de
son maximum pour une ayy, de 0,900 (BEUCHAT, 1983). o
La diminution de l'a,, entraine un g*phenomep:ei“f(ie p;!as‘rrrlolysew de )}a_mg@llui‘éf)
Staphylococcus aureus perd 50% de son eau intracellulaire quan& yl;av:, qp‘asse de 0,995 a 0,950
(KOUJIMA, 1978). Ce phénomeéne diminue ou arréte la croissance des micro-organismes par
i»r;}llibitionfde»lVactiszité.enzymatiqué. S - o

2.- Incidence du pH

dlﬁ’erentes formes, malsi exerce un effet propre sur les bactenyﬁ; bactenes se développent \
/,_/sur ‘des milieux dont le pH varie de 4,5 4 9 (Tableau 1.3), mais avec un optimum de 6,54 7,5 |
' (JAY, 1986, CARLIER, 1983). Le pH limite inférieure de croissance des bactéries est de )

l'ordre de 4,1 et dépend des autres constituants. Au dela de ce pH la duree de la phase de”

\\latence de la culture dlrmnue

Le pH influe sur les réactions chimiques et biochimiques, et par conséquent sur les
micro-organismes : les bactéries acétiques ou lactiques se développent a des pH faibles
(inférieurs a 3,5 ) contrairement aux bactéries de contamination favorisées dans les plats moins
acides. Les travaux de MAGRINI et al., 1983, montrent que Staphylococcus aureus résiste a

_diminution de ce paramétre de 6 & 5,4; par conséquent,(t @ute baisse de pH diminue le nombr
R

des pH de l'ordre de 4,2, mais ils observent une forte réduction de la croissance Jﬂul-ﬂi;

/

e

\de bactenes*
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Minimum Optimum Maximum
Bactéries en général 3,2 6,5-7,5 11
Bactéries acétiques 4,0 54-6,3 9,2
Bactéries lactiques 3,2 55-6,5 10,5
Pseudomonas 5,6 6,6-7,0 7,0
Entérobactéries 5,6 6,5-17,5 9,0
Staphylococcus 4,2 68-7,5 9,3
Clostridium 4,6-5,0 9
Bacillus 5-6 6,8-17,5 94-10

Tableau 1.3 : pH limites de croissance de quelques micro-organismes

(d'apres JAY, 1986, CARLIER, 1983)

Le pH oniente le métabolisme (MESCLE, ZUCCA,1989):

-Aux pH acides, les ions magnésium forment des complexes insolubles; aux pH
basiques ce sont le zinc, le calcium et les ions ferriques qui sont complexés. Sous cette forme,
ces ions indispensables comme cofacteurs d'enzymes sont difficilement utilisables.

-Le pH peut aussi agir sur la perméabilité membranaire en affectant les
variations en ions H' et OH-. En milieu acide, les perméases cationiques sont saturées en ions
hydrogéne, ce qui limite le transfert des cations indispensables. En milieu alcalin ce sont les
ions hydroxydes qui saturent la membrane, empéchant le transfert des anions indispensables.

-Enfin toute variation du pH cytoplasmique va entrainer un ralentissement de
l'activité enzymatique et de la croissance.

Le pH de la chair de poisson est en général plus élevé que celui de la viande
(BANWART, 1981; JAY, 1986). Cette différence est due en partie a l'épuisement des réserves
de glycogene lors de la capture, pendant laquelle le poisson se débat. Pendant la conservation,
le pH a tendance & augmenter par libération de NH3 et d'amines diverses. Ce phénomeéne est

bien sir lié a la nature de la chair du poisson et aux micro-organismes putrifiants qui se
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développent; on reviendra sur ce phénoméne dans les résultats de croissance.

On note par ailleurs que le pH des crustacés est généralement plus élevé que celui des
poissons : 6,8 & 7,4 pour le crabe et 7,1 a 8,2 pour les crevettes (BANWART, 1981).

L'utilisation des bactéries lactiques représente une méthode biologique de préservation
des aliments par la capacité de ces bactéries d'inhiber la flore d'altération. Les effets inhibiteurs
sont attribués a la baisse du pH, ainsi qu'a la production de peroxyde dhydrogene et de
bactériocines (HANNA, 1980; GILLIAN, 1975; BREMER, 1983)

Toutefois, les ferments lactiques ne survivent que peu de temps dans les produits
marins stockés a basse température; les essais de préservation de produits utilisant des
ferments lactiques n'ont pas donné de résultats encourageants. En effet, BAMA, 1985, a
constaté que Lactobacillus brevis et Lactobacillus plantarum diminuent rapidement sur la
chair de poisson aprés trois jours de stockage au froid. Mais on utilise comme additifs les
~acides lactique et acétique, dont l'activité antibactérienne est assez large (INGRAM, 1989,
ARYANTA, 1991; SHEPENS, 1991).

3.- Influence de la température

La température est l'un des facteurs les plus importants agissant sur le développement
des micro-organismes (CHANDRASEKHARAN et al,, 1991) et a une application presque
generahsee dans la conservation des prodults frals comme des produits congelés.

\\\\\\ e T T

~ La plupart des micro- orgamsmes peuvent croitre a des températures plus ou moins
_ ~proches de la température ambiante (supérieure ou égale a 20°C); mais d'une fagon générale,
' les cellules bactériennes peuvent proliférer & des températures comprises entre - 18°C et 90°C.  /
A cemsvy/al’e/urs‘extremes la croissance est lnmtee mais l'activité métabolique peut €tre detectecf

Ainsi, chez Pseudomonas ﬁ-ag1, une activité llpas1que a été mise en évidence apres 4 jours
d'incubation a - 7°C, aprés 7 jours a - 18°C et méme apres 21 jours a - 29°C.

- La majorité de la flore de contamination des denrées réfrigérées est psychrotrophe.
Les psychrotrophes et les psychrophiles peuvent se développer a des températures faibles
proche de 1°C et sont caractérisés par un métabolisme lent (STANFIELD et al., 1985). Leur
vitesse de croissance lente leur permet d'envahir les milieux alimentaires en 1 a 3 semaines,
avec un temps de génération de l'ordre de 24 h a 0°C. La plupart sont sans effet, mais quelques
uns sont pathogénes.

- Les bactéries mésophiles sont par contre décelées dans les aliments conservés a
température ambiante, ou dans les aliments réfrigérés lorsque la chaine du froid a été rompue.
Leur taux de croissance est élevé et la durée de prolifération relativement courte. C'est surtout
dans ce groupe que l'on trouve les espéces pathogénes pour 'homme et I'animal.
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- Le dernier groupe est constitué des bactéries thermophiles, qui sont capables de se
développer a des température allant de + 45°C a 65°C. Leur taux de croissance est tres €leve,
leur durée de croissance est courte et elles sont susceptibles de se développer a des
températures élevées.

La connaissance de ces facteurs a permis de développer des matériels de préparation de
plats cuisinés sous vide. La température de conservation, par exemple, doit étre maintenue a
une valeur de l'ordre de 3°C favorable a la non-multiplication bactérienne.

4 .- Autres facteurs

Y Certains aliments contiennent naturellement des substances antimicrobiennes, c'est le ﬁ

cas du lysozyme de blanc d'oeuf qui hydrolyse la paroi des cellules bactériennes. /

Parfois l'utilisation de certaines substances permet de stabiliser un aliment et d'empécher
la prolifération microbienne (MESCLE et ZUCCA, 1989; CURRAN et al.,, 1990). Parmi les
additifs utilisés pour empécher la prolifération des bactéries, on utilise de nombreuse molécules
telles que les citrates, les butylhydroxyanisols, le butylhydroxytoluéne ou la nisine. TAYLOR
et al., 1990, rapportent dans leurs travaux que la nisine agit sur Clostridium botulinum E. et
retarde I'apparition de la toxine.

r" e

Enfin les emballages des plats cuisinés sous vide empéchent tout échange avec le milieu
extérieur, mais la flore aérobie de contamination est capable de se multiplier en condition
d'anaérobiose en utilisant d'autres voies métaboliques (NOTTINGHAM, 1982).

Les produits cuits sous vide se conservent d'autant mieux que I'étanchéité de
I'emballage est bonne, car le fait de réduire la pression partielle en oxygéne au contact des
aliments exerce une action inhibitrice sur la microflore d'altération. VALIN et LACOURT,
1980, dans leur travaux sur la croissance de la flore totale de steaks hachés conservés a + 6°C
et conditionnés soit sous film perméable, soit sous vide, ont constaté que 1'évolution de la flore
totale est beaucoup plus importante lorsque le conditionnement est fait sous film perméable : le
temps de latence est de seulement 1 jour et la population finale atteint 1010 bactéries / cm?2.
Par contre, la conservation sous vide met en évidence un temps de latence de 3 jours et une
population finale inférieure & 109 bactéries / cm2. En effet, l'oxygéne qui subsiste 4 l'intérieur
de l'emballage aprés conditionnement est progressivement consommé par les phénomeénes
respiratoires tissulaires et bactériens (NOTTINGHAM, 1982) et remplacé par du gaz
carbonique. L'association de ces deux effets (disparition de l'oxygéne et accumulation de gaz
carbonique) est responsable de l'inhibition de la flore aérobie d'altération.

L'inhibition des bactéries aérobies de surface par un conditionnement sous vide se
traduit par une augmentation de leur phase de latence, une diminution de leur vitesse de
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multiplication et une diminution de leur densité maximale. Cette inhibition résulte de l'action
simultanée de la disparition de l'oxygéne et de l'accumulation de gaz carbonique. Le gaz
carbonique semblerait agir sur les membranes cellulaires en modifiant leur propriétés. Cette
action est a rapprocher de l'action de certains gaz anesthésiques qui se fixent dans les zones
hydrophobes des membranes cellulaires et provoquent leur gonflement, s'opposant ainsi a
'absorption des substrats.

Il semblerait que la faible disponibilité en oxygéne soit le principal facteur inhibiteur
(NEWTON et RIGG, 1979). NOTTINGHAM (1982) confirme que si le gaz carbonique
ralentit la multiplication des Pseudomonas, leur inhibition totale suppose I'élimination de la
quasi-totalité de l'oxygéne.

L'utilisation de pellicules relativement peu perméables provoque une multiplication
lente des Pseudomonas. On observe une attaque des substrats protéiques et 'apparition de la
putréfaction lorsque le nombre de Pseudomonas atteint 100 bactéries / cm?2 alors qu'en
aérobiose, il faut atteindre 108 bactéries / cm2 pour observer ce type d'altération. Cette
différence peut s'expliquer par plusieurs facteurs :

- l'anaérobiose favorise la multiplication des Lactobacilles et d'autres bactéries
fermentaires qui utilisent le glucose : en l'absence de glucose, les Pseudomonas utilisent les
acides aminés.

- le fait que les Pseudomonas se multiplient a vitesse réduite en raison de la basse
pression en oxygéne supprime vraisemblablement le phénoméne de répression catabolique et
permet l'utilisation des acides aminés en présence du glucose (NEWTON et RIGG, 1979,
NOTTINGHAM, 1982).

B.- Etude particuliére du temps de latence

L'é¢tude du comportement d'une souche ou d'une communauté microbienne en culture
peut renseigner sur les valeurs de certains parametres biologiques importants tels que le temps
de latence ou le taux de croissance. Ainsi peut étre évaluée la capacité d'adaptation et de
développement d'une souche ou d'une communauté microbienne d un environnement donné.
Mais cette démarche nécessite des allers et retours fréquents entre l'expérimentation et
l'interprétation des phénomeénes observés. Elle demande en particulier une étape de
formulation, qui consiste a traduire en termes de modéle numérique des résultats
expérimentaux difficiles a exploiter et a analyser (LAURENT et POVET,1979; LAURENT,
1985).

Si I'on trace la courbe représentant le logarithme du nombre de cellules en fonction du
temps, log N = f{t), on obtient le tracé de la figure I.1.
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log de ia biomasse

temps (h)

Figure n° 1.1 : Courbe de croissance bactérienne

a = phase de latence

b = phase d'accélération

c = phase exponentielle

d = phase de décélération

e = phase stationnaire maximale
f = phase de déclin

L'accroissement de population peut donc étre exprimé par :

dN =Nepedt et H:%JZ—JZI

ou N est la concentration cellulaire, et ou u, qui est un facteur dépendant du micro-
organisme et des conditions de culture, représente la vitesse spécifique de croissance. Si cette
vitesse spécifique de croissance est constante (et uniquement dans ce cas), ce qui a lieu lors de
la phase exponentielle, on peut écrire :

LogN — LogN,
H= D

Dans ce cas, pu est appelé taux népérien de croissance. Il peut étre défini

graphiquement ( 4 = f{#) ) comme étant la pente au niveau de la zone de proportionnalité
directe de la courbe.
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Les différentes phases de la courbe peuvent donc étre définies ainsi :
- la phase a, ou N reste identique a No : phase de latence caractérisée par i = 0,
- la phase b, ou phase d'accélération : N augmente, i augmente;

- la phase c, ou N augmente en fonction du temps de fagon exponentielle. Log N est
proportionnel 4 t. C'est la phase exponentielle ou (1 est maximal et G (temps de génération) est
constant;

- la phase d, dite de décélération ou de ralentissement: ['augmentation de N est faible,
y diminue.

- la phase e, ou NV est a son maximum et s'y maintient. C'est la phase stationnaire avec
=0

- la phase f, ou N diminue proportionnellement a t. Elle est appelée phase de déclin ou
de mortalité. Les cellules meurent et l'on pourrait définir un taux de mortalité.

La détermination de la phase de latence est essentielle pour maitriser la conservation
des denrées alimentaires; il faut déterminer, selon les conditions de préparation et de
température, la durée de cette phase de latence ou les bactéries de contamination ne peuvent
pas se développer et ou elles présentent moins de risques pour le consommateur,
particuliérement dans le cas ou leur nombre est faible .

Cette phase, que l'on va décrire de fagon détaillée, est une phase d'adaptation
caractérisée au départ par une multiplication nulle, mais avec un développement individuel
intense. Elle correspond a une grande activité métabolique des bactéries (nombreuses
synthéses, essentiellement enzymatiques), que l'on peut apprécier en dosant séparément
I'A.D.N. (Acide DesoxyriboNucléique) et ' A.R N. (Acide RiboNucléique) dans la cellule.

Au cours de cette phase, le taux de croissance est nul (u = 0), elle peut étre
caractérisée différemment selon I'espéce bactérienne et le milieu. C'est ainsi que :

- Certaines bactéries s'adaptent plus facilement au milieu que d'autres : dans ce cas,
c'est un facteur d'ordre génétique qui permet aux bactéries une adaptation plus rapide.

- Plus la concentration initiale (V,)) est importante, plus la phase de latence est réduite.

-Lorsque des bactéries sont prélevées en début de phase exponentielle et sont
introduites dans un milieu neuf, la phase de latence peut étre extrémement courte; mais elle est

au contraire prolongée avec des bactéries provenant d'une culture en phase stationnaire ou en
phase de déclin.

- un inoculum cellulaire, prélevé en phase exponentielle de croissance et introduit dans
un milieu neuf de composition chimique identique, se multiplie instantanément sans aucune
phase de latence. En revanche, si les constituants nutritifs (source de carbone, source d'azote)
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sont différents, on observe a nouveau une phase de latence; celle-ci traduit I'absence d'enzymes
nécessaires a l'utilisation de ces nouveaux substrats et la nécessité pour la cellule de les
synthétiser.

Dans certains cas, on observe également, dans une population bactérienne donnée, une
augmentation de la taille des cellules pendant la phase de latence. Lorsque la taille est
suffisante, la division s'amorce. Le rapport ADN / ARN est & son maximum juste avant la
division, I'appareil nucléaire déclenche la division lorsqu'il atteint une masse suffisante.

La détermination de cette phase de latence - essentielle pour établir la période de
conservation des plats cuisinés - s'avére plus difficile sur une analyse directe des courbes de
croissance. Elle est d'autant plus difficile pour des cultures a basses températures, ou les
prélévements périodiques, allant de quelques heures a plusieurs jours selon la température, ne
permettent pas de déterminer cette phase avec une précision suffisante. C'est la raison pour
laquelle des méthodes d'analyse mathématique ont récemment vu le jour. Une méthode
d'analyse numérique préconisée par LAURENT (1972), PELLETIER (1972) et DUQUENOY
(1993) permet en particulier de tenir compte de toutes ces variations et, a partir d'un modele
mathématique, de déterminer les différents parameétres de croissance avec plus de précision.

1.- Mesure de la croissance par analyse numérique; détermination du temps de latence

Dans sa définition, 1'analyse numérique est 1'étude des méthodes permettant d'évaluer
numériquement un (ou des) nombres, une (ou des) fonctions (GOURDIN et BOUMAHRAT,
1983).

L'approximation polyndmiale ordinaire ne conduit pas toujours a des résultats
satisfaisants, notamment lorsque le degré des polyndmes est élevé. Par contre, l'utilisation des
fonctions splines évite cet inconvénient. C'est pourquoi l'on trouvera dans le systéme ci-aprés
deux aspects importants de l'approximation (ATTEIA et PRADEL, 1990) : linterpolation et
l'ajustement par des fonctions splines (DE BOOR, 1978).

a.- Interpolation

L'interpolation est un outil auxiliaire de premier plan de I'analyse numérique,
notamment dans lintégration et la dérivation numériques, la résolution d'équations
différentielles, etc.(BAKHVALOV, 1976).
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a.1.- Définition générale

Soient n abscisses distinctes appartenant a l'intervalle [a, 5] telles que :
a<it]<ty<<t,<b

et n nombres réels z;, i = 1...n. En général les valeurs z; représentent les valeurs en #;
d'une certaine fonction f.

L'interpolation consiste a substituer a f une fonction qui, pour les valeurs ¢;, prenne les
valeurs z;, i = 1--- n. On peut chercher comme fonction un polyndme dont le degré ne dépasse
pas n-1, c'est alors l'interpolation polyndmiale classique. Le remplacement de f permet ainsi :

- si f est connue mais d'expression analytique compliquée, de lui substituer une fonction
aisément calculable;

- si f;; est mesurée pour les abscisses #;, i = 1+ n, de permettre une évaluation
approchée de f pour  # ¢;.

Cette méthode peut présenter de graves inconvénients : il est toujours difficile de
manipuler numériquement des polynomes de degré élevé et le polyndme aura tendance a
osciller de fagon anormale entre les abscisses #;. Pour remédier a cette difficulté, on préfere
subdiviser [a , b] en p intervalles et, dans chacun de ces p intervalles, pratiquer une
interpolation polynomiale de faible degré (2, 3, 4---) : c'est l'interpolation polynémiale par
morceau (méthode utilisée pour I'exploitation des résultats de cette étude). 1l reste alors le
probléme du raccordement des différents morceaux, mais pour lever cette difficulté, on peut
utiliser l'interpolation par des fonctions "splines” (DUC-JACQUET, 1968 ; PETIT, 1971).
C'est en fait une interpolation polyndmiale par morceaux, mais avec raccordement des dérivées
entre les divers morceaux : non seulement la fonction interpolante est continue sur [a, 5] mais
un certain nombre de ses dérivées le sont aussi.

En général, les morceaux de polyndmes seront de degré ¢ (¢ = 2, 3, 4, 5, 6).

a.2.- Spline d'interpolation d'ordre g

Soient n abscisses fixes et distinctes appartenant a l'intervalle [a, b] telles que :

a<tl}<t)<-<t,<bh

On montre (LAURENT, 1972) que parmi toutes les fonctions appartenant a l'espace de
SOBOLEV H9 ]a, b[ (fonctions réelles, définies sur Ja, b[ et leurs dérivées d'ordre ¢
sommables sur Ja, & pour g 2 2), il en existe une et une seule, notée u, qui minimise le critére
suivant :

(@)= (@) (1) ea
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et qui soit telle que
wlt,) =z, i=1,...n

1
ou z; sont les points expérimentaux.

et ou W@ est la dérivée de w a l'ordre ¢

La solution a ce probléme est appelée fonction spline d'interpolation d'ordre ¢ et elle
vérifie les propriétés suivantes :

P1: u est un polynome de degré 2¢g-1 sur chaque intervalle }¢;, t; - 1[ i = 1..n.

P2 : u est un polynome de degré ¢g-1 sur chaque intervalle Ja , t1[ et It , bl.

P3 : Les dérivées a l'ordre k pour k allant de q 4 2¢-1 sont nulles aux instants #{ " et ;"
o (7)=0"(;)=0 k=g,.,29-1

P4 : La dérivée a I'ordre 2¢-2 inclus est continue sur Ja, b[, c'est a dire :

w(24~2) (I.A ) - w(Zq—Z) (tf )

H 1

Pour chaque intervalle, la fonction spline u est déterminée : son expression est un
polynome de degré (2¢-1), dont il faut déterminer les coefficients 24.

Dans ce cas, ¢ =2, la fonction spline d'interpolation cubique est utilisée : on développe
alors la méthode.

a.3.- Spline cubique

Entre deux points expérimentaux z; et z; ] correspondant aux instants t;, t; + |, on fait
passer un polynome u d'ordre 3 tel que :
-u(f) =z
- w (4+1) = 2+
Le polynéme passe par les points expérimentaux.

La dérivée seconde du polyndme u, = @ est continue sur I'ensemble de la courbe

la, b[.
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Pour chaque intervalle, on utilise un polynéme d'ordre 3, la dérivée seconde peut alors
s'écrire :

(1) = ;l—’(t,.+1 —t)+%(t~t,.) pour tout 7 €[1,, 7,,,]
! )

onpose u,=u,=0 (cf. P3)
et h=t -t Jg=1,...,n-1

i+l i

u, = w"(ti.)
En exprimant que la dérivée de w est continueent;,(1=2,...,n-1)ona:

k. _'_hi—l +h, u +£u _ w(’m)—w(tz)_ w(tz)_w(t:—l)

6 i-1 3 i 6 i+1 h h

i i—1

(1)

En écrivant la relation précédente, pour tous les intervalles, les dérivées secondes u;
sont calculées en appliquant la méthode de Gauss.

En intégrant deux fois ® sur [4 , tj+1] on obtient :

ofr) = =0 s =) [0

t.,~t t—t,
—h u, + —h u,, +—olt, )+ —Lol,
6 hi i i 6 hi H i+1 hi ( ) hi ( +1
pourt e [t ;1] i=1, .. nl
Zipg s ;
|
4 |
1 i |
| |
i |
| [
| i
i i
i i ; j temps
a tl. tl.” b

Figuren® 1.2.
Si N est le nombre de points de la courbe, il y aura N-/ polynémes a déterminer. Ces

polyndmes sont appelés splines cubiques d'interpolation, ils sont utilisés pour calculer des
valeurs intermédiaires.
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b.- Ajustement
Soient n abscisses distinctes appartenant a l'intervalle [a, 5] telles que :
a<i)<th<-<t,<bh

et n nombres réels z;, i = 1...n. En général, les valeurs z; représentent en #; les valeurs
expérimentales d'une certaine fonction f. Ces valeurs, de par leur nature, sont souvent
entachées d'erreurs. Il est intéressant dans ce cas de chercher une fonction f ne prenant pas
exactement ces valeurs, mais qui réalise un compromis entre I'approximation de f et le lissage
des valeurs expérimentales.

L'ajustement consiste a trouver un critére qui permet de réaliser ce compromis.

On exposera seulement le cas utilisé pour ces travaux.

b.1.- Spline d'ajustement d'ordre 2

Pour définir le caractére lisse d'une fonction de HILBERT H2 [a, b], on choisit.
L BROYORY
1(0)= [ [0%()] @

De méme, la quantité

peut étre choisie comme caractére d'approximation.
Le compromis entre le lissage et l'approximation sera réalisé lorsque l'on voudra
minimiser la quantité :

12(0))+p1’ € (CO)

Le parameétre p; mesure l'importance relative du lissage et de l'approximation.

Si p; = 0, on retrouve les splines d'interpolation. Les splines d'ajustement sont

également utilisés pour calculer des valeurs intermédiaires mais surtout pour lisser la courbe.

b.2.-Expression du polynéme.

Onpose ot)=z —p,.(w(3)(t.*)—a)(3)(t7))
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ou p; est une pondération: si p; est égal a zéro, on retrouve les splines d'interpolation.

En substituant w (#;) dans I'équation (1) par (3), ona:

&(t.,) - o(4) _ c,(t)-0,(t) _ZmTE %% P ”
hi hH h, hi—l h, - Zhi—l i

1

fPaf Ly, o (1 LY
L hi—l hi—2 hi—l hi—l hi*] hi
w Py

2
- ‘ (4)

LI Iy -/
h
+ E.’_ _1__+i +pi+1 i.*___l_. u,,
_hi ,hi+l h, h \h h,

hi -1 hiz

Les inconnues u,,u,,...u, , sont les solutions d'un systéme pentadiagonal symétrique, la
méthode de Gauss permet de résoudre ce systeme. Connaissant les valeurs uj, on calcule les
valeurs du polyndme avec I'équation (2).

b.3.- Détermination de la phase de latence

La phase de latence peut étre déterminée avec précision par la méthode de LODGE et
HINSWELHOQD, 1943.

En représentant le logarithme de la biomasse en fonction du temps, la phase
exponentielle qui suit la phase de latence est une droite.

En effet :
[N] = [NOe ]e(‘”)
log[N]= log[No‘ ]+ ut
[N 0,] représente la concentration cellulaire au début de la phase exponentielle.

La durée de la phase de latence L, est déterminée par l'intersection de cette droite avec
la droite ¥ = N,
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log de 1a biomasse

temps (h)
(=latence)

Figure n° 1.3 : courbe de croissance

La détermination de L] revient a déterminer le point d'inflexion ou le taux de croissance
est maximal (derivée maximale).

A partir des paramétres Y, ¥;, et I}, on peut déterminer le temps de latence.

Sachant que :
Y=at+b
Y, = al, +b
Y,=al,+b
A partir de ces équations, on peut déterminer le temps de latence L; en calculant la
valeur de b, L, :
.. h-F

L'algorithme déterminé pour le calcul des polyndmes nous donne également les
dérivées secondes des polyndmes u; :

Siwuj.; <0etu;>0,le point d'inflexion de la courbe se trouve entre #; et ;. ; et pour
trouver le point d'inflexion, on annule la dérivée seconde de w (t).
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donc

ut. ,—tu +tu, ., —1tu
w(z)(t) ~ it i i+l i%i+1 _
lin—1L

t inflexion = foa U, = 1ty
u —u,,
= Ll
Sachant que :
(L) =y
o (L)=a:

dérivée du polyndome = pente de la droite.

et connaissant L ;, Y et a, on détermine le temps de latence par

latence = L, Yo = N
a

_L1

Ainsi la fonction spline permet de lisser correctement la courbe de croissance et d'en
déterminer les paramétres avec plus de fiabilité, a partir du modéle mathématique obtenu.
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IV.- RESISTANCE DES BACTERIES A LA CHALEUR

Chaque souche bactérienne a une résistance a la chaleur qui lui est propre, dans des
conditions déterminées de milieu de chauffage. La connaissance des cinétiques de
thermodestruction des bactéries est & la base de I'établissement des barémes de cuisson /

pasteurisation.

On détermine la durée et la température de cuisson nécessaires pour éviter tout
probléme d'infection ou d'intoxication alimentaire. On calcule ainsi la valeur pasteurisatrice
minimale pour chaque bactérie : cette valeur correspond au baréme temps / température
permettant, pour les formes végétatives d'une espéce microbienne donnée, d'atteindre le taux
de destruction souhaité.

Pour les plats cuisinés a l'avance, la valeur pasteurisatrice se calcule a l'aide d'une
bactérie de référence : un entérocoque, Enterococcus faecalis. (Note de service du 31 Mai
1988 N° 8106 et annexes, Doc. N° 2) (voir Annexe n° III).

1.- Les lois de destruction thermique

L'établissement des lois de destruction des micro-organismes par la chaleur conduit a
définir deux paramétres : le parametre D7 et le paramétre z. Les valeurs Dgs5 ou D131 1
expriment le temps nécessaire pour réduire au dixiéme de sa valeur initiale la population d'une
souche bactérienne (forme végétative ou sporulée) aux températures de référence de 65°C et
121,1°C. Plus Dgs ou D121 1 est élevé, plus la thermorésistance de la souche considérée est
grande.

Dgs est déterminé dans le cas d'une pasteurisation , il concerne les formes végétatives.
D121,1 est déterminé dans le cadre dune stérilisation et il concerne les formes
sporulées.

Le paramétre z, qui est déduit de la deuxiéme loi de destruction des micro-organismes,
exprime l'augmentation de la température nécessaire pour réduire de dix fois le temps 1étal de
traitement. Plus z sera élevé, plus la souche sera résistante aux augmentations de température.
A T'heure actuelle, en thermobactériologie, les définitions de la thermorésistance des bactéries
sont trés importantes pour tous les nouveaux produits alimentaires. C'est la raison pour
laquelle on a jugé utile de décrire les lois de destruction des micro-organismes.

a.- Premiére loi : Influence du temps de traitement

La découverte de l'expression logarithmique caractéristique de la destruction des micro-
organismes par des traitements thermiques est généralement attribuée a MADSEN et
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NYMAN, 1907. Depuis, d'innombrables travaux ont démontré que la destruction thermique
des micro-organismes (bactéries ou spores), ou plus précisément linhibition profonde des
capacités de reproduction d'une monoculture homogeéne, correspond & une réaction d'ordre 1
(BALL et OLSON, 1957; MICHIELS et col. 1978; STUMBO, 1973; CERF, 1977).

La cinétique de destruction est analogue a une cinétique chimique du premier ordre~>et
a pour expression: '

dN
- —— = kN (1)
dt
(N): Nombre de micro-organismes vivants au temps t, & une température

létale constante T

dN - . i .

= : Variation du nombre de micro-organismes en fonction du temps ou
encore vitesse de la réaction représentée par la valeur de la pente
négative en tout point de la courbe (N) = A7)

k Facteur de proportionnalité, exprime la vitesse relative de destruction

thermique, aussi appelée constante de vitesse de réaction a une
température donnée (en minutes)

L'équation (1) peut aussi s'écrire :

-d]\f_

v kdt (2

En intégrant cette équation entre les limites du nombre des micro-organismes vivants
Ny au temps 7 = 0 et du nombre des bactéries vivantes N7 aprés un temps t de traitement a
température constante, on obtient :

N dN t
i —kjodz (3)
On obtient alors
LogN, — LogN = kt (4)
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En modifiant I'équation (4) et en passant aux logarithmes décimaux, on obtient

2.302 N
= 22277 o log—2 5
PERCY )
ou
log N = log N, — of 6
og g "5 302 (6)

2

Avec N, : Nombre de bactéries au temps 7 =0

N : Nombre de bactéries survivantes apres un temps de réaction 7.

La relation (6) est I'équation d'une droite, appelée courbe de survie.

L'inverse de la pente a pour valeur 2,302/k et correspond au temps qu'll faut pour
traverser un cycle logarithmique décimal, c'est-a-dire le temps nécessaire pour détruire 90 pour
100_des micro-organismes. Ce temps, représenté par la valeur D7, permet de réduire de dix
fois la population des micro-organismes a la température 7 de l'expérience; on peut donc écrire

logN =logN, - [DL) t (7)
T

ou

N
t=D. el -0 8
r ®log— (8)

Cette équation, connue des microbiologistes, représente la premiére loi de destruction

des micro-organismes.
t est le temps de chauffage en minutes a la température 7" (en °C)

D est 'un des paramétres de la thermorésistance de la souche bactérienne a une
température donnée. Plus Dy est grand, plus la résistance thermique est élevée (Figure 1.4).
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Figure 1.4 : Représentation de la courbe de survie des souches bactériennes

(Premiére loi de destruction thermique des micro-organismes)

log N 4

logN , |

—p
temps (minutes)

log N, / N peut étre représenté par log 10”7 ou 107 est la réduction de la population
due au traitement thermique de ¢ minutes.

L'équation (8) est également représentée par :

t=D,en (9)

n  : Exposant de 10 de la réduction de population

D7 : Temps de réduction décimale

C'est ainsi que pour une réduction souhaitée N, / N d'un micro-organisme donné, on
donne souvent Py (dans le cas de pasteurisation) et F;,, (dans le cas de stérilisation).

Dt est I'élément de comparaison des thermorésistances entre différentes souches
bactériennes. Il permet aussi d'évaluer l'influence des conditions d'environnement (pH, ayy,...)
du milieu de chauffage, par exemple sur la thermorésistance.
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La premiére loi de destruction thermique des micro-organismes indique que les courbes
de survie sont des droites en coordonnées semi-logarithmiques. Mais en pratique, on observe
souvent des déviations par rapport a la droite théorique (STUMBO, 1973) (figure 1.5).

Les causes de ces déviations peuvent étre diverses et généralement liées au mécanisme
de la destruction des micro-organismes :

-Présence dans le micro-organisme de plusieurs sites sensibles au traitement (HANSEN
et RIEMAN, 1963; ALLWOOD et RUSSEL, 1970, MOATS, 1971, MAGNUS et al., 1986).
Dans ce cas, la mort ne serait pas due a l'inactivation d'une seule molécule mais de plusieurs,
d'oﬁ I'épaulement observé au départ.

-~ -Rassemblement des micro-organismes en amas : les travaux de STUMBO, 1973,
s1gnalent que chaque amas produit une colonie tout le temps qu'il contient au moins une
cellule. C'est uniquement lorsqu'il n'y a plus de cellule viable par amas que la thermorésistance
devient logarithmique. Ce phénomeéne d'épaulement a été observé pour les courbes de survie de
Streptococcus faecium chauffé dans du lait, alors qu'en mélangeant énergiquement la
suspension au départ du traitement thermique, les courbes de survie obtenues sont linéaires
(HANSEN et RIEMAN, 1963). MAGNUS et al., 1986, ont pu observer au microscope que les
¢paulements des courbes de survie de Streptococcus faecium et Streptococcus faecalis,
chauffés dans différents milieux, sont dus a la présence de chainettes de 4 a 6 bactéries.

%, - Délai dans 1'établissement du traitement létal (CERF et al. 1988) : si la diffusion de la
température n'est pas homogeéne dans la suspension bactérienne, il n'y a pas de relation
logarithmique entre le nombre de bactéries survivantes et la durée de traitement.

- Distorsions a cette loi constatées en début et / ou en fin de chauffage des spores
(STUMBO, 1973; SENHAIJI, 1973; CERF 1977, MICHIELS et col., 1978; DRIADR, 1974,
ETOA, 1983) : la plupart des spores onr’besom d'une activation pour germer et la chaleur est
un excellent activateur, d'ou une,,competltmn possible entre la destruction des spores et leur
germination. '

'/ - Présence de deux populations génétiquement différentes ou plus : quand 2 espéces
sont mélangées au sein d'une population, la courbe de survie est biphasique. La premiére partie
de la courbe correspond a la destruction de I'espéce la plus thermosensible (BALL et OLSON,
1957, BOND et al., 1970; STUMBO, 1973; CERF, 1977).

- Formation d'amas en cours de traitement : d'aprés les travaux de STUMBO, 1973 la
courbe est alors formée de plusieurs parties.
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Figure 1.5 : Courbe de survie obtenue lorsqu'il y a formation d'amas cellulaires pendant
le traitement thermique (STUMBO, 1973).

log N

log No -

1 ) 1 1 1

" temps

- Hétérogénéité du traitement : ROBERTS et INGRAM (1965) ont observé que des
spores chauffées dans des tubes ouverts immergés partiellement présentaient une courbe de
survie concave. Celle-ci devient une droite quand les spores sont chauffées dans des ampoules
scellées complétement immergées. ROBERTS et INGRAM expliquent ainsi le phénoméne : les
spores dans la partie supérieure de 'ampoule sont probablement soumises a des températures
moins importantes que les spores emprisonnées dans la partie inférieure quand I'ampoule n'est
pas completement immergée, d'ou 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 I'environnement des bactéries. CERF et al,, 1967, ont observé un
effet protecteur du lait cuit sur les spores de Clostridium butyricum.

- Probléme de la numération des survivants : la numération des survivants a des niveaux
faibles (moins de 100 bactéries / g) est imprécise et source de nombreuses variations. La
présence de trainées pourrait étre liée a l'imprécision de la méthode de numération quand un
nombre trop faible de dénombrements est effectué (CERF 1977).

- Augmentation de la résistance des micro-organismes en cours de traitement, qui
pourrait étre due a une mutation (BUSTA, 1967, HAN, 1975).
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- Présence au sein de la population génétiquement homogeéne d'individus possédant
différents degrés de thermorésistance. Cette variabilité serait physiologique et pourrait étre
notamment liée a I'dge des cellules (MOATS, 1971).

Méme si des divergences existent, de nombreux auteurs (STUMBO, 1973; BALL et
OLSON, 1957; CHEFTEL J.C. et CHEFTEL H., 1977) considérent que l'allure logarithmique
de la destruction thermique est suffisament en accord avec la plupart des résultats
expérimentaux pour pouvoir étre tenue pour démontrée. Il est difficile de dire a I'heure actuelle
si ces divergences résultent de phénoménes accessoires tels que l'activation des spores, la
formation d'amas, I'hétérogénéité du traitement ou s'ils sont vraiment liés au mécanisme de la
résistance. Seule la connaissance du mécanisme biochimique de la mort permettra de trancher
la question (CHEFTEL J.C. et CHEFTEL H., 1977)

Lors de I'établissement des courbes de survie, afin de limiter les risques d'obtenir des
courbes non linéaires, un certain nombre de précautions sont a prendre (CERF 1977). 1l faut
notamment s'assurer de 'homogeénéité 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, notamment si l'on réalise le
choc dans un milieu différent, et réaliser de nombreuses mesures pour diminuer les risques
d'erreurs de numération.

b.- Deuxiéme loi : Influence de la température

Dans le domaine des températures létales (supérieures & 65°C pour la plupart des
bactéries) toute augmentation de température permet de diminuer le temps de réduction
décimale D 7. 11 est possible de faire varier la température et la durée d'un traitement thermique
pour arriver au méme effet, c'est a dire la destruction thermique des micro-organismes, et donc
la stérilisation du milieu. L'expérience montre que la variation de Dy en fonction de la
température 7" obéit a une loi du méme type que celle de la variation de la population
microbienne en fonction du temps. Ainsi, en portant le logarithme décimal de D7 en ordonnée
et la température T en abscisse, on obtient généralement une droite (Figure 1.6).
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Figure 1.5 : Représentation de courbe de destruction thermique (Droite TDT)

(Deuxiéme loi de destruction thermique des micro-organismes)

log DT A

log Dy

log D737)

‘ >
T1 T2 Température (°C)

L'expression de cette droite est donnée par la relation suivante :

D _
log( ﬂ): T2-T1 (10)
D, z
d'ou
(T2-11)
D, = D,,e10 * (11

St on remplace Ty par Tréf et Ty par T dans (11), on obtient :

(T=Tréf)
D, = D;e10 - (12)

ou Dpygrest une valeur de référence a la température 7réf

Tréf est la température de référence a laquelle est définie la valeur

pasteurisatrice.

Dans l'équation (12), z est le coefficient qui exprime l'augmentation de température
nécessaire pour diminuer de dix fois la valeur D7 Autrement dit, z réprésente numériquement
le nombre de degrés Celsius nécessaires pour faire traverser un cycle logarithmique par la
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droite. Cette loi, bien qu'empirique, est trés souvent vérifiée, méme quand les courbes de survie
présentent des déviations par rapport a la premiére loi logarithmique (SENHAIJIL, 1973).

L'équation (12) montre que l'on peut calculer D7 a n'importe quelle température Iétale.
D7 pouvant donc varier d'une température a l'autre, les comparaisons deviennent plus aisées
grice a l'adoption d'une température de référence de pasteurisation (formes végétatives), égale
a 150° Fahrenheit soit 65°C (BIGELOW, 1921; BALL, 1923).

c.- Notion de valeur pasteurisatrice

Les barémes de cuisson / pasteurisation des plats cuits sous vide sont calculés selon le
méme principe que les barémes de stérilisation.

La valeur P, (en minutes) est dite valeur pasteurisatrice minimale, nécessaire pour
obtenir la pasteurisation pratique, c'est a dire le rapport (N /No).

En multipliant les deux membres de l'équation (12) par le nombre n défini dans
I'équation (9), on obtient la relation suivante :

(7 ~1rer)

nDy,.. = nDp 10 ¢ (13)

En remplagant D par t, on obtient I'expression :

T~Tréf)

Py = 1010( : (14)

Cette €quation permet de calculer, d'aprés une valeur pasteurisatrice 4 une température
déterminée prise comme base (par exemple 65°C), la durée d'un traitement thermique
équivalent a toute autre température.

On retiendra que la thermorésistance d'une souche bactérienne en suspension dans un
milieu de composition donnée est caractérisée par les paramétres Dgg et z.

Les mémes barémes peuvent €tre calculés pour les formes sporulées, il s'agit dans ce
cas d'une valeur stérilisatrice F;,,.

2.- Facteurs affectant la thermorésistance des micro-organismes

Il est a souligner que la résistance des bactéries a la chaleur peut sensiblement varier
selon plusieurs facteurs qui dépendent essentiellement de la composition chimique du milieu de
suspension et de la température du traitement, les conditions de développement aprés
traitement thermique ont également une influence (STUMBO 1973; HANSEN et RIEMAN,
1963; CHEFTEL J.C. et CHEFTEL H., 1977, SAINCLIVIER, 1988).
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a.- Résistance caractéristique des micro-organismes

La thermorésistance varie selon les espéces et peut également varier selon les souches
d'une méme espéce.

Les bactéries sporulées sont beaucoup plus résistantes que les formes végétatives, mais
la réduction de la concentration en certains cations : Fe™™, Cutt, Mn'™ et Ca*™, en dega d'un
certain seuil dans le milieu de sporulation, diminue la thermorésistance des spores produites
(SUGIYAMA, 1951; AMAHA et ORDAL, 1957, LEVINSON et HYATT, 1964; SADOFF,
1970, GOULD et DRING, 1975). D'autres éléments, tels les ions phosphates, abaisseraient la
résistance des spores a la chaleur au cours de la sporogenese (EL-BISI et ORDAL, 1956;
RUSSEL, 1971).

La température de croissance et l'activité de l'eau (ayy,) du milieu influencent également
l'acquisition de la thermorésistance. 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 & la chaleur chez les
thermophiles que chez les psychrotrophes.

Les travaux de COOK et GILBERT, 1968, ont montré que des spores produites a
60°C ont une thermorésistance supérieure a celle déterminée chez les spores de la méme
souche mais qui ont été cultivées a 55°C.

Les travaux de PUROHIT et STACKES, 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
bactéries thermophiles étaient plus stables que ceux des bactéries mésophiles, car les bactéries
thermophiles ont leurs optimum de croissance autour de 45°C, alors que les mésophiles ont
leurs optimum de croissance entre 30°C et 40°C (BROCK et MADIGAN, 1988).

ROBISON et MORITA, 1966 (cités par ALLWOOD et RUSSEL, 1970) ont montré
que la paroi cellulaire des bactéries psychrotrophes était tres sensible a la chaleur humide. La
structure de la paroi des bactéries Gram positif les rendrait plus thermorésistantes que les
bactéries Gram négatif (ALLWOOD et RUSSEL, 1970), du fait que la paroi des bactéries
Gram positif est constituée d'un nombre important de peptidoglycanes (GUNSALUS, 1979).

L'age des celiules pourrait influencer la thermosensibilité des cellules. Certains auteurs
ont en effet observé une corrélation entre I'dge et la thermorésistance des cellules végétatives :
la thermorésistance est plus élevée pendant les phases de latence et les phases stationnaires et
elle est plus faible pendant la phase logarithmique de croissance (HANSEN et RIEMAN;, 1963;
SAINCLIVIER, 1986).
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b.- pH

En général, a pH neutre, la thermorésistance est plus importante qu'a pH acide ou
basique (STUMBO, 1973; HANSEN et RIEMAN, 1963). De plus, l'acidité du milieu de
suspension serait en partie responsable des déviations de la loi logarithmique (CASOLARI et
CAMPANINI, 1973).

Pour les filets et les charcuteries de poisson destinés a étre cuits sous vide, le pH est
généralement voisin de la neutralité en fabrication industrielle. 11 peut étre intéressant de
diminuer le pH des produits de maniére 4 modérer les traitements thermiques.

Le pH des plats participe aussi a la sélection des bactéries lors du traitement thermique:
a pH inférieur a 4,5 peuvent se développer des moisissures et des bactéries anaérobies
facultatives comme Bacillus coagulans, sans danger pour les consommateurs. Celles-ci
résistent a des pH faibles, contrairement a la majorité des bactéries;, leur résistance est
maximale a un pH voisin de la neutralité et elle s'abaisse lorsque le pH diminue.

c.- Activité de l'eau (ay,)

L'activité de l'eau influence également l'acquisition de la thermorésistance. 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.

11 est acquis que la thermorésistance augmente de 10, voire de 100, lorsque le milieu est
sec, donc a faible ay,. La thermorésistance des spores est maximale pour des valeurs d'a,y
voisines de 0,3 (CERF et al. 1988; ANGELOTTI, 1968; MURELL et SCOTT, 1966).

L'effet de I'abaissement de I'ay, sur la thermorésistance des spores bactériennes est lui-
méme dépendant des types de solutés utilisés. Ainsi le chlorure de sodium, 8 méme ay, que le
glycerol du milieu de chauffage, augmente la valeur de D151 1 (SPILIOTIS, 1983) alors que
I'éthyléne glycol diminue la thermorésistance des micro-organismes (CERF, 1977, HARNULV
et al., 1977).

GIBSON, 1973 et HSIEH, 1976, ont constaté que la présence de concentrations
élevées en sucres dans le milieu de traitement thermique augmente la thermorésistance de 4
micro-organismes (les Serovars senftenberg, et typhimurium de Salmonella enterica;
Saccharomyces rouxii et Torulopsis globosa) pour des valeurs d'a,,, comprises entre 0,7 et 0,9.

Dans les préparations a base de produits de la mer, des valeurs d'ay, élevées devraient
faciliter la destruction des micro-organismes.
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d.-Autres facteurs

D'autres effecteurs, tels les nitrites et autres agents chimiques, peuvent modifier la
thermorésistance dans un sens comme dans l'autre, selon leur concentration dans le milieu. 0,3-
0,5 pour 100 de NaCl peuvent favoriser la résistance a la chaleur alors que des concentrations
élevées la diminuent (STUMBO,1973).

Il est a souligner que les matiéres grasses ont un effet protecteur sur les micro-
organismes. Il est bien établi que dans une huile complétement exempte d'eau, la
thermorésistance est nettement plus élevée qu'en milieu aqueux (THUILLOT et al., 1968;
SENHAII et al, 1976). Dans les produits type charcuterie de poisson, les matiéres grasses sont
émulsionnées et la taille des particules est telle que l'effet protecteur est trés improbable
(SENHAII et al. 1976).

D'autres constituants peuvent avoir un effet sur la thermorésistance, c'est le cas de
certaines épices qui diminueraient la thermorésistance des micro-organismes (ROZIER et al.,
1985). Par contre les protéines auraient un effet protecteur (HANSEN et RIEMAN, 1963).

11 faut noter l'influence des conditions de croissance aprés les traitements thermiques :
en effet, le nombre de micro-organismes survivants peut étre différent selon la température
d'incubation et le milieu de culture utilisé. BEUCHAT et LEUCHOWISH, 1968, ont obtenu
un nombre maximal de survivants lorsque la température d'incubation était voisine de la
température optimale de croissance.

MOATS, 1971; GRAVEN, 1983; DABBAH et al, 1971 ont obtenu des courbes de
survie différentes selon les milieux de culture utilisés pour Salmonella sp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium.

Dans les paragraphes précédents, on a décrit individuellement I'influence des parameétres
physico-chimiques sur le développement microbien mais en fait, ces paramétres interagissent
ensemble et, d'une fagon générale, leur action est couplée & celle des micro-organismes eux-
mémes.

Au cours de la prolifération des micro-organismes, il y a modification de certains
parametres physico-chimiques de l'aliment (pH, ay...); les produits de métabolisme peuvent
aussi agir comme des facteurs de croissance ou comme substances antimicrobiennes. On utilise
aussi des bactéries lactiques, méthode biologique de préservation des aliments par la capacité
de ces bactéries d'inhiber la flore d'altération (GILLIAN, 1975; HANNA, 1980).

Dans cette étude, on s'intéressera a leffet des facteurs physico-chimiques, et
principalement a l'effet combiné de la température et du pH sur la croissance des bactéries
d'altération du poisson cuisiné sous vide. Beaucoup de travaux ont été effectués concernant les



effets des facteurs physico-chimiques sur la croissance microbienne. On peut citer l'effet
combiné de lay, du pH et des températures sur la production de l'entérotoxine de
Staphylococcus aureus NOTERMANS et HENVELMAN, 1983).

Les bactéries d'altération ne sont pas toutes détruites aux températures inférieures a
65°C, mais leur développement nécessite de l'oxygéne, qui est absent dans le sachet sous vide.
Dans ce cas, le risque est directement lié a la qualité de I'emballage et a son imperméabilité aux
gaz (CHAZAL, 1983, DIDOU, 1985).

Pasteuriser un aliment, c'est détruire en lui tous les micro-organismes pathogénes ou
leur toxine et la majorité des bactéries d'altération tout en préservant au mieux ses
caractéristiques physico-chimiques, organoleptiques et nutritionnelles. En pratique, la
destruction totale est impossible. C'est donc un calcul de risque qu'il convient de faire : il s'agit
de réduire suffisamment la flore bactérienne, compte tenu des aléas des conditions de
conservation, de transport et d'utilisation, pour qu'elle ne compromette a aucun moment la
salubrité du produit et, sur le plan commercial, qu'elle ne provoque pas de dégradation.
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BUTS DU TRAVAIL

L'utilisation des plats cuits sous vide & base de produits de la mer pouvant se conserver
plusieurs semaines & basse température connait un essor important. Cependant, les risques
microbiologiques que présentent ces produits n'ont pas encore été suffisamment évalués.

En collaboration avec d'autres laboratoires de recherche de la région, ainsi qu'avec des
entreprises de fabrication de plats cuisinés, I'Institut Agricole et Alimentaire de Lille (LA.AL.)
a répondu en 1989 a un appel d'offre du Ministére de I'Agriculture et de la Forét (Direction
Générale de I'Alimentation) sur la qualité microbiologique des produits de la mer.

Les recherches présentées dans le présent travail concernent :

- le comportement de 6 bactéries témoins séléctionnées et isolées dans des plats
cuisinés cuits sous vide;

- les conditions optimales de cuisson et de conservation, puis la détermination des
valeurs pasteurisatrices minimales & appliquer pour détruire les bactéries de contamination dans
ces aliments;

- l'influence du choc thermique sur les bactéries soumises & un traitement de
pasteurisation et les modifications biologiques éventuelles.
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MATERIEL ET METHODES



PARTIE IT
MATERIEL ET METHODES

Préalablement aux suivis de croissance, on a procédé a l'identification des bactéries les
plus thermorésistantes. Cette identification a été réalisée a partir de colonies prélevées soit sur
gelose Tryptose, soit sur gelose nutritive aprés culture de 24 heures a 37°C, et différentes
galeries ont été utilisées pour l'identification des bactéries.

Par la suite, une cinétique de croissance pour toutes les bactéries a été effectuée en
milieu Fish (poudre de poisson soluble) a des pH allant de 4,6 a 8,2 et &4 des températures
variant de 2°C a 43°C (voir les caractéristiques du milieu Fish, I.4b) .

Le biophotométre (cf II.1) a permis de suivre la croissance des bactéries aux
températures > 30°C; pour les températures < 30°C, la culture a été effectuée dans des
chambres tempérées sur table d'agitation. Les paramétres physicochimiques étudi€s sont la
température et le pH, les expérimentations sont faites en aérobiose et sous agitation. Le pH a
été ajusté aux valeurs souhaitées par l'acide acétique normal ou la soude normale, le pH initial
du milieu Fish étant de 5,9.

L- CULTURES BACTERIENNES

On a utilisé pour ces études des bactéries isolées de produits de la mer. La sélection des
plus thermorésistantes a été effectuée au Centre d'Expérimentation et de Valorisation des
Produits de 1a Mer (C.E.V.P.M.) sur des suspensions de chair de lieu noir entier ou sur des
filets qui ont été chauffés a 60°C pendant 15 et 60 minutes ou a 70°C pendant 10 et 20 minutes
(MULAK. 1990).

1.- Les souches étudiées

Six souches ont été étudiées :
-Enterococcus faecium

-Staphylococcus aureus
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-Micrococcus varians
-Pseudomonas paucimobilis.

-Yersinia enterocolitica 1 & 2.

Parmi les souches étudiées, deux souches ont été isolées comme étant Yersinia
enterocolitica. Les tests concernant les caractéristiques biochimiques montrent que Yersinia
enterocolitica 1 ne métabolise pas le melibiose alors que Yersinia enterocolitica 2 le
métabolise. Yersinia enterocolitica 2 est mannitol lent .

2.- Procédé d'identification des bactéries

L'identification est réalisée a l'aide de galeries API, apres quelques tests d'orientation :
- Examen microscopique a I'état frais
- Coloration de Gram
- Recherche de la catalase

- Recherche du cytochrome oxydase.

3.- Conservation des souches

Chaque souche est congelée en plusieurs exemplaires a -70°C, en rajoutant a un volume
de culture bactérienne dense de 18 a 24 heures trois volumes de glycérol pur stérile. Cette
méthode de conservation des souches dans le glycérol s'avére étre la plus facile a réaliser. Elle
permet de conserver un pourcentage de cellules viables important aprés plusieurs mois de
stockage (BARBOUR et PRIEST, 1986 ).

4.- Milieux de culture (Annexe IV.1)

a.- Milieux synthétiques

' Milieu B.E A, bile-esculine-azide (ISEMBERG et Col.,. 1970), de pH 7,2 (Milieu
d'isolement et de dénombrement d'Enterococcus faecium).

Milieu Chapman-mannité (CHAPMAN, 1945), de pH = 7,5 (Milieu d'isolement et de
dénombrement de Staphylococcus aureus et de Micrococcus varians )

Milieu PCA (Plate Count Agar) (APHA, 1967) (Milieu disolement et de
dénombrement des aérobies totaux).

Milieu C.IN (Cefsulodin-Irgrasan-Novobiocin) (SCHIEMANN, 1979).(Milieu
d'isolement et de dénombrement de Yersinia enterocolitica).
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Milieu Cetrimide Agar (BROWN and al., 1965) (milieu d'isolement et de
dénombrement de Pseudomonas).

Milieu tryptose gélosé (culture de Staphylococcus aureus et d'Enterococcus faecium).

Bouillon nutritif (culture de Yersinia enterocolitica, de Micrococcus varians et de

Pseudomonas paucimobilis).

b.- Milieu expérimental a base de poisson : milieu Fish

Préparé par la Coopérative de Traitement des Produits de la Péche de BOULOGNE
SUR MER (C.T.P.P.),.il se présente sous forme atomisée et est préparé a partir de chair de
poissons et de produits marins.

1l contient :

-une concentration en sels minéraux et en vitamines qui sont gardés par le poisson frais
lors de sa conservation;

-des substances chimiques comme la triméthylamine (T.M.A.) (95 mg / 100g de produit
brut) et 'oxyde de T.M.A. (68,5 mg / 100g de produit brut), qui n'apparaissent dans le poisson
qu'a la suite d'une diffusion des micro-organismes de la surface vers l'intérieur de I'animal.

Caracténistiques du milieu Fish soluble (C.T.P.P.):

Physiques

pH (a 10% dans I'eau) 59
Solubilité (a 50°C) 99.9 %
Viscosité 2400 m Pa.s
Densité 1160 Kg/m3
Chimiques

Matiéres séches 65,0 %
Azote total 9.7 %
Azote aminé / Azote total 30,0 %
Azote basique volatil 0,2 %
Matiéres minérales 49 %
Matiéres grasses 1,0 %
Polysaccharides 0,0 %
Cellulose 0,0 %
A.aminés libres / A.aminés totaux 15,7 %
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Répartition des poids moléculaires de la fraction azotée

Entre 10000 et 15000 20 %
Inférieur a 10000 65 %
Acides aminés libres 15%

Vitamines (en ppm)

Bl 4,60
B2 21,50
B6 2,40
B12 0,06
Niacine 70,00
Acide folique 0,82
Acide pantothénique 18,50

Préparation du milieu Fish

Le milieu Fish soluble est utilisé a une concentration de 125 g /1 (MALLE, 1992). Le
milieu est ajusté aux pH: 4,6 - 50-5,5-6,0-6,4-72 - 8,2 avec l'acide acétique normal ou
la soude normale.

On effectue une centrifugation pendant 20 min a 8000 g qui permet d'éliminer les
substances insolubles puis, soit une filtration stérilisante sur des membranes de filtration dont la
porosité est de 0,45 um, soit une stérilisation de 30 min a 105°C.

Ce milieu riche convient a la culture des bactéries selectionnées.

IL- LA CROISSANCE
La croissance est suivie, d'une part en biophotométre, d'autre part sur table d'agitation.

1.- Culture en biophotométre

Les cultures en biophotométre sont réalisées dans des tubes en verre (16 x 160) stériles
contenant 5 ml du milieu a différentes températures et sous agitation.

Le biophotometre S.L.E.L. 01V2 est un appareil qui permet de saisir automatiquement
la densité optique a des intervalles de temps donnés, en vue d'établir les courbes de croissance.

Ce prototype (MARAIS et al., 1981) contient un bain-marie a sec, constitué de deux blocs
identiques, chaque bloc pouvant recevoir quatre tubes de cultures (Figure n° II.1), agités par
un seul moteur (l'agitation est de type rotatif). Chaque bloc dispose de sa propre régulation de
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de température, ce qui permet de travailler a 2 températures différentes. Devant chaque tube,
une source de lumiere monochromatique (longueur d'onde 600 nm) et un photodétecteur et
son amplificateur sont montés face a face. La lumiere captée par le photodétecteur est

convertie en densité optique et est ensuite stockée en meémoire a l'intérieur du biophotometre.

A la fin de la manipulation, les valeurs de la densité optique stockees dans la mémoire
du biophotometre, sont transférees sur disquette par ordinateur et les résultats sont traités par
le logiciel Lotus 1.2.3.

Figure n°I1.1 : Photographie du biophotometre SLEL. 01V
(Societe Lilloise d'Equipement de Laboratoire)

On distingue a gauche le biophotometre qui contient 2 blocs thermostatés et des
boutons pour régler la température et I'agitation sur la face supérieure. En face : un afficheur a
cristaux et des touches pour programmer le biophotometre.



2.- Culture sur table d'agitation

Le biophotométre ne permet pas de suivre des croissances a des températures
inférieures a 30°C et par conséquent, cette partie de I'étude a été effectuée sur une table
d'agitation dans des chambres tempérées, ou l'on peut varier la température de 0 a 30°C.

3.- Mesure de la densité optique et comptage des bactéries

La croissance bactérienne est suivie en fonction du temps par mesure de la DO a 600
nm, soit au spectrophotomeétre Zeiss, soit automatiquement par le biophotometre.

La lecture s'effectue toutes les demi-heures pour les cultures incubées a des
températures supérieures a 20°C, toutes les heures pour les cultures a 20°C, toutes les deux
heures pour les cultures a 15°C, toutes les quatre heures pour les cultures a 7°C, tous les jours
pour les cultures 4 5°C et tous les trois a quatre jours pour les cultures a 2°C.

En paralléle avec les mesures de DO, le nombre de bactéries est estimé en réalisant des
dilutions décimales des suspensions dans de I'eau physiologique (NaCl 1 %, autoclavage 20min
a 120°C).

On utilise des boites de Petri dans lesquelles on ajoute 15ml de milieu Fish; les boites
sont incubées a 37°C pendant 48 heures. Le comptage des colonies permet d'établir une
concordance entre la DO et la concentration en bactéries aux différents stades de croissance.

Le pH est mesuré en fin de croissance a l'aide d'un pHmétre. Par cette méthode, les
optima de température a pH 7,2 seront recherchés pour chaque souche. Les températures
testées sont 2, 5, 7, 11, 15, 20, 30, 37, 40 et 43°C. Les croissances a 2, 7 et 37°C seront
analysées plus en détail.

4.- Préparation des cultures

a.- Pré-cultures

Elles sont effectuées en tubes contenant Sml de milieu Fish a pH 7,2 et inoculées, soit
par 20ul d'une suspension bactérienne contenant environ 2.108 bactéries / ml, soit par une
colonie issue d'un isolement. L'incubation est réalisée sur table d'agitation horizontale a 120
saccades / min a 33°C.

b.- Cultures

Elles sont effectuées en tubes contenant 5ml de milieu de culture et inoculées par 100
bactéries/ml d'une pré-culture en fin de phase exponentielle de croissance. L'incubation se fait a
des températures déterminées, entre 2°C et 40°C, soit sur table d'agitation a 120 saccades/min,
soit dans le biophotométre (360 tours / min).
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5.- Etude des facteurs limitant la croissance

a.- Température

Des cultures ont été réalisées entre 2°C et 43°C, de maniére a mettre en évidence

l'influence de la température sur la croissance des bactéries.

b.- pH
Une gamme de pH allant de 4,6 a 8,2 a été utilisée pour mettre en évidence l'influence
du pH sur la croissance des bactéries.

Toutes ces manipulations ont été effectuées sous agitation:

- dans le biophotomeétre (360 tours / min)

- ou sur la table d'agitation horizontale (120 saccades / min).

6.- Exploitation des résultats

L'exploitation des résultats de la croissance bactérienne a fait appel a des méthodes
numériques. Etant donné le nombre élevé de mesures dans des conditions de culture
différentes, un certain nombre d'erreurs involontaires peuvent se produire, surtout pour la
détermination de la phase de latence, qui s'avére plus difficile dans une analyse directe des
courbes de croissance, et encore plus pour des expérimentations a basses températures, ou les
prélévements périodiques, allant de quelques heures a plusieurs jours selon la température, ne
permettent pas de déterminer cette phase avec une précision suffisante. Pour obtenir une
meilleure approximation des résultats, on a utilisé une méthode d'analyse numérique déja
utilisée par DUQUENOY, (1993), qui permet de tenir compte de toutes ces variations.

Tous les résultats sont traités par ordinateur a l'aide d'un programme graphique
d'analyse numérique. Les pentes correspondant aux phases exponentielles de croissance sont
données par une analyse de régression. Le coefficient de corrélation indiquant le degré de
linéarité entre les points est automatiquement affiché pour chaque pente. Une valeur de 1
indique une linéarité parfaite.

La durée de la phase de latence est donnée a partir des courbes exprimant le log
(concentration bactérienne) en fonction du temps. Les différents autres paramétres de
croissance bactérienne sont obtenus a partir des mémes graphiques.

L'evolution du pH a été mesurée pour chaque souche.
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IIL.- ETUDE DE LA THERMORESISTANCE

Etant donné le pH relativement élevé du poisson (6,1 a 6,9) et les pH retenus lors de la
croissance bactérienne, on a choisi le pH 6,4 pour la suite des expériences de traitement
thermique.

Le suivi de I'évolution du paramétre de résistance a la chaleur pour chaque bactérie est
effectué au moyen de tubes TDT différents de par la nature du milieu de suspension : les uns
contiennent des bactéries dans du tampon phosphate, les autres contiennent des suspensions
dans du milieu Fish. C'est ce méme milieu Fish, mais gélosé, qui a été utilisé apres les chocs
thermiques pour le dénombrement ou la revivification des bactéries.

Le dispositif utilis€ pour ces expériences a ét¢ décrit par CHEFTEL et al., 1963, et
utilisé par MULAK, 1990. Il consiste a immerger les tubes TDT contenant les bactéries dans
un bain d'eau thermostaté a des températures comprises entre 54°C et 68°C avec une précision
de = O,1°C, pendant des temps variables. Le chauffage des bactéries est arrété en plongeant
brutalement les tubes TDT dans un bain d'eau froide (0 a 4°C).

1.- Préparation de la suspension

Les suspensions meres sont réalisées de la maniére suivante : les souches sont
ensemencées sur un milieu Fish. Ces tubes contiennent un volume final de 5 ml et une
suspension bactérienne au départ de 109 bactéries / ml. Ces tubes sont incubés 24 h a 30°C.

Aprés incubation, les bactéries sont récupérées par centrifugation (8 000 g pendant 18
minutes), puis lavées 2 fois dans 5 ml de tampon phosphate de pH 6,4. Le dernier culot est mis
en suspension dans 5 ml de tampon phosphate. A partir de ces suspensions méres, conservées a
4°C, on effectue des dilutions idoines pour obtenir une valeur de N, déterminée. Des
vérifications en paralléle a la cellule de Thoma permettent de déterminer le nombre de bactéries
par ml.

Avant les essais de traitement thermique, des essais préliminaires ont été effectués pour
chaque souche et chaque milieu afin de délimiter les plages de températures a étudier; 3
températures au moins ont été étudiées.

Pour chaque température étudiée, on effectue 6 prélévements échelonnés dans le temps,
a raison de 2 tubes par prélévement.

L'étude de la thermorésistance est effectuée dans le milieu Fish et dans du tampon
phosphate pH 6,4 préparé en mélangeant x m! de phosphate monosodique (0,2 M) et y ml de
phosphate disodique (0,2 M).

Le milieu de dénombrement est le milieu Fish gélifié (12 g d'agar / ).
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2.- Tubes TDT

Les tubes TDT sont obtenus a partir de tubes de verre borosilicaté, d'un diameétre
extérieur de 10 mm et d'une épaisseur de 1 mm. Des tubes de 12 cm sont coupés, l'une des
extrémités est fermée a la flamme. Les tubes sont ensuite stérilisés a I'autoclave.

3.-Protocole expérimental

Les bactéries sont placées dans deux milieux : tampon phosphate pH 6,4, et milieu Fish
ajusté au pH 6,4. Le milieu Fish soluble reproduit les conditions nutritionnelles dans lesquelles
les bactéries peuvent se retrouver dans un aliment, tandis que le tampon phosphate reconstitue
un environnement non favorable a la multiplication bactérienne.

La suspension de bactéries est ensemencée de maniére a avoir 100 a 107 bactéries / ml.
Apres ensemencement, l'inoculum est réparti dans les tubes TDT stériles a raison de 1,5 ml /
tube. Les tubes sont ensuite scellés a la flamme.

Dans les deux milieux, les bactéries subiront des traitements thermiques de durée
variable.

4.- Régulation du bain d'eau chaude

Le bain-marie est muni d'une pompe de circulation d'eau et d'un régulateur de
température; celle-ci est contrdlée par un thermomeétre étalon de haute précision et un
thermometre & sonde silicium avec affichage électronique de la température a + 0,1°C. L'inertie
thermique du systéme tube-suspension des bactéries étant faible, 'échange calorique entre le
bain d'eau et la suspension des bactéries est rapide. La température de la suspension de
bactéries atteint en moins de 2 minutes la température du bain dans lequel le tube est plongé.

5.- Mesures des parameétres D et z

L4

La détermination des paramétres de thermorésistance D1 et z exige de réaliser des
traitements thermiques a température strictement controlée au niveau des bactéries. On a choisi
la méthode des tubes décrite par CHEFTEL et al. 1963, et utilisée par MULAK, 1990.

Apres refroidissement, les tubes sont laissés environ 20 minutes a la température
ambiante pour favoriser la croissance ultérieure des bactéries. Ils sont ensuite ouverts
stérilement. La suspension est alors récupérée dans un tube a essai stérile. La suspension ou ses
dilutions sont ensemencées en milieu Fish solide, puis les boites de Pétri sont placées dans une
étuve a 37°C. Les lectures sont effectuées aprés incubation pendant 48 a 72 heures au plus.
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Pour calculer les paramétres de thermorésistance, nous avons utilisé le logiciel "Lotus
1.2.3". Le programme donne le coefficient de corrélation r, lequel indique le degré
d'alignement des points sur la droite. La fonction "graphe" permet de tracer les droites de
survie de log N =f{t) et de log D = f (T°C). Les inverses de pente des courbes de survie et de
TDT donnent respectivement le temps de réduction décimal D1 et le coefficient de
température z.

6.-Dénombrements

La plupart des dénombrements ont été effectués au bout de 48 heures. Cependant, sur
quelques boites, on a pu observer une augmentation du nombre de colonies au-dela de 48
heures (72 h) : c'est ce nombre qui a été retenu. Le nombre de colonies est resté inchangé par
la suite.

IV.- EVOLUTION DE LA CROISSANCE DES BACTERIES DANS DES FILETS

Sur le plan réglementaire,lors d'une conservation permanente comprise entre 0°C et
+3°C,les produits doivent rester conformes aux critéres microbiologiques définis par l'arrété du
21 décembre 1979 pour les plats cuisinés a l'avance, jusqu'a 48 heures apres la date limite de
consommation (DLC),.

La matiére premiére utilisée est le lieu noir en filets. Les filets ont été approvisionnés en
un seul lot, en grande surface, sous forme congelée; pour chaque échantillon de lieu noir, une
suspension de chair diluée au 1/ 5 est préparée. Cette suspension est utilisée pour 'étude de la
microflore du poisson cru.

Les traitements thermiques sont effectués a 60°C, les prélévements sont faits a
intervalle de temps trés courts, en fonction de la bactérie, et 'expérimentation est arrétée pour
des concentrations d'environ 103 a 104 bactéries / g.

Les suivis de développement des bactéries sont réalisés a +2°C et +7°C.

1.- Analyse microbiologique

En ce qui concerne les prélévements effectués pour les analyses microbiologiques des
produits crus, la démarche est la suivante : 20 g de produit a analyser sont prélevés stérilement
et déposés dans un pot de 400 ml stérile. 80 ml de diluant sont ajoutés de maniére a obtenir
une solution mére diluée au 1/5. Le broyage est ensuite effectué au broyeur Polytron.
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2.- Protocole expérimental.

’

Des filets de 100 g sont décongelés stérilement dans une chambre froide a 2°C. Apres
décongélation, les filets sont broyés stérilement, puis le pH souhaité est ajusté, soit avec de la
soude normale, soit avec de l'acide acétique normal. Le pH initial des filets est 6,43, deux
autres pH sont sélectionnés pour cette étude : pH 6 et pH 7.

3.-Préparation de la suspension

On utilise le méme protocole expérimental que celui décrit dans la partie II pour l'étude
de la thermorésistance, mais au lieu de tubes TDT, on emploie des petits tubes a vis (10 x 95),

pour pouvoir par la suite effectuer des prélévements.

1,5+ 0,1 g de produit broyé est réparti dans chaque tube stérile a l'aide d'une seringue,
le volume de la suspension bactérienne est introduit a I'aide d'une pipette automatique, de fagon
a avoir environ 100 bactéries /g, puis la suspension est mélangée  la chair du poisson.

Les dénombrements sont effectués sur le milieu sélectif pour chaque bactérie.

V.- ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES BACTERIENNES
AVANT ET APRES TRAITEMENT THERMIQUE

1.- Culture et préparation bactériennes

-450 ml de milieu Fish sont répartis dans des fioles de 1 litre pour étre stérilisés a
l'autoclave a 105°C pendant 30 min.

-L'ensemencement des fioles par 100 bactéries / ml est effectué dans des conditions
stériles et les fioles sont mises sous agitation pendant 16 h.

-Chaque culture est centrifugée pendant 20 min a 8000 g a 4°C.

-Le culot bactérien est récupéré dans un volume de 4 ml du milieu Fish et agité
fortement pour avoir une suspension homogeéne.

-2 ml sont mis dans les tubes TDT et les tubes sont scellés a la flamme. Les 2 autres ml
sont conserveés a 4°C.

Les tubes sont ensuite complétement immergés dans un bain-marie pour subir un
traitement thermique. La température de 60°C est choisie arbitrairement en tenant compte des
résultats de l'étude de la thermorésistance des bactéries. Pour les bactéries les plus
thermorésistantes, la durée du traitement a été allongée. Les traitements sont les suivants :
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Figure n° ll.2 : Protocole d'extraction des protéines solubles totales

2 ml de culture bactérienne
centrifugatiori 15mina8000g

homogénéisation

culot récupéré dans 2 ml de Tris HCI 50 mM pH 8,
2 fois
centrifugation 10 min a 8000 g

culot repris dans du Tris 25 mM EDTA 10 mM & 4°C

/ agitation \

ou lyse par la
+10 mg de lysozyme / 2 mi presse de French

centrifugation 30 min 4 10 000 g, 2 4°C
récupération du surnageant **

précipitation du surnageant dans du
mélange de précipitation
a- 2?°C (12h)

centrifugation 30 min 2 30 000 g 2 4°C

culot repris + 2 ml de
B mercaptoéthanol a 0,07 % (v/v)
acétone froid
précipitation a - 20°C (45 min)

centrifugation 30 Imin a30000g, a4°C

culot repris dans le tampon de solubilisation "UKS"
|
Aprés 2 h
centrifugation 20 min a 30 000g, a 22°C

surnageant contenant les protéines
conservé a -70°C

** controle de la concentration
des protéines



-Staphylococcus aureus : 10 min, a 60°C

-Yersinia enterocolitica : 14 min, a 60°C
-Micrococcus varians : 17 min, a 60°C
-Enterococcus faecium : 20 min, & 60°C
-Pseudomonas paucimobilis : 20 min, a 60°C.

Dés que le temps de chauffage est écoulé, les tubes sont sortis du bain et plongés
immédiatement dans un bain d'eau froide (entre 0°C et + 4°C).

Pour éliminer le milieu Fish, plusieurs lavages sont effectués :

Les 2 ml de chaque suspension bactérienne sont alors centrifugés a 8000 g pendant 15
min. Chaque culot obtenu est resuspendu dans 2 ml Tris-HCI 50mM pH8,0 et agité pour avoir
une suspension homogene. Une nouvelle centrifugation pendant 10 min & 8000 g est effectuée.
L'opération est renouvelée 2 fois. La lyse bactérienne est effectuée ensuite selon deux
procédés.

2.- Lyse bactérienne

La méthode de lyse d'un culot bactérien est inspirée de celle décrite par ANDERSON
et McKAY (1983), modifiée pour les souches étudiées ici (figure 11.2). Afin d'optimiser le
protocole d'extraction des protéines totales, on a utilisé 2 procédés différents pour la lyse
bactérienne. On a utilisé une lyse enzymatique par le lysozyme, et une action mécanique par la
presse de French:

a.- lyse par le lysozyme

Le lysozyme, enzyme extraite de I'oeuf, hydrolyse les peptidoglycanes composant
la paroi des cellules bactériennes (MATHESON et McCLEARY, 1985). Le procédé est le
suivant :

-Le culot bactérien est resuspendu dans 1 ml de Tris 25 mM, EDTA 10mM
(T>5E10 pH8,0) et agité fortement pour avoir une suspension homogeéne.

-On ajoute ensuite 1 ml de lysozyme a 10 mg / ml, préparé dans le TpsE 1 pH 8,0
et on incube 30 min au bain-marie a 37°C.
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b.- lyse par la presse de French

La lyse des bactéries Gram positif par le lysozyme est beaucoup plus difficile a
obtenir: l'action du lysozyme est remplacée par l'action mécanique de la presse de French.
Cette derniére favorise la rupture des parois bactériennes et permet la libération du contenu
cellulaire.

-le culot bactérien est remis en solution dans 2 ml de T75E ¢ pH 8,0 et mis a 4°C.

-Les bactéries sont alors lysées par deux passages en presse de French a 11000 psi
(75845 kPa). La lyse cellulaire se traduit par I'obtention immédiate d'une solution visqueuse
trouble homogeéne.

c.- dosage des protéines

Les débris cellulaires et les bactéries non lysées sont éliminés par une centrifugation
(10000 g, 30 min, 4°C), le surnageant est récupéré, la quantité totale de protéines est évaluée
d'aprés la technique de LOWRY et al., 1951, PETERSON, 1979, modifiée selon FIEVERT-
DESREUMAUX (1980); ce dosage est effectué pour déterminer la quantité totale des
protéines dans le surnageant.

3.-Extraction des protéines

a.- précipitation des protéines

-On précipite les protéines (2 -20°C, une nuit) par addition de 3 volumes du mélange de
précipitation des protéines préconisé par ZIVY (1986) [acide trichloracétique (TCA). 10%
(p/v), B-mercaptoéthanol 0,07 % (v/v) dans de l'acétone froid].

Au cours de cette étape, les protéines sont rapidement dénaturées; les extraits sont
protégés de l'action des protéases et des oxydases.

-Aprés précipitation, l'extrait est centrifugé (30000 g, 30 min, 4°C). Pour éliminer
l'exces de TCA, le surnageant est éliminé et le culot est repris dans 2 ml de B-mercaptoéthanol

a 0,07 % (v/v) dans de l'acétone froid. Le culot est agité a l'aide d'un Vortex puis remis a
précipiter a -20°C pendant 45 min.

b.- solubilisation des protéines

-Une nouvelle centrifugation est réalisée dans les mémes conditions, le culot renfermant
les protéines est placé sous vide pour éliminer I'acétone. Ce culot est repris dans le tampon de
solubilisation "UKS" (tableau n° 1 , Annexe IV.3 ) a raison de 20 a 40 pl / 100 a 150 pg de
protéines.
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-Aprés deux heures, une centrifugation (30000 g, 20 min, 22°C) permet d'avoir les
protéines dans le surnageant. Elles sont alors conservées a -70 °C jusqu'a leur utilisation en
électrophorése.

4.- Séparation des protéines par électrophorése. (Electrophorése bidimensionnelle)

La séparation des protéines se fait en deux étapes et selon deux parametres
indépendants:

-la charge électrique au cours de la premiére étape d'isoélectrofocalisation;
-la masse moléculaire au cours de la 2éme étape d'electrophorese en gel SDS.

a.- Electrophorése de premiére dimension ou isoélectrofocalisation (IEF)

- préparation du gel

Le gel de lére dimension contient des ampholines (molécules renfermant un nombre
important de résidus polyamino-polycarboxyliques); I'application d'une tension de 1200 V est
nécessaire pour permettre I'établissement d'un gradient de pH et la séparation des polypeptides
jusqu'a leur point isoélectrique (pHi).

L'isoélectrofocalisation est réalisée en gels cylindriques de polyacrylamide (15 cm de
longueur et 1,5 mm de diamétre). Les tubes sont placés dans un Becher contenant une solution
d'acrylamide, dont la composition est donnée en Annexe IV.3 (tableau n° 2). La polymérisation
du gel se fait sous l'action combinée de 20 pul d'ammonium persulfate (APS) a4 10 % et de 14 ul
de TEMED qui sont additionnés juste avant le remplissage par capillarité des tubes.

Aprés une heure de polymérisation, les tubes sont placés dans le support de la cuve
supérieure du systéme de migration (cuve Protean Biorad). Au-dessus des gels est déposé le
tampon de lyse (Annexe IV. 3, tableau n° 1 ). La partie supérieure de la cuve est alors remplie
par NaOH 20 mM a la cathode, la solution est auparavant dégazée une demi-heure afin
d'éliminer le dioxyde de carbone (CO2) qui pourrait nuire a la formation du gradient. La partie
inférieure de la cuve est complétée par le tampon de migration pour l'anode (acide
phosphorique 10 mM).

Une préfocalisation d'une heure est réalisée pour permettre 1'établissement du gradient
du pH dans le gel (3W, voltage a 1200 V), cette étape est trés importante pour la réussite de
1'électrophorése bidimensionnelle.

- Electrophorése

Aprés la préfocalisation, les échantillons protéiques sont déposés au dessus des gels
(100 a 150 pg) ainsi que 1 a 2 ul de bleu de bromophénol qui permet de suivre le front de
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migration. De plus, 2,5 ul d'un mélange de marqueurs de points isoélectriques connus (BDN,
Poole; U.K.) est ajouté pour estimer le point isoélectrique des polypeptides et pour comparer
de fagon plus aisée les différents gels entre eux (Annex 1V.3, Tableau n° 4).

L'isoélectrofocalisation proprement dite est effectuée pendant 17 heures a 1200 V (dans
les mémes conditions que la préfocalisation). On achéve la séparation en soumettant les gels a
une tension de 1500 V pendant 30 min.

Au cours de la focalisation isoélectrique, les polypeptides dénaturés par l'urée (qui agit
sur les liaisons maintenant la structure tertiaire des protéines) ne migrent qu'en fonction de leur
point isoélectrique et vont se stabiliser dans la région du gel ou leurs charges nettes s'annulent.

Aprés la migration, les gels sont extraits des tubes par pression a l'aide d'une seringue
remplie d'eau. Chaque gel est alors stocké a -70°C dans 500 pl du mélange d'équilibration
préconisé par O'FARRELL (1975), modifié par HILBERT et al. 1988 [Tris-HCL 0,5 M pH
6,8 contenant du SDS a la concentration de 2,3 % et additionné de 50 ul d'une solution de bleu
de bromophénol a 0,05 % (m/v)]. Ce dernier permettra d'apprécier la migration des protéines
au cours de I'électrophorése de 2éme dimension.

b.-Electrophorése de 2éme dimension, en présence de SDS

Afin de séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire, le sodium dodecyl
sulfate (SDS) est utilisé. En effet, il se fixe sur les chaines polypeptidiques des protéines et leur
confére la méme charge électrique.

L'électrophoreése de 2éme dimension est réalisée par groupe de 2 ou de 6 gels verticaux,
en plaques de 18 x 16 x 0,1 cm.

Le gel de premiére dimension (IEF) est ramené a la température ambiante s'il est
conservé; le mélange d'équilibration est éliminé. Le gel d'IEF est déposé au sommet d'un gel de
séparation a 15 % dont la composition est donnée en Annexe IV. 3 (tableau n° 3); ce gel de
séparation est obtenu aprés une polymérisation de 20 min. Les plaques sont alors fixées sur le
support et I'ensemble est placé dans la cuve contenant le tampon de migration de LAEMMLI
(1970) modifié par HOCHSTRASSER et al.(1988) : sa composition en g / 1 est la suivante :
Tris 6 g; Glycine 28,8 g; SDS 1 g. Pour déterminer la masse des sous-unités protéiques, un
mélange de 6 marqueurs protéiques, de masses connues, est déposé dans un puits du gel
(Annexe IV.3 Tableau n° 5). Au cours de la migration, on commence avec un voltage de 250
'V pendant 5 minutes puis & 350 V pendant 2 heures a 2,5 heures.

Quand le front de migration (bleu de bromophénol) est arrivé a l'extrémité de la plaque,
les gels de deuxieéme dimension sont démoulés et placés au moins 1 heure dans 200 ml d'un
mélange éthanol a 50 % et acide acétique a 12 % additionné de 100 pl de formaldéhyde. Ce
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traitement permet la précipitation des protéines dans le gel, ce qui les rend insolubles. Il
autorise également I'élimination de certains composés non protéiques qui pourraient interférer
avec la coloration argentique.

5.- Révélation des protéines

Les protéines sont révélées par coloration argentique, selon la méthode de BLUM et al.
(1987) annexe 1V.3 (tableau n° 6).

-Pour éviter la perturbation de la révélation, l'acide acétique est éliminé par 2 lavages de
30 min dans de I'éthanol a 50 % (v /v).

-Pour améliorer la sensibilité et le contraste de la coloration, on a effectué une
immersion dans du thiosulfate de sodium (0,2 g / ) pendant une minute. Un lavage de 3 x 20
secondes a I'eau ultrapure permet ensuite d'éliminer le thiosulfate de la surface des gels avant
leur imprégnation a l'argent.

-L'imprégnation argentique se fait durant 20 min dans 200 ml d'une solution de nitrate
d'argent (2 g / 1) contenant 150 pl de formaldéhyde 37 %. Ce dernier permet d'améliorer le
contraste et la sensibilit¢ de la coloration. A la fin, les complexes protéines-nitrates d'argent
formés sont indissociables, contrairement & ceux formés entre l'argent et le gel de
polyacrylamide.

-L'excés de nitrate d'argent est éliminé par 2 lavages de 20 secondes dans de l'eau
ultrapure.

-La coloration est commencée par un faible volume (10 ml) du révélateur qui est
constitué de carbonate de sodium (60 g / 1), de formaldéhyde (0,5 ml d'une solution a 37 %) et
de thiosulfate (4 mg /1). C'est une étape délicate, car la durée de la révélation est variable selon
la coloration désirée, mais en général, dés l'apparition des premiers spots protéiques, la
solution est éliminée et remplacée par 150 ml du méme révélateur.

-La réaction est arrétée par lavage a l'eau (1 min) des gels puis par immersion de ces
derniers dans une solution d'éthanol a 50 % contenant de l'acide acétique a 12 % (v/ v).

-Les gels peuvent €tre conservés a 4°C dans de I'éthanol a 50 % pendant plusieurs
semaines avant séchage.

-Le séchage des gels se fait dans un bain de glycérol de 5 % (p/v) pendant 5 a 10
minutes, afin d'éviter qu'ils ne craquélent lors du séchage. Ils sont ensuite disposés entre 2
feuilles de cellophane équilibrées de la méme fagon.

Aprés élimination des bulles d'air, les gels sont séchés 2 heures sous l'action conjuguée
du vide et de la température, qui atteint 80°C (sécheur Boira, modéle 543).
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6.- Lecture des gels

La détermination des masses moléculaires des sous-unités protéiques est effectuée
grace aux marqueurs de protéines, en calculant le Rapport Frontal (R.F.) qui correspond a la
migration des marqueurs protéiques connus. Aprés la détermination des masses moléculaires
des polypeptides, on a comparé pour chaque bactérie un gel échantillon avec un gel traité, en
utilisant un lecteur de gel (Gel Reader "APELEX"). Dans les résultats, on donnera d'abord une -
analyse totale des gels. Seules 3 zones seront analysées en détail car elles présentent plus de
différences. Des photos des gels en format normal seront données ainsi que des photos des
zones étudiées prises en agrandissement.
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Chapitre 1
ETUDE CINETIQUE DE LA CROISSANCE



Chapitre 1
ETUDE CINETIQUE DE LA CROISSANCE

La croissance des 6 bactéries retenues (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica 1, Yersinia enterocolitica 2, Micrococcus varians et Pseudomonas
paucimobilis) a été réalisée en milieu Fish soluble. Deux objectifs ont été fixés :

- d'une part, pour la culture de ces bactéries en laboratoire, on a recherché pour chaque
micro-organisme les optima de température a pH 7,2 dans les zones habituelles de croissance
bactérienne (30°C, 37°C, 40°C et 43°C). En fonction des résultats obtenus, on a déterminé les
caractéristiques de croissance pour chaque bactérie a 37°C, en analysant en détail la croissance
auxpH6-64-72¢€t82.

- D'autre part, on a étudié le comportement de ces bactéries susceptibles d'étre
rencontrées dans les produits réfrigérés. Pour déterminer la durée de la phase de latence aux
basses températures et les caractéristiques de la croissance, on a effectué des cultures aux
températures de 2°C, 5°C et 7°C. Les cultures expérimentales a 2°C et 7°C seront analysées en
détail car 2°C représente une température souhaitable pour la conservation des produits, tandis
que 7°C peut correspondre a une rupture de la chaine du froid des produits a conserver.

Dans tous les essais, la concentration bactérienne initiale est 100 bactéries / ml. Aux
basses températures, la phase stationnaire est appréciée par l'identité des valeurs de mesure de
quelques prélévements consécutifs sur des cultures. La mesure du pH est effectuée en début et
en fin d'expérimentation.

Les caractéristiques particuliéres de chaque courbe de croissance sont déterminées a
l'aide du logiciel d'analyse numérique mis au point par LAURENT et DUQUENOY, 1993 :
temps de latence (L) et taux de croissance (i) sont obtenus automatiquement; cette méthode

permet en outre un lissage de la courbe si nécessaire.



Les caractéristiques des courbes de croissance analysées en détails (37°C, 7°C et 2°C)
sont données sous forme de tableau résumé. On a not€ les valeurs de pH mesurées au début et
a la fin de l'expérimentation, ainsi que les caractéristiques des courbes de croissance en
fonction du pH du milieu : le taux de croissance (i) est exprimé en heure-! et le temps de
latence (L,) est exprimé en heures ou en jours. On a également noté les coefficients de
corrélation r et le logarithme de la concentration bactérienne en fin de phase exponentielle
(logN). On a enfin établi des histogrammes tridimensionnels donnant les temps de latence en
fonction de la température et du pH.

65



log N (bac/mil)

N
¢
SO SRRV

¢ oo
N N N

pH=4,6
——=——- pH=5

——t—— pH=55 |

TR ENENT e o sy o s e e S
T —— pH=6
—4&—— pH=6,4
--/-'-."
o — —¢— pH=7,2
-"---
—>—— pif=8,2
- - - S
T Sl el el = -
0 5 10 15 20 25

temps {heures)

Figure n® Hl..1 : courbes de croissance d'Enterococcus faecium pour
différents pH sous agitation 3 37°C en milieu Fish.



L.- RECHERCHE DES CONDITIONS OPTIMALES DE CROISSANCE EN
LABORATOIRE DES BACTERIES SELECTIONNEES

Pour cultiver en laboratoire, en condition normale de croissance, les 6 bactéries
sélectionnées, on a réalisé des suivis de croissance en milieu Fish dans le biophotometre, a pH
7,2 et a des températures situées entre 30 et 43°C; a titre d'exemple, on a précisé les
caractéristiques de croissance a 37°C en fonction du p.

1.- Enterococcus faecium

a.- Conditions optimale de croissance a pH 7.2

Pour les températures étudiées (30°C, 37°C, 40°C et 43°C), on obtient des
concentrations bactériennes finales supérieures 4 108 bactéries / ml. Dans le milieu Fish, la
température optimale de croissance se situe entre 37°C et 40°C, le taux de croissance est
maximal a 40°C : (1,045 £ 0,016) h-! (tableau III.1). Cependant, a 37°C, la concentration
bactérienne obtenue en phase stationnaire est maximale (5,5.108 bactéries / ml) et le temps de
latence est le plus court (figure II1.1). Dans des conditions normales, Enterococcus faecium est
capable de se développer jusqu'a 45°C (MUNDT, 1986), avec une température de croissance
optimale a 37°C (MOL, 1971).

Tableau n° I11.1 : Croissance d'Enterococcus faecium entre 30°C et 43°C a pH 7,2.

Température 30 37 40 43
W9

Taux de 0,338 £0,009 | 0,709+ 0,011 | 1,045+ 0,016 | 0,243 0,012

croissance (h'l)

log N 8,73 8,74 8,68 8,51
(bact. /ml)
temps en heures
pour atteindre N 20 11 9 28

Les résultats obtenus concordent avec la bibliographie; cette température de 37°C est
une température favorable pour la culture en laboratoire d'Enterococcus faecium dans les
conditions expérimentales retenues.
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b.- Exemple : détermination des caractéristiques de croissance a 37°C

A cette température, on a étudié¢ différentes cultures a des pH compris entre 4,6 et
8,2; on n'a pas noté de croissance a des pH inférieurs a 5 pour une période de 24 heures (figure
IT1.1). Dans les conditions de l'expérimentation, l'optimum de croissance se situe entre pH 7,2
et 8,2. Entre pH 6 et 8,2 le taux de croissance baisse en méme temps que le pH (tableau II1.2).
Le temps de latence est inférieur & 1 heure entre pH 6 et 8,2 , il est par contre plus long pour
des pH inférieurs a 6 et il est d'environ 2 heures 2 pH 5 (figure IIl.1). A la fin de la
manipulation, les pH mesurés sont supérieurs aux pH initiaux, sauf pour le pH 8,2 ou il ne
varie pas.

Tableau n° T1I1.2 : Cinétique de croissance d'Enterococcus faecium en milieu Fish,
a 37°C, pendant 24 heures, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
nitial d'e:;élf'iignce max. (k1) Cczer:rfglc;teig;(i'e htenf}f)(La) (bact. /ml)
6 6,38 0,331 + 0,002 0,991 0,79 8,47
6.4 6,67 0,511+ 0,010 0,991 0,56 8,59
72 7,52 0,709 + 0,011 0,991 0,012 8,74
8,2 8,19 0,745 + 0,009 0,969 0,04 8,65

On n'a pas pu effectuer de cultures au dela de pH 8,2, étant donné qu'a des pH
supérieurs, le milieu Fish précipite aprés stérilisation a 105°C. C'est pour cela que l'on a
constaté une croissance effective uniquement aux pH compris entre 5 et 8,2, mais d'autres
essais effectués a des pH de I'ordre de 9,2 en milieu tryptose montrent bien qu'Enterococcus
Jaecium est capable de se développer dans des zones de pH alcalin pouvant aller jusqu'a pH 9,6
(FACKLAM et WILKINSON, 1981; LECLERC, 1989).

A 37°C, en milieu Fish, il est souhaitable de cultiver Enterococcus faecium entre pH
7,2 et 8,2.

2.- Staphylococcus aureus

a.- Conditions optimales de croissance a pH 7.2

Dans cette étude, la température optimale de croissance se situe entre 37°C et 40°C; le
taux de croissance le plus élevé a été trouvé a 40°C (1,43 = 0,007) h-let le plus bas est a 30°C
(0,298 + 0,002) hl A 37°C, on obtient la concentration maximale en 24 heures (7,6. 108
bactéries / ml). Elle atteint pour le méme pH 6,2.108 bactéries / ml 4 40°C (tableau IIL.3).
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Staphylococcus aureus est capable de se développer jusqu'a des températures limites de
46°C (HURST et al., 1983). PEREIRA, 1982, a déterminé avec précision la température

optimale de croissance de Staphylococcus aureus, elle est égale a 39,4°C.

Tableau n° I11.3 : Croissance de Staphylococcus aureus entre 30 et 43°C a pH 7,2.

Température 30 37 40 43
C)
Taux de

) 0,298 £ 0,002 { 0,971 £0,011 | 1,429+ 0,007 | 0,377 + 0,010
croissance (h'1 )

log N

8,83 8,88 8,78 8,58
(bact. /ml)
temps en heures
pour atteindre 19 10 8 16
N

37°C semble étre une température convenable pour la culture de Staphylococcus
aureus en laboratoire, puisque l'on a obtenu la concentration maximale dans cette zone de
température.

b.- Exemple : détermination des caractéristiques de croissance a 37°C

A 37°C, en milieu Fish, l'optimum de croissance est situé entre pH 7,2-8,2; la
croissance est faible en dessous de pH 6 et elle est quasiment nulle & pH 4,6 pour une période
de 24 heures (Figure III. 2). C'est & pH 7,2 que la concentration bactérienne finale est
maximale (7,6.108 bactéries / ml ) et que le temps de latence est nul (Tableau II1.4). Les
travaux de MAGRINI et al., 1983, montrent que Staphylococcus aureus résiste a des pH
jusqu'a 4,2, mais avec une forte réduction de la croissance. JAY, 1986, et CARLIER, 1983,
ont rapporté dans leurs travaux qu'on peut rencontrer Staphylococcus aureus a des pH
extrémes, jusqu'a 4,2 et 9,3, mais avec un optimum de croissance situé entre 6,8 et 7,5.
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Tableau n° I11.4 : Résultats de I'étude cinétique de Staphylococcus aureus en milieu Fish, a

37°C, pendant 24 heures, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
itia d'e;;éggnce max. (k°1) (c::(c))irﬂglcaiteigtnie lateﬂ:;)(Lo) (bact. /m])
6 6,25 0,184 + 0,010 0,998 1,71 7,64
6,4 6,53 0,438 + 0,011 0,980 0,61 8,58
7,2 7,51 0,971 + 0,011 0,978 0,001 8,88
8,2 8,21 1,310 £ 0,009 0,986 0,44 8,61

Si le temps de latence est pratiquement inexistant a pH 7,2, il augmente avec la baisse
du pH pour atteindre 5 heures a pH 5,5 (figure I11.2). Le pH mesuré en fin d'expérimentation

est supérieur au pH initial pour toute la gamme de pH étudiée.

La croissance de cette bactérie en laboratoire peut donc étre réalisée sur milieu Fish a

37°CetapH 7,2.

3.- Yersinia enterocolitica 1

a.- Conditions optimales de croissance a pH 7.2

Dans cette étude, on a trouvé que la température optimale de croissance se situe a
37°C. Au pH 7,2, la concentration bactérienne finale est maximale (7,1.108 bactéries / ml aprés
24 heures de culture). Le taux de croissance le plus élevé est a 37°C et le taux le plus bas est
rencontré a 30°C et 43°C (tableau II1.5). Les pH mesurés en fin d'expérience augmentent.
OREFICE et al., 1989, ont mis en évidence que Yersinia enterocolitica est capable de se

développer jusqu'a 42°C et que l'optimum de croissance se situe entre 28°C et 30°C.

Par la suite, la température de 37°C a été sélectionnée pour la culture de cette bactérie.
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Tableau n° I11.5 : Croissance de Yersinia enterocolitica I entre 30 et 43°C a pH 7,2.

Température 30 37
0
Taux de

40 43 -

0,309 + 0,002 | 0,996 + 0,020 | 0,590 + 0,005 | 0,306 + 0,010
croissance (h~1)

log N 8,81 8,85 8,84 8,54
(bact. /ml)
temps en heures
pour atteindre N 21 12 15 20

b.- Exemple : détermination des caractéristiques de croissance a 37°C

A 37°C, il y a absence de toute croissance en-dessous du pH 5. Yersinia enterocolitica
1 présente I'optimum de croissance a pH 7,2. Entre les pH 6 et 8,2 le temps de latence est plus
court (inférieur a 1 heure) alors qu'il est plus long a des pH inférieurs a 6 et qu'il atteint 5
heures a pH 5,5 (Figure 111.3).

Tableau II1.6 : Résultats de I'étude cinétique de Yersinia enterocolitica I en milieu Fish,
a 37°C, pendant 24 heures, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial . en’ﬁ.n max. (h-1) Coeﬁ'icie_nt de | latence (L,) (bact.s /ml)
expérience corrélation r (h)

6 6,49 0,390 + 0,003 0,990 0,59 8,39
6,4 6,60 0,779 £ 0,034 0,968 0,001 8,73
72 7,49 0,996 + 0,020 0,990 0,18 8,85
8,2 8,30 0,744 £ 0,020 0,963 0,61 8,72

En milieu Fish, a pH 7.2, le taux de croissance est €élevé, il est de (0,996 + 0,02) hlla
population bactérienne est maximale (7,1.108 bactéries / ml) (Tableau IIL6). ABER et al.,
1989, rapportent dans leurs travaux que Yersinia enterocolitica est capable de se multiplier
entre pH 5 et 9 avec un optimum a 7-8.
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Figure n°® lIL.4 : courbes de croissance de Yersinia enterocolitica 2 pour
différents pH sous agitation & 37°C en milieu Fish.




Pour cette bactérie, au laboratoire, la température de 37°C sera utilisée par la suite
pour la culture dans le milieu Fish.

4. Yersinia enterocolitica 2

a.- Conditions optimale de croissance a pH 7.2

Yersinia enterocolitica 2 se développe jusqu'a 43°C; la concentration bactérienne finale
dénombrée est toujours supérieure 4 108 bactéries / ml. A pH 7,2, cette concentration est
maximale en fin de croissance, elle est de l'ordre de 8,9.108 bactéries / ml (Tableau IIL.7). La
zone optimale de croissance se situe entre 37°C et 40°C, et I'on a obtenu la méme zone
optimale de croissance que pour Yersinia enterocolitica 1. Par contre, OREFICE et al., 1989,
ont déterminé une zone d'optimum de croissance beaucoup plus faible que ces valeurs
experimentales obtenues, elle se situe entre 28°C et 30°C, mais ils ont également montré que
cette bactérie peut se développer jusqu'a 42°C.

Tableau n° I11.7 : Croissance de Yersinia enterocolitica 2 entre 30 et 43°C a pH 7,2.

Température 30
O

Taux de

37 40 43

0,434+ 0,004 | 0,611+0,005 | 0,715+ 0,006 | 0,297 + 0,009
croissance (/)

log N 8.91 8.05 8,84 8.55
(bact. /ml)
temps en heures
pour atteindre N 20 12 14 26

Les souches de Yersinia enterocolitica sélectionnées pour cette étude se multiplient
convenablement autour de 37°C. Le nombre de Yersinia enterocolitica rencontrés dans la
nature est trés important; le comportement de ces 2 souches est a prendre en considération car
il n'est pas impossible qu'il existe d'autres souches capables de se multiplier dans ces zones de
températures en milieu Fish. Il semblerait que I'on aie des souches bien adaptées a cette
température de 37°C.

b.- Exemple : détermination des caractéristiques de croissance 4 37°C

Entre pH 4,6 et 8,2, aucune croissance significative n'a été détectée en dessous de pH 5 pour
une période de 24 heures. A pH 4,6, la concentration bactérienne reste inchangée en fin
d'expérimentation. Entre pH 6,4 et pH 7,2, le temps de latence est nul, par contre il augmente
avec la baisse du pH pour atteindre 12 heures a pH 5 (Figure I11.4). C'est a pH 7,2 que la

71



log N {bac/ml)

24

——=—— PH=4,6
PH=5
~—+—— PH=55 |
—{—— PH=6
—&——— PH=6,4

———— PH=7,2

PH=8,2

o} 5 10 15 20 25
temps (heures)

Figure n° {I.b : courbes de croissance de Micrococcus varians pour
différents pH sous agitation 4 37°C en milieu Fish.




concentration bactérienne finale est maximale (8,9.108 bactéries / ml), mais c'est a pH 6,4 que
le taux de croissance est le plus élevé (0,971 + 0,007) h-1 (Tableau I11.8).

Tableau n° I11.8 : Cinétique de croissance de Yersinia enterocolitica 2 en milieu Fish,

a 37°C, pendant 24 heures, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial ; en’ﬁ.n max. (k1) Coeﬂ?cignt de | latence (Lp) | (pact. /ml)
experience corrélation r (h)

6 6,39 0,252 + 0,002 0,994 1,39 8,40
6,4 6,57 0,971 + 0,007 0,974 0,001 8,71
72 7,45 0,611 + 0,006 0,986 0,001 8,95
8,2 8,19 0,538 + 0,007 0,987 0,13 8,72

Yersinia enterocolitica résiste a des pH jusqu'a 4,6, sans réduction de la croissance,
mais avec un optimum dans la zone allant de pH 6,4 a pH 7,2. La température de 37°C est
sélectionnée pour la culture en milieu Fish de cette bactérie en laboratoire.

5.- Mierococcus varians

a.- Conditions optimales de croissance a pH 7.2

Micrococecus varians se développe entre 30°C et 43°C, la température optimale de
croissance se situe vers 37°C. La concentration bactérienne maximale obtenue en fin de
croissance est de 6,9.108 bactéries / ml 4 37°C. On obtient la méme concentration bactérienne
finale a 30°C, mais avec un taux de croissance moins important (tableau I11.9). SCHLEIFER et
al., 1981, ont observé que Micrococcus varians a un optimum situé entre 25°C et 37°C.

La température de 37°C peut €tre une température convenable pour la culture en milieu
Fish de Micrococcus varians en laboratoire.
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Tableau n° I11.9 : Croissance de Micrococcus varians entre 30 et 43°C a pH 7,2.

Température 30 37 40 43
&)
Tawxde 1 42040004 | 0,028 0,008 | 0,747 £0,004 | 0,312 % 0,005
croissance (#~1)
log N 8,84 8,84 8,73 8,43
(bact. /ml)
temps en heures
our atteindre N 21 12 14 26

b.- Exemple : détermination des caractéristiques de croissance a 37°C

A pH 7,2, la concentration bactérienne maximale est de 6,9.108 bactéries / ml, mais
I'optimum de croissance se situe dans la zone de pH 6,4-8,2. Le taux de croissance baisse a
partir du pH 6; en dessous de pH 5,5, la croissance est ralentie, voire absente a pH 4,6 (Figure
I1.5). Dans la zone de pH 6-8,2, le temps de latence est faible, mais ce dernier est plus long
avec la baisse du pH pour atteindre 5 heures a pH 5,5.

37°C est effectivement une température convenable, a retenir pour la culture en milieu
Fish de cette bactérie en laboratoire.

Tableau n° IT1.10 : Cinétique de croissance de Micrococcus varians en milieu Fish, a 37°C,

pendant 24 heures, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial en fin max. (k1) Coefficient de | latence (L,) (bact. /ml)
d'expérience ' corrélation r (h)

6 6,26 0,305 + 0,003 0,992 0,38 8,57
6,4 6,58 0,961 + 0,025 0,976 0,001 8,65
7,2 7,47 0,928 + 0,010 0,989 0,19 8,84
8,2 8,29 0,933 = 0,020 0,961 0,44 8,71

6.- Pseudomonas paucimobilis

a.- Conditions optimale de croissance a pH 7.2

C'est a 37°C que I'on constate une croissance optimale de Pseudomonas paucimobilis.

A 37°C, la concentration bactérienne maximale est égale a 109 bactéries / ml, et T'on a le taux
de croissance le plus élevé (1,23 + 0,010) h-1. Les travaux de ENFORS et al., 1979, montrent
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Figure n° 1ll.6 : courbes de croissance de Pseudomonas paucimobilis pour
différents pH sous agitation 2 37°C en milieu Fish.
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bien que les Pseudomonas sont capables de se développer jusqu'a 43°C. Il faut toutefois
remarquer que d'aprés le BERGEY'S Manual, Pseudomonas paucimobilis ne peut pas étre
cultivé a 42°C.

Tableau n° II1.11 : Croissance de Pseudomonas paucimobilis entre 30 et 43°C, a pH 7,2.

Température (°C) 30 37 40 4
Taux d?hc?;’ssance 0,755+ 0,001 | 1,257+ 0,010 | 0,966 + 0,011 | 0,289 % 0,010
log N 8,78 9,00 8,72 8,56
’ (bact. /ml)
temps en heures
pour atteindre N 24 11 14 28

b.- Exemple : détermination des caractéristiques de croissance a 37°C

A pH 7,2, on obtient la concentration bactérienne maximale de 1. 109 bactéries / ml et
un taux de croissance de (1,257 + 0,010) h-1. A pH 6.4, on a le méme taux de croissance, mais
la population bactérienne finale est de 60 % inférieure (Tableau III.12).

Le temps de latence est nul dans la zone de pH 6,4-8,2, mais il s'allonge en dessous de
pH 6 pour atteindre 2 heures a pH 5,5 (figure I11.6)

Tableau n° 111.12 : Résultats de I'étude cinétique de Pseudomonas paucimobilis en milieu Fish,
a 37°C, pendant 24 heures, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial d'exeégznce fhax. (h-l) chirﬁgggg:ie lateﬂg}f)(Lo) (bact. /ml)
6 6,29 0,510 + 0,004 0,992 0,33 8,41
6,4 6,74 1,257 £ 0,011 0,987 0,001 8,60
7,2 7,61 1,257 + 0,010 0,978 0,001 9,00
8,2 8,28 0,742 + 0,007 0,990 0,001 8,70

On constate que le pH de la culture augmente au cours de la croissance. On sait que les
Pseudomonas sont parmi les premiéres bactéries responsables de la formation de métabolites et
surtout d'ammoniac, qui provoque l'augmentation du pH et l'apparition de mauvaises odeurs
(Travaux de VAN SPREEKENS, 1977, cités par LISTON, 1980).
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7.- Commentaires et conclusion

Pour la précision des mesures, on a déterminé la valeur moyenne des coefficients de
corrélation (0,983 + 0,009), avec la valeur de probabilité p = 0,05 pour les cultures incubées a
des températures supérieures ou égales a 30°C. La validité de ces coefficients est toujours
estimée supérieure ou égale a 0,96.

Dans les conditions habituelles de conservation industrielle, les plats préparés sont en
principe stockés en position statique; toutes les cultures ont été effectuées sous agitation, de
maniére a provoquer une croissance maximale des bactéries. On a ainsi établi une marge de
sécurité pour la conservation.

Le pH mesuré en fin de culture est sensiblement plus élevé que le pH initial, ce qui
peut s'expliquer par le fait que le milieu Fish contient des fractions azotées et qu'au cours de la
croissance, ces derniéres vont étre dégradées par les bactéries pour donner des amines diverses
et du NH3, entrainant une augmentation du pH (RAGUENES, 1988).

Entre 30 et 43°C, I'ensemble des souches bactériennes étudiées se multiplient pour des
pH compris entre 5 et 8,2; a des pH voisins de 4,6, il y a absence totale de croissance en milieu
Fish. On note cependant qu'a ce pH, ces bactéries résistent, puisque la concentration
bactérienne finale reste de l'ordre de 100 bactéries / ml. La comparaison de I'évolution de la
croissance des micro-organismes en fonction des différents pH de culture montre que
l'allongement de la phase de latence est observé a des pH inférieurs a 6.

Cette étude préliminaire a permis de déterminer les conditions de culture de ces
bactéries en laboratoire : tous les micro-organismes ont un optimum autour de 37°C. A cette
température, leur taux de croissance est optimal. Il s'agit bien ici de bactéries mésophiles, qui
sont des bactéries capables de se multiplier a des températures allant de 20°C & 45°C, avec un
optimum a 37°C (MESCLE et ZUCCA, 1988). Par la suite, on a choisi la température de 37°C
pour préparer les 6 bactéries lors des diverses expérimentations ultérieures.
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IL.- COMPORTEMENT AUX BASSES TEMPERATURES DES BACTERIES
SELECTIONNEES

Pour déterminer la durée de la phase de latence aux basses températures, ainsi que les
autres caractéristiques de la croissance , on a effectué des cultures a 7°C, 5°C et jusqu'a 2°C,
dans le milieu Fish. On a pu ainsi déterminer la durée permettant un développement a basse
température. Le choix de la température de 2°C est fonction des normes de I'Arrété de 1974
concernant les produits réfrigérés, qui doivent étre conservés a des températures comprises
entre 0°C et 3°C (Annexes II-1I1). Etant donné que la température de conservation de 0°C est
rarement rencontrée dans les conservations, on a choisi 2°C comme basse température de
référence pour ces essais et pour d'autres essais de conservation de filets de poisson effectués
ultérieurement (cf chapitre 3).

On détaillera dans cette étude la croissance & 2°C et a 7°C: 2°C pour son intérét dans la
conservation des produits alimentaires, et 7°C comme température facilement atteinte si la
chaine du froid n'est pas respectée a un moment ou a un autre entre la production et la
consommation du produit.

En l'absence d'un systéme de refroidissement dans le biophotométre, on a utilisé une
table d'agitation horizontale pour les températures inférieures a 30°C, et les cultures ont été
faites dans des chambres tempérées réglées a la température souhaitée.

1.- Enterococcus faecium.

a.- Croissance a pH 7.2 aux températures de 2°C. 5°C et 7°C

De¢s la température de 2°C, on observe une croissance d'Enterococcus faecium. Pour
toutes les températures étudiées, on note un important retard de croissance avec allongement
de la durée des différentes phases de croissance par rapport aux conditions optimales a 37°C.

On obtient des concentrations bactériennes finales supérieures 4 108 bactéries / ml
(tableau II1.13), mais avec des durées de phases différentes (Figure II1.7). Aucune différence
significative concernant la concentration bactérienne finale n'a été mise en évidence par rapport
aux cultures effectuées dans des conditions optimales de croissance (37°C), mais aux basses
températures, il faut plus de temps pour atteindre la méme concentration (tableau II1.13). Les
températures basses agissent surtout sur les activités enzymatiques, qui se trouvent ainsi
ralenties: il faut par conséquent plus de temps pour la croissance bactérienne, et
particuliérement a 2°C (HUI, 1991).
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Figure n® lIL.7 : courbes de croissance d'Enterococcus faecium pour différents pH sous
agitation a8 2°C en milieu Fish.
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Figure n® 1.8 : variation du temps de latence (LO) d'Enterococcus faecium pour
différents pH et différentes températures de culture en milieu Fish. {Rotation du profil de
200°).




Tableau n° IT1.13 : Croissance d'Enterococcus faecium dans la zone de réfrigération a pH 7,2.

Température ) 5
O
Taux de

) 0,017 £ 0,007 | 0,030 + 0,005 | 0,041 +0,007
croissance (h~/)

log N 8,74 8,65 8,36
(bact. /ml)
temps en jours
our atteindre N 43 13 7

b.- Caractéristiques de la croissance & 2°C

A cette température, aucune croissance significative n'a été détectée a des pH inférieurs
a 5,5, mais la population bactérienne a été capable de survivre plus de 90 jours. Cependant, a
pH 4,6, seule une faible partie de la population a résisté dans ces conditions extrémes. A pH
8,2, le démarrage de la croissance est trés difficile, avec une phase de latence de prés de 10
jours, et une phase exponentielle de 20 jours; le taux de croissance est de (0,008 % 0,005) h-1
(figure IT1.7). A pH 7,2, on a eu la méme concentration finale qu'a 37°C (5,5. 108 bactéries /ml)
mais avec des durées trés différentes.

Tableau n° I11. 14 : Cinétique de croissance d'Enterococcus faecium en milieu Fish, a 2°C,

pendant 90 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
il | | mecarh | S| e o) | et
6 6,20 0,010 = 0,005 0,976 931 7,94
6,4 6,55 0,012 + 0,002 0,997 8,12 8.24
7,2 7,42 0,017 + 0,007 0,957 7,76 8,74
8,2 8,23 0,008 + 0,005 0,932 9,94 7,02

La croissance est tres faible et a des pH inférieurs a 6, elle est quasiment absente en
dessous de pH 5. A pH 4,6, la population bactérienne baisse considérablement, elle passe de
109 3 1,3.103 (figure I11.7).

Si le temps de latence est de quelques minutes a 37°C, il est ici de plusieurs jours
(figure 111.8) et il dépend du pH du milieu : entre pH 6 et pH 8,2, ce temps de latence est en
effet d'environ 7 a 10 jours pour les cultures effectuées (Tableau III.14).
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¢.- Caractéristiques de la croissance a 7°C

A la température de 7°C, on n'a pas noté de croissance a des pH inférieurs a 5,5 pour
une durée de 10 jours; par contre, entre pH 6 et 8,2, il y a une croissance bactérienne, mais elle
est ralentie par rapport a celle obtenue dans des conditions optimales croissance a 37°C.

Tableau n° I11.15 : Cinétique de croissance d'Enterococcus faecium en milieu Fish,

a 7°C, pendant 10 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
i | 00| e ehy | S| ) | Gt
6 6,30 0,020 £ 0,001 0,952 1,68 8,20
6,4 6,49 0,027 + 0,005 0,958 1,32 8,30
7,2 7,56 0,041 + 0,007 0,951 0,68 8,36
8,2 8,23 0,024 + 0,006 0,971 2,47 8,31

La croissance d'Enterococcus faecium est ralentie et les différentes phases de la
croissance sont allongées. Entre pH 6 et 8,2, la concentration bactérienne finale est supérieure
a 108 bactéries / ml., le temps de latence dépend du pH (il est de 16 heures a pH 7,2 et de deux
jours et demi & pH 8,2). Le pH mesuré 4 la fin de l'expérimentation augmente.

2.- Staphvlococcus aureus

a.- Croissance a pH 7.2 aux températures de 2°C. 5°C et 7°C

Staphylococcus aureus se développe aux températures de réfrigération, mais la
croissance bactérienne est lente avec des phases de croissance longues. A basse température,
on obtient des concentrations bactériennes proches des concentrations finales obtenues pour
les cultures effectuées dans des conditions optimales (37°C) (tableau II1.16). Cependant, il a
fallu beaucoup plus de temps a ces cultures pour atteindre ces concentrations (90 jours au lieu
de 1 jour). Les températures de réfrigération retardent la croissance des micro-organismes,
méme chez les psychrotrophes, qui se développent lentement a basse température (HUI, 1991).
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Figure n® 111.9 : courbes de croissance de Staphylococcus aureus pour différents pH sous
agitation 3 2°C en milieu Fish.
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Tableau n® I11.16 : Croissance de Staphylococcus aureus dans la zone de réfrigération a pH 7,2.

Température 5 5 7
¢C)

Taux de
croissance (/1)
log N
(bact. /ml)
temps en jours

pour atteindre 47 16 7
N

0,017 £ 0,006 | 0,029 + 0,003 | 0,060 + 0,003

8,55 8,56 8,50

>

Aux températures de 5°C et 7°C, les concentrations finales les plus élevées ont été
également trouvées a pH 7,2. Elles sont de 3,2.108 bactéries / ml a 7°C en 10 jours et 3,6.108
bactéries / ml a 5°C en 30 jours (tableau II1.16).

b.- Caracténistiques de la croissance & 2°C

Les durées des différentes phases de croissance sont tres allongées. Le temps de latence
dépend du pH de la culture (allant de 5 a 9 jours environ) (figures II1.9 & III.10).
Staphylococcus aureus ne se développe ni a pH 8,2, ni a des pH inférieurs a 6.

Tableau n° I11.17 : Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus en milieu Fish,
a 2°C, pendant 90 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial en fin max. (h-1) Coefficient de | latence (Lp) | (pact. /mi)
d'expérience ’ corrélation @)
6 6,13 0,016 + 0,009 0,983 9,40 7,18
6,4 6,58 0,019 + 0,010 0,982 7,11 8,60
7,2 7,37 0,017 + 0,009 0,973 495 8,75

En dessous de pH 6, le développement de Staphylococcus aureus est limité, et la
population finale chute aux pH 4,6 et 5. A pH 4,6, il y a une baisse de 109 bactéries / ml
jusqu'a 3.109 bactéries / ml pour une durée de 90 jours. Le taux de croissance chute
rapidement aux températures de réfrigération et la croissance est trés faible.
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c.- Caractéristiques de la croissance a 7°C

A cette température, la multiplication de Staphylococcus aureus est ralentie en
comparaison avec les résultats a 37°C. A pH 7,2, le taux de croissance est faible (0,060 +
0,003) h-1, la population finale est inférieure de 58 % au résultat le plus élevé obtenu a 37°C.

Tableau n° 111.18 : Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus en milieu Fish, a 7°C,

pendant 10 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial final max. (h-1) Coefficient de | latence (Lp) | (pact. /ml)
corrélation r ()

6 6,35 0,037 + 0,009 0,980 1,98 7.34
6,4 6,52 0,053 + 0,004 0,959 1,40 8,47
7,2 7,42 0,060 = 0,003 0,963 1,29 8,50
8,2 8,29 0,051+ 0,014 0,973 1,76 7,72

A des pH inférieurs a 6, la croissance est tres faible, et elle est quasiment nulle a pH
4.,6. Le temps de latence est inférieur a 2 jours pour des cultures effectuées entre pH 6 et 8,2;
si la croissance bactérienne est supérieure 4 108 bactéries / ml entre pH 6,4 et pH 7,2, elle
baisse sensiblement pour les autres pH étudiés (Tableau II1.18).

3.- Yersinia enterocolitica 1

a.- Croissance a pH 7.2 aux températures de 2°C, 5°C et 7°C

Yersinia enterocolitica 1 se développe a des températures de réfrigération (2 a 7°C);
pour ces zones de températures, il y a un retard de croissance et les bactéries se développent
trés lentement. On obtient des concentrations bactériennes finales proches des conditions
optimales de croissance, mais avec des durées trés différentes (1 jour a 37°C et plusieurs
semaines a 2°C) (tableau III.19). Plusieurs travaux ont montré que Yersinia enterocolitica est
capable de se développer a des températures basses; STANFIELD et al., 1985, ont obtenu un
développement lent de Yersinia enterocolitica jusqu'a des températures proches de +1°C.
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Figure n® .11 : courbes de croissance de Yersinia enterocolitica 1 pour différents pH

sous agitation &8 2°C en milieu Fish.
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Tableau n° I11.19 : Croissance de Yersinia enterocolitica 1 dans la zone de réfrigération a pH 7,2.

Température

O

Taux de
croissance (h'1 )

0,015 + 0,005

0,057 £ 0,011

0,073 + 0,006

log N
(bact. /ml)

8,47

>

8,44

>

8,84

>

temps en jours
pour atteindre
N
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b.- Caractéristiques de la croissance a 2°C

A cette température, Yersinia enterocolitica 1 se développe trés faiblement. Les

différentes phases de croissance sont trés allongées, leurs durées passent a plusieurs jours. A

pH 8,2, on n'a pas observé de croissance significative (figure II1.11).

Tableau n° I11.20 : Cinétique de croissance de Yersinia enterocolitica 1 en milieu Fish,

a 2°C, pendant 90 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial en fin max. (h-1) Coefficient de | latence (L) (bact. /ml)
d'expérience ' corrélation r €))]
6 6,22 0,010 = 0,002 0,989 14 7,69
6,4 6,71 0,011 = 0,001 0,998 11,4 8,71
7,2 7.53 0,015 + 0,005 0,996 10 8,81

A des pH inférieurs a 5, la croissance est quasiment absente. A pH 4,6, la concentration
bactérienne initiale est passée de 100 bactéries / ml a4 103 bactéries / ml pour une période de 90
jours. A pH 7,2, le taux de croissance chute considérablement entre 37°C et 2°C, il passe de
(0,996 + 0,020) h-1 4 (0,015 + 0,005) h-1.

c.- Caractéristiques de la croissance & 7°C

Pour tous les pH, les différentes phases de croissance sont allongées et les taux de

croissance chutent, comparés a la croissance a 37°C. Le temps de latence est plus long et

&1




dépend du pH de la culture (allant de 12 heures a 28 heures pour des pH entre 6 et 8.2)
(Tableau II1.21).

Tableau n° IT1.21 : Cinétique de croissance de Yersinia enterocolitica I en milieu Fish, a 7°C,

pendant 10 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
i | g | ety | oo | Wene o) | et
6 6,20 0,055 + 0,020 0,991 1,18 8,51
6,4 6,55 0,077 £ 0,014 0,992 1,00 8,77
7,2 8,41 0,073 + 0,006 0,999 0,54 8,84
8,2 8,27 0,076 + 0,006 0,978 1,14 8,82

A cette température, il y a également augmentation du pH mesuré en fin de croissance.
Aucune croissance n'a été détectée a des pH inférieurs a 5, et les temps de latence s'allongent
avec la diminution du pH (figure 111.12). A pH 6, en particulier, la population bactérienne
totale est presque identique a celle obtenue & 37°C (environ 2.108 bactéries / ml) mais il faut

plusieurs jours pour atteindre cette concentration.

A toute les températures testées, la croissance optimale est obtenue pour le pH 7,2.
Aux pH 6,4 et 7,2, on a noté que la baisse de biomasse finale entre les différentes températures
n'est pas significative et il faut plusieurs dizaines de jours a 2°C pour atteindre la méme
concentration bactérienne qu'a 37°C.

4.- Yersinia enterocolitica 2

a.- Croissance a pH 7.2 aux températures de 2°, 5° et 7°C

Aux températures basses, la croissance bactérienne est ralentie, avec des phases de
croissance allongées, mais les concentrations bactériennes finales sont équivalentes a celles
obtenues dans les conditions optimales de croissance a 37°C (tableau II1.22). Cependant, dans
ces conditions défavorables, il a fallu plusieurs jours ou plusieurs semaines pour atteindre la
méme concentration. Yersinia enterocolitica est un psychrotrophe qui se développe aux
températures de réfrigération (McMULLEN, 1989). Comme déja mentionné, STANFIELD et
al, 1985, ont obtenu un développement lent de Yersinia enterocolitica jusqu'a des
températures proches de +1°C.
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Tableau n° I11.22 : Croissance de Yersinia enterocolitica 2 dans la zone de réfrigération a pH 7,2.

Température

69

Taux de
croissance (h'1 )

0,063 + 0,001

0,084 + 0,009

0,096 + 0,008

log N
(bact. /ml)

8,90

8,89

8,93

temps en jours
pour atteindre
N
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b.- Caractéristiques de la croissance a 2°C

Le développement est trés faible a cette température, les phases de latence et les phases

exponentielles sont trés allongées et par conséquent les taux de croissance sont trés faibles.

Tableau n° I11.23 : Résultats de l'étude cinétique de Yersinia enterocolitica 2 en milieu Fish,

a 2°C, pendant 90 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial en fin n-1y Coefficient de | latence (L) (bact. /ml)
d'expérience max. corrélation r )
6 6,18 0,004 + 0,004 0,956 14,00 8,34
6,4 6,51 0,006 + 0,003 0,995 12,04 8,69
7,2 731 0,0063 + 0,001 0,999 9,42 8,91

A pH 6, la concentration bactérienne finale est identique a celle obtenue a 37°C, mais la

durée de la phase de latence passe de 2 heures 24 minutes a 37°C, a 2 semaines a 2°C (figure

III. 14). A pH 6,4,, la concentration bactérienne finale diminue d'environ 12% par rapport a

celle obtenue a pH 6,4 a 37°C. Si le temps de latence est nul a 37°C, il passe a 12 jours a 2°C.

A pH 7,2, le temps de latence est égal a 9,42 jours mais la concentration bactérienne finale est

diminuée seulement de 9 % par rapport au résultat obtenu a 37°C, avec toutefois des phases de

croissance trés allongées. A pH 8,2, il n'y a aucune croissance (Figure II1.13).
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c.- Caractéristiques de la croissance a 7°C

A cette température, malgré une concentration bactérienne importante au bout d'une dizaine de
jours, Yersinia enterocolitica 2 se développe lentement; la phase de latence est d'au moins une
demi-journée (tableau I11.24). La phase exponentielle est allongée, elle dure plusieurs jours.

Tableau n® I11.24 : Cinétique de croissance de Yersinia enterocolitica 2 en milieu Fish,
a 7°C, pendant 10 j, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
| oene| ™ 0D | coriuanr | e | e
6 6,27 0,081 + 0,007 0,980 1,66 8,84
6,4 6,58 0,087 + 0,007 0,981 0,75 8,88
7,2 7,43 0,096 + 0,007 0,977 0,66 8,93
8,2 8,21 0,080 + 0,009 0,996 1,18 8,89

Pour la zone de pH 6-8,2, la concentration bactérienne est supérieure a 108 bactéries /
ml. A pH 7,2, la population finale est inférieure de 5 % seulement au meilleur résultat obtenu a
37°C, mais pour une durée de plusieurs jours. La croissance bactérienne est tres faible a des
pH inférieurs a 6.

8.- Micrococcus varians

a.- Croissance a pH 7.2 aux températures de 2°. 5° et 7°C

Aux températures étudiées, malgré un retard de croissance des bactéries et des phases
de croissance trés allongées, on obtient des concentrations bactériennes supérieures a 108
bactéries / ml, du méme ordre que les concentrations obtenues dans les conditions normales de
développement a 37°C. Cependant, a 2°C, il a fallu plusieurs jours pour atteindre la méme
concentration (90 jours) (Figure II1.15). Cet allongement de la durée des phases peut
s'expliquer par le fait qu'a ces températures, le métabolisme bactérien est ralenti. Micrococcus
varians est une bactérie mésophile capable de se développer a des températures basses (HUI,
1991).
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Figure n® 111.15 : courbes de croissance de Micrococcus varians pour différents pH sous
agitation 3 2°C en milieu Fish.
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Tableau I11.25 : Croissance de Micrococcus varians dans la zone de réfrigération a pH 7,2.

Température ) 5 7
O

Taux de

0,003 £ 0,001 | 0,045+ 0,007 | 0,101+ 0,007
croissance (h~1) :

log N 8.14 8.40 8,39
(bact. /ml)
temps en jours
pour atteindre 49 10 6
N

A 2°C, la croissance est faible, le taux de croissance est seulement de (0,003+0,001)h"
1 alors qu'il est de (0,101 + 0,007) h-1 4 7°C (Tableau II1.25). Les pH des cultures mesurés en
fin d'expérimentation ont augmenté sensiblement, quel que soit le pH initial.

b.- Caractéristiques de la croissance 4 2°C

Aux températures de réfrigération, les temps de latence sont plus longs, de l'ordre de
plusieurs jours a 2°C (figure II1.16). La concentration bactérienne finale est légérement
inférieure au résultat optimal obtenu a 37°C. 1l semble qu'a pH 6,4, on a l'optimum de
croissance a cette température. A pH 8,2, absence de croissance bactérienne : la concentration
bactérienne a baissé, elle passe de 2.100 bactéries / ml 4 7,6.10% bactéries / ml en 90 jours
(figure I11.15).

Tableau n° H1.26 : Cinétique de croissance de Micrococcus varians en milieu Fish, a 2°C,

pendant 90 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial en fin -1 Coefficient de | latence (L,) bact. /ml
d'expérience max. (k") corrélation r (J) ( :
6 6,26 0,002 + 0,001 0,992 9,96 8,10
6,4 6,55 0,004 £ 0,002 0,995 8,52 8,38
72 7,46 0,003 + 0,001 0,999 5,61 8,14
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Aux autres pH, les différentes phases de croissance sont plus longues que celles
obtenues aux températures plus élevées. A pH 6, le démarrage de la croissance est trés difficile,
avec une phase de latence de 9,96 jours et une phase exponentielle de 35 jours (Figure II1.15).
A des pH inférieurs a 5,5, on constate au cours du temps une diminution de la concentration
bactérienne de départ (Figure I11.15).

c.- Caractéristiques de la croissance a 7°C

A cette température, Micrococcus varians se développe lentement, les différentes
phases de croissance sont plus allongées que celles observées a 37°C. Entre pH 6 et 8,2, la
concentration bactérienne finale reste importante par rapport aux cultures effectuées a 37°C.
Aux pH 72 et 8,2, les concentrations finales ne diminuent que de 5 % ; a pH 64, la
concentration bactérienne finale est inférieure de 11 % et a pH 6, la population finale diminue
de 15 % (Tableau I11.27).

Tableau II1.27 : Cinétique de croissance de Micrococcus varians en milieu Fish, a 7°C,
pendant 10 jours, a différents pH .

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial d‘e;;léggnce max. (k1) Ccz:rﬂglfgggie lateng;)(LO) (bact. /ml)
6 6,27 0,088 + 0,002 0,971 1,23 8,43
6,4 6,51 0,089 + 0,008 0,999 0,65 8,85
7,2 7,44 0,101 + 0,007 0,983 0,15 8,88
8,2 8,29 0,107 = 0,005 0,980 0,64 8,87

Le temps de latence dépend du pH de la culture, il passe de 3 heures et demie a pH 7,2
a 30 heures environ a pH 6. A des pH inférieurs a 6, la croissance bactérienne baisse et devient
nulle a pH 4,6.

6.~ Pseudomonas paucimobilis

a.- Croissance a pH 7.2 aux températures de 2°, 5° et 7°C

A 7°C, dans ces conditions défavorables de croissance, la concentration bactérienne
finale ne baisse pas beaucoup par rapport aux conditions optimales de croissance a 37°C
(tableau II1.28). La différence n'est donc pas significative, mais pour atteindre cette méme
concentration, il a fallu plusieurs jours a 7°C, et plusieurs semaines a 2°C (figure I1.17).
Pseudomonas paucimobilis est un psychrotrophe qui se développe a des températures de
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Figure n® 11.17 : courbes de croissance de Pseudomonas paucimobilis pour différents pH
sous agitation 3 2°C en milieu Fish.
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réfrigération (HUI, 1991);, a ces températures, il y a retard d'activité enzymatique et le
développement est lent.

Tableau II1.28 - Croissance de Pseudomonas paucimobilis dans la zone de réfrigération a pH 7,2.

Temperature

Y)

Taux de
croissance (h~/)

0,021 + 0,006

0,044 0,012

0,095 + 0,012

log N
(bact. /ml)

8,65

>

8,89

8,82

temps en jours
pour atteindre
N

50

Les travaux de ENFORS et al., 1979, montrent bien que les Pseudomonas sont

capables de se développer jusqu'a 4°C. Les observations faites dans cette étude permettent de
constater que Pseudomonas paucimobilis est capable de se multiplier a 2°C, mais il a été

rapporté dans le BERGEY'S Manual que Pseudomonas paucimobilis ne peut pas étre cultivé a

5°C.

b.- Caractéristiques de la croissance g 2°C

A cette température, la croissance est faible, elle est absente a des pH inférieurs a 5,5.

Mais on note surtout ici la réduction de la phase de latence (maximum 4,91 jours) par rapport
aux autres bactéries étudiées : en effet SUTHERLAND et al., 1975, rapportent dans leurs
travaux que si les bactéries lactiques apparaissent d'abord, Pseudomonas, dans les produits

conserveés a 4°C, apparait avant toute autre bactérie de contamination.

Tableau III.29 : Cinétique de croissance de Pseudomonas paucimobilis en milieu Fish, a 2°C,

pendant 90 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
initial en fin ax. (-1 Coefficient de | latence (L) (bactéries
d'expérience max. corrélation r #)]
/ml)
6 6,31 0,012 + 0,004 0,981 4,91 7.81
6,4 6,64 0,019 + 0,002 0,972 3,65 8,64
7,2 7,53 0,021 £+ 0,001 0,989 2,96 8,65
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A pH 82, il n'y a pas eu de croissance et la population bactérienne a baissé a la fin de
I'expérimentation (figure I11.17). Le pH final des cultures, mesuré en fin d'expérimentation,
augmente sensiblement.

c.- Caractéristiques de la croissance a 7°C

La diminution de la concentration bactérienne finale dépend du pH, elle est de l'ordre
de 35 a 40 % du meilleur résultat obtenu a 37°C; le temps de latence passe de quelques
minutes & 37°C a une dizaine d'heures a la température de 7°C, les durées des phases de
latence ainsi que les phases exponentielles sont allongées, et les pH mesurés en fin
d'expérimentation ont augmenté (tableau I11.30).

Tableau n° I11.30 : Cinétique de croissance de Pseudomonas paucimobilis en milieu Fish, a

7°C, pendant 10 jours, a différents pH.

pH pH Taux de croissance temps de log N
6 6,29 0,093 + 0,005 0,976 1,82 8,79
6,4 6,57 0,086 = 0,008 0,983 1,04 8,80
7,2 7,50 0,095 + 0,006 0,984 0,87 8,82
8,2 8,26 0,080 = 0,008 0,989 1,90 8,80

7.- Commentaires et conclusion

L'estimation des taux de croissance exponentielle est tout a fait acceptable puisque les
valeurs moyennes des coefficients de corrélation étaient de 0,980 = 0,023 pour les cultures
incubées a des températures comprises entre 2°C et 7°C. La validité de ces coefficients est
toujours estimée supérieure ou égale a 0,95 %.

Toutes les bactéries étudiées sont capables de se développer jusqu'a des températures
de + 2°C et présentent des comportements voisins aux basses températures. On a noté qu'a
2°C, les souches se développent lentement, et qu'il faut plusieurs jours pour démarrer la phase
exponentielle de la croissance; ce retard est aussi fonction du pH du milieu. La comparaison de
I'évolution de la croissance en fonction des différents pH de culture montre que I'augmentation
de la phase de latence est beaucoup plus importante pour les pH inférieurs a 6 ou voisins de
8,2.

Pour Enterococcus faecium, on note a 2°C un important retard de croissance avec
notamment un allongement de la phase de latence (plus d'une semaine en moyenne, tous pH
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confondus). Pour Staphylococcus aureus, a 2°C, on note surtout l'absence de croissance a pH
8,2 et aux pH inférieurs a 6, avec pour les autres pH un retard sensible de la croissance et un
allongement de la phase de latence. Aux basses températures, les 2 souches de Yersinia
enterocolitica se développent trés lentement, avec une période de latence d'au moins 10 jours;
aucune croissance n'a été détectée a des pH inférieurs a 6. Micrococcus varians se développe
lentement a 2°C: avec la baisse de la température, on note un important retard de croissance,
qui s'accompagne d'un allongement de la phase de latence di a la baisse de la température, et
d'une absence de croissance a des pH inférieurs a 5,5. A ces basses températures, parmi les 6
bactéries testées a 2°C, Pseudomonas paucimobilis se développe relativement plus vite, avec
une phase de latence plus courte par rapport aux autres bactéries. C'est cette bactérie qui se
multiplie en premier aux températures de réfrigération.

Les controles de qualité des plats cuisinés concernent essentiellement la flore
contaminante, qui est mésophile. Dans des conditions identiques de température et de pH, les
bactéries sélectionnées se comportent de la méme facon. En pratique, I'application de ces
résultats dans l'industrie permettra d'augmenter la durée de conservation des produits de
plusieurs jours, si les recettes des plats cuisinés sont préparées a des pH situés aux pH limites
(inférieurs a 5,5 ou voisins de 8,2). Ces zones de pH permettent de freiner le développement
des micro-organismes qui pourraient survivre dans les aliments aprés traitement thermique, et
qui pourraient se développer si le froid n'était pas immédiatement appliqué aprés cuisson, ou
encore si la chaine du froid, de ce moment jusqu'a l'utilisation, était rompue au cours du
stockage, du transport ou de la commercialisation.

En pratique, le pH moyen des plats cuisinés est voisin de 6,2, on rencontre rarement
des plats a pH basique. Cependant, le degré de contamination semble varier avec la nature des
ingrédients ajoutés et du pH final du plat: c'est ainsi qu'une sauce a la tomate (donc a pH acide)
présente un risque moindre par rapport a une sauce créme (LEGRAND et al., 1978). Il n'est
pas surprenant qu'une grande partie des plats cuisinés a sauce (les 2/3) soient des plats & sauce
tomate. Ceci améne a penser qu'il faut encourager davantage ia préparation,'soit de plats sans
sauce (car les controles d'hygiéne montrent qu'ils sont moins souvent contaminés), soit de plats
a base de sauce tomate.
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Chapitre 2
ETUDE DE LA THERMORESISTANCE



Chapitre 2

ETUDE EXPERIMENTALE DE LA THERMORESISTANCE

On a utilisé pour cette étude les mémes bactéries isolées des produits de la mer.

Etant donné le pH du poisson (6,1 & 6,9) et les pH retenus lors de la croissance
bactérienne, on a choisi le pH 6,4 pour la suite des expériences de choc thermique.

Le suivi de I'évolution du paramétre de résistance a la chaleur pour chaque bactérie est
effectué au moyen de tubes TDT différents de par la nature du milieu de suspension : les uns
contiennent des bactéries dans du tampon phosphate, les autres contiennent des suspensions
bactériennes dans du milieu Fish. C'est ce méme milieu Fish, mais gélosé, qui a été utilisé aprés
les chocs thermiques pour le dénombrement des bactéries.

Le dispositif utilisé pour ces expériences a été décrit par CHEFTEL, 1963, et utilisé par
MULAK, 1990. 1l consiste & immerger les tubes TDT contenant les bactéries dans un bain
d'eau thermostaté a + 0,1°C pendant des temps variables, dans la gamme des températures
comprises entre 52°C et 68°C . Le chauffage des bactéries est arrété en plongeant brutalement
les tubes TDT dans un bain d'eau froide (4°C max.).

L'exploitation de I'étude de la thermorésistance est effectuée sous forme de courbes et
tableaux :

- chaque courbe de survie est accompagnée d'un tableau résumé ou l'on a noté les
caractéristiques des droites de régression : a représente la pente de la droite et b 'ordonnée a
l'origine. On a également noté le nombre d'observations m, les coefficients de corrélation r, et
les temps de réduction décimale D3

Chaque courbe de destruction thermique (courbes de TDT) est accompagnée d'un
tableau ou l'on a noté les caractéristiques des droites des régression, les données statistiques et
les valeurs de z obtenues dans les différents milieux.
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Afin de déterminer si les valeurs de z différaient significativement ou pas selon les
milieux, on a fait une analyse statistique (test de comparaison de pente). Les résultats sont
présentés en annexe V.

Les micro-organismes survivants ont ét¢ dénombrés sur milieu Fish et lincubation a ét¢é
réalisée a 37°C pendant 72 heures.
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Figure I11.19 : Enterococcus faecium
Courbes de survie dans le milieu Fish.
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Tableau II1.31 : Données statistiques des courbes de survie
d'Enterococcus faecium dans le milieu Fish.




1.- Enterococcus faecium

Les résultats de I'étude du traitement thermique d'Enterococcus faecium sont donnés
figures I11.19 a 21 et tableaux I11.31 a 33.

Les valeurs de z d'Enterococcus faecium ne différent pas significativement, pour le
risque 5%, dans les deux milieux. Les valeurs de z d'Enterococcus faecium sont de 9,6°C, aussi
bien en milieu Fish que dans le tampon phosphate.

Les courbes de TDT obtenues dans le milieu Fish sont au-dessus de celles obtenues
dans le tampon phosphate. Enterococcus faecium est donc plus thermorésistant dans le milieu
Fish.

Par ailleurs, a 64°C, il faut 2,5 minutes pour réduire de 90% la population
d'Enterococcus faecium dans le milieu Fish et environ 1,8 minute dans le tampon phosphate.

MULAK, 1990, a étudié la thermorésistance d'Enterococcus faecium dans du tampon
phosphate, dans des filets de lieu noir et dans une terrine de poisson. A 64°C, elle a obtenu les
valeurs suivantes : 3,2 minutes pour réduire de 90 % la population dans le tampon phosphate,
2 minutes dans du lieu noir et 7,9 minutes dans la terrine. En comparant ces résultats a ceux la
présente étude, on constate qu'il faut a peu prés le méme temps pour réduire la population dans
le lieu noir et dans le milieu Fish. Par contre, la valeur trouvée dans le tampon phosphate est
nettement supérieure a celle trouvée ici.

En ce qui concerne les valeurs de z, on a trouvé la méme valeur dans les deux milieux
(z= 9,6°C). Cette valeur est supérieure a celle obtenue dans les travaux de MULAK, ou z =
5,7°C dans le tampon phosphate, 4°C dans le lieu Noir et 5°C dans la terrine. Par contre, les
valeurs obtenues sont proche de celles de MAGNUS et al. (1986) : elles sont comprises entre
7°C et 9,3°C dans le tampon phosphate et entre 9,6°C et 12,8°C dans le bouillon de jambon.

OTT et al. (1960) ont étudié la thermorésistance d'Enterococcus faecium dans les pétés
de thon, de homard et de poisson blanc, ils ont trouvé des valeurs de DT comprises entre 10,5
et 11,5 minutes, supérieures a celles obtenues ici (6,46 minutes en milieu Fish et 4,8 minutes en
tampon phosphate).1ls ont trouvé des valeurs de z voisines de 7°C.

D'apres I'ensemble de ces résultats, la thermorésistance d'une méme bactérie peut varier
d'un milieu a l'autre.
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Figure 111.20 : Enterococcus faecium

Courbes de survie dans le tampon phosphate.
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Tableau II1.32 : Données statistiques des courbes de survie
d'Enterococcus faecium dans le tampon phosphate.




Log(DT)

Figure II1.21 : Enterococcus faecium

Courbes de destruction thermique.
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Tableau I11.33 : Données statistiques de destruction thermique
d'Enterococcus faecium dans les différents milieux.




Figure 111.22 : Staphylococcus aureus
Courbes de survie dans le milieu Fish.
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Tableau I11.34 : Données statistiques des courbes de survie
de Staphylococcus aureus dans le milieu Fish.




2.- Staphylococcus aureus

Les résultats de I'étude du traitement thermique de Staphylococcus aureus sont notés
figures I1I 22 a 24 et tableaux I11.34 a 36.

Les valeurs de z de Staphylococcus aureus sont significativement différentes pour le
risque 5% dans les deux milieux (annexe V), z est plus élevé dans le tampon phosphate
(z=10,3°C) que dans le milieu Fish (z = 6,2°C).

Les courbes de TDT obtenues dans les deux milieux se croisent a la température de
59°C. Staphylococcus aureus est donc plus thermorésistant dans le milieu Fish que dans le
tampon phosphate aux températures strictement supérieures a 59°C.

Les temps de réduction décimale a 60°C, déterminés a partir des courbes de TDT, sont
de 1,5 minute dans le tampon phosphate et de 1,3 minute dans le milieu Fish. Ces valeurs sont
inférieures a celles déterminées par SPENCER (1967) dans diverses volailles. Celui-ci a en
effet obtenu des temps de réduction décimale a 60°C compris entre 2,2 et 5,45 minutes.

Les valeurs de z sont plus ou moins différentes puisque I'on a obtenu des valeurs variant
de 6,2 4 10,3°C et SPENCER,des valeurs comprises entre 5 et 6,83°C.

Les valeurs de Dgp obtenues dans du tampon phosphate et dans de l'eau sont
sensiblement voisines de celles obtenues par HURST et HUGHES (1983) et GAZE (1985) :
elles sont comprises entre 2,1 et 2,2 minutes.

MULAK, 1990, a également obtenu des valeurs de Dgq voisines: 1,2 minute dans le
tampon phosphate et 1,4 minute dans du lieu noir. Elle a obtenu des valeurs de z voisines de
celles obtenues ici : 8,7°C dans le tampon phosphate, 5,2°C dans du lieu noir et 6,2°C dans la
terrine.
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Figure 111.23 : Staphylococcus aureus
Courbes de survie dans le tampon phosphate.
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Tableau IIL.35 : Données statistiques des courbes de survie de

Staphylococcus aureus dans le tampon phosphate.
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Figure 111.24 : Staphylococcus aureus

Courbes de destruction thermique.
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Tableau 111.36 : Données statistiques de destruction thermique
de Staphylococcus aureus dans les différents milieux.
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Figure IIL25 : Yersinia enterocolitica 1
Courbes de survie dans le milieu Fish.
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Tableau I11.37 : Données statistiques des courbes de survie

de Yersinia enterocolitica I dans le milieu Fish.



3.- Yersinia enterocolitica

3.a.- Yersinia enterocolitica 1

Les résultats de I'é¢tude du traitement thermique de Yersinia enterocolitica I sont
donnés figures 111.25 a 27 et tableaux I11.37 a 39.

Les valeurs de z de Yersinia enterocolitica 1 sont significativement différentes pour le
risque 5% dans les deux milieux (annexe V). z est plus élevé dans le tampon phosphate
(11,6°C) que dans le milieu Fish (8°C). Yersinia enterocolitica 1 est plus thermorésistante dans
le milieu Fish que dans le tampon phosphate, uniquement pour des températures inférieures a
56,7°C.

Les temps de réduction décimale a 60°C, déterminés a partir des courbes de TDT, sont
de 2,1 minutes dans le tampon phosphate et 1,56 minute dans le milieu Fish.

MULAK, 1990, a étudi¢ la thermorésistance de cette souche dans le tampon
phosphate, dans le lieu noir et dans la terrine de poisson, elle a obtenu des valeurs Dgg de 0,7
minute dans le tampon phosphate, de 0,3 minute dans du lieu noir et de 1 minute dans la
terrine, valeurs inférieures a celles obtenues ici., Elle a également obtenu des valeurs de z
inférieures : 5,7°C dans du tampon phosphate, 4°C dans du lieu noir et 5°C dans la terrine.

HANNA et al, 1977, ont étudié la survie de Yersinia enterocolitica dans du lait
écrémé. Ils ont obtenu des valeurs voisines des celles obtenues ici et ils ont constaté qu'il suffit
de 3 minutes a 60°C pour éliminer toute la population de Yersinia enterocolitica.

FRANCIS et al., 1980, ont étudié 21 souches de Yersinia enterocolitica et des espéces
apparentées dans du lait, ils ont obtenu des valeurs comprises entre 0,7 et 17,0 secondes pour
réduire de 90 % la population a 62,8°C.

96



Figure I11.26 : Yersinia enterocolitica 1

Courbes de survie dans le tampon phosphate.
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Tableau II1.38 : Données statistiques des courbes de survie

de Yersinia enterocolitia 1 dans le tampon phosphate.




Log(DT)

Figure 111.27 : Yersinia enterocolitica 1
Courbes de destruction thermique.
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Tableau II1.39 : Données statistiques de destruction thermique
de Yersinia enterocolitica 1 dans les différents milieux.
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Figure 11128 : Yersinia enterocolitica 2
Courbes de survie dans le milieu Fish.
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Tableau I11.40 : Données statistiques des courbes de survie de
Yersinia enterocolitica 2 dans le milien Fish.




3.b.- Yersinia enterocolitica 2

Les résultats de I'étude du traitement thermique de Yersinia enterocolitica 2 sont
donnés figures I11.28 a 30 et tableaux I11.40 a 42.

Les survivants ont été dénombrés sur milieu Fish. L'incubation a été réalisée a 37°C
pendant 72 heures.

Les valeurs de z de Yersinia enterocolitica 2 ne different pas significativement, pour le
risque 5%, dans les deux milieux (annexe V). z est légérement plus élevé dans le milieu Fish
(z=7,4°C) que dans le tampon phosphate (z =7°C). Yersinia enterocolitica 2 est plus
thermorésistant dans le tampon phosphate que dans le milieu Fish.

Les temps de réduction décimale a 60°C, déterminés a partir des courbes de TDT sont
de 1,4 minute dans le tampon phosphate et de 1 minute dans le milieu Fish. Les valeurs de z
sont les suivantes : 7°C dans le tampon phosphate et 7,2°C dans le milieu Fish.

MULAK, 1990, a obtenu le méme résultat pour cette souche dans la terrine de poisson

(Dgo = 1 minute), par contre ses valeurs de z sont inférieures : elles sont comprises entre 4 et
5,7°C.

MERGUI et al., 1985, ont étudié la thermorésistance de 10 souches de Yersinia
enterocolitica et d'espéces apparentées dans du lait UHT écrémé, ils ont obtenu des valeurs de
taux de réduction décimale & 58°C comprises entre 1 et 10 minutes, concordant avec celles
trouvées ici ( 3 et 7,94 minutes).

Pour Yersinia enterocolitica 1, Dg( est de 1,6 minute dans le milieu Fish et de 2,7
minutes dans le tampon phosphate, alors que pour Yersinia enterocolitica 2, ces valeurs sont
égales dans les deux milieux, soit 1,6 minute. La comparaison de ces résultats montre bien que
Yersinia enterocolitica 1 est 1égérement plus résistante que Yersinia enterocolitica 2, mais
seulement dans le tampon phosphate.
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Figure I11.29 : Yersinia enterocolitica 2
Courbes de survie dans le tampon phosphate.
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Tableau I111.41 : Données statistiques des courbes de survie
de Yersinia enterocolitica 2 dans la tampon phesphate.
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Figure 111.30 : Yersinia enterocolitica 2
Courbes de destruction thermique.
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Tableau I11.42 : Données statistiques de destruction thermique
de Yersinia enterocolitica 2 dans les différents milieux.
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Figure 1IL31 : Micrococcus varians

Courbes de survie dans le milieu Fish.
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Tableau ITL43 : Données statistiques des courbes de survie

de Micrococcus varians dans le milieu Fish.



4.- Micrococcus varians

Les résultats de 1'étude du traitement thermique de Micrococcus varians sont donnés
figures III. 31 a 33 et tableaux IlI. 43 & 45.

Les valeurs de z de Micrococcus varians ne différent pas significativement pour le
risque 5 %, ni dans le tampon phosphate (z = 4,7°C), ni dans le milieu Fish (z = 6°C) (Voir
Annexe V).

La courbe de TDT obtenue dans le tampon phosphate est en dessous de celle obtenue
dans le milieu Fish. Micrococcus varians est plus thermosensible dans le tampon phosphate
que dans le milieu Fish.

Les courbes de TDT obtenues dans le milieu Fish et le tampon phosphate se croisent a
la température T = 55,97°C. Micrococcus varians est donc plus thermorésistant dans le milieu

Fish que dans le tampon phosphate aux températures strictement supérieures a 55,97°C.

Par ailleurs, a 60°C, il faut 2,7 minutes pour réduire de 90 % la population de
Micrococcus varians dans le milieu Fish alors qu'il faut 2 minutes dans le tampon phosphate:
D est donc plus faible dans le tampon phosphate que dans le milieu Fish.

Le temps de réduction décimale a 60°C est calculé a partir des courbes TDT, il est
voisin de celui obtenu expérimentalement : 2,9 minutes dans le milieu Fish et 1,9 minutes dans
le tampon phosphate.

MULAK, 1990, a étudié la thermorésistance de cette souche, elle a obtenu des valeurs
de Dgq supérieures a celles obtenues ici. Celles-ci étaient en effet de 4,9 minutes dans le
tampon phosphate, de 8,2 minutes dans le lieu noir et de 11,8 minutes dans la terrine. Par
contre, elle a trouvé des valeurs de z comprises entre 4°C et 5,2°C, qui sont inférieures.
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Figure 11132 : Micrococcus varians
Courbes de survie dans le tampon phesphate.
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Tableau I11.44 :Données statistiques des courbes de survie de
Micrococcus varians dans le tampon phosphate.
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Figure I11.33 : Micrococcus varians
Courbes de destruction thermique.
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Tableau II1.45 : Données statistiques de destruction thermique
de Micrococcus varians dans les différents milieux.




Figure 111.34 : Pseudomonas paucimobilis
Courbes de survie dans le milieu Fish.
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Tableau 111.46 : Données statistiques des courbes de survie de

Pseudomonas paucimobilis dans le milieu Fish.




5.- Pseudomonas paucimobilis

Les résultats de l'étude du traitement thermique de Pseudomonas paucimobilis sont
notés figures III. 34 a 36 et tableaux II1. 46 a 48.

Les valeurs de z de Pseudomonas paucimobilis différent significativement pour le
risque 5% dans les deux milieux (annexe V). z est plus élevé dans le milieu Fish (z = 9,6°C)
que dans le tampon phosphate (z = 8°C)

Sur la figure II1.36, on voit que la courbe de TDT obtenue dans le milieu Fish est
nettement en dessous de celle obtenue dans le tampon phosphate. Ceci signifie que le temps
nécessaire pour réduire de 90% la population bactérienne est plus faible dans le milieu Fish que
dans le tampon phosphate. Pseudomonas paucimobilis est donc plus thermorésistant dans le
tampon phosphate que dans le milieu Fish, et ceci est vrai dans toutes les gammes de
températures puisque les courbes de TDT qui ont des pentes différentes ne se croisent pas.

A 64°C, il faut 2,1 minutes pour réduire de 90 % la population de Pseudomonas
paucimobilis dans le milieu Fish et il faut 2,9 minutes dans le tampon phosphate.

Le temps de réduction décimale a 60°C dans le milieu Fish est de 5,5 minutes alors qu'll
est de 9,1 minutes dans le tampon phosphate (cette valeur a été calculée a partir des courbes de
TDT). Ces résultats ne sont pas conformes aux travaux de ROZIER et al., 1985, qui ont
considéré les Pseudomonas comme un micro-organisme thermosensible rapidement détruit a
des températures inférieures a 60°C (1 min < D545 < 4 min)

MULAK, 1990, a étudié la thermorésistance de cette souche dans le lieu noir et la
terrine de poisson, elle a obtenu des valeurs de Dg( largement supérieures a celles trouvées ici.
Elle a en effet obtenu 83,9 minutes dans le lieu noir et 41,2 minutes dans la terrine. Elle a par
contre obtenu des valeurs de z proches de celles obtenues ici, ces valeurs sont comprises entre
5,8 et 9,1°C.
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Figure 111.35 : Pseudomonas paucimobilis
Courbes de survie dans le tampon phosphate.
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Tableau I1L47 : Données statistiques des courbes de survie de
Pseudomonas paucimobilis dans le tampon phosphate.
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Figure 111.36 : Pseudomonas paucimobilis
Courbes de destruction thermique.
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Figure I11.37 : Courbes de destruction thermique des
différents germes dans le milieu Fish.
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6.- Commentaires et conclusion:

La thermorésistance des bactéries varie en fonction des milieux dans lesquels ils sont
chauffés (Figures I11.37 & 38):

Pseudomonas paucimobilis et Yersinia enterocolitica sont plus thermorésistants dans
le tampon phosphate que dans le milieu Fish. Pour Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus et Micrococcus varians, la thermorésistance dans le milieu Fish est plus importante que
dans le tampon phosphate.

Les valeurs de z (Tableau III 49) sont significativement plus faibles (au risque 5 %)
dans le milieu Fish que dans le tampon phosphate pour Yersinia enterocolitica 1 et
Staphylococcus aureus. Pour les autres bactéries (Pseudomonas paucimobilis, Micrococcus
varians et Yersinia enterocolitica 2), les valeurs sont plus élevées dans le milieu Fish.

Par ailleurs, on observe que les valeurs de z sont dispersées dans les deux milieux. En
effet, dans le milieu Fish, elles varient entre 6 et 9,6°C, et dans le tampon phosphate, entre 4,7
et 11,6°C.

Ces résultats montrent qu' Enterococcus faecium est la bactérie la plus thermorésistante
dans les gammes habituelles de température de pasteurisation (65 a 90°C). Ces résultats ne
sont pas surprenants puisqu' Enterococcus faecium est connu pour sa thermorésistance élevée
dans les produits carnés (MAGNUS et al., 1986; REICKERT et al., 1979), mais il faut noter
que Pseudomonas paucimobilis montre également une grande résistance, proche de celle
d'Enterococcus faecium a de telles températures.

D'aprés l'analyse de ces résultats, Pseudomonas paucimobilis posséde aussi une
thermorésistance élevée qui est proche de celle d' Enterococcus faecium et étant donné que
Pseudomonas paucimobilis est un micro-organisme de contamination du poisson a 1'état
naturel, il est éventuellement possible de considérer ce dernier comme bactérie de référence
pour la contamination.
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Enterococcus Staphylococcus Yersinia Yersinia Micrococcus varians Pseudomonas

Jaecium aureus enterocolitica 1 enterocolitica 2 paucimobilis

P F P F P F P F P F P F

D (min) 4,8 6,5 1,5 1,3 2,7 1,6 1,6 1,6 2 2,7 9,1 5,5
z(°C) 9,6 9,6 10,3 6,2 11,6 8 7 7,4 4,7 6 8,1 9,6

Tableau n° : 111. 49 Valeurs de D¢ des différentes bactéries dans les 2 milieux.

(P : tampon phosphate, F : milieu Fish)




7.- Détermination des valeurs pasteurisatrices minimales 4 appliquer

Les valeurs pasteurisatrices P, sont calculées a partir de la relation suivante :
z N 0
PTref = log(W) ¢ DTréf

-z et Dy, sont les paramétres du micro-organisme considéré,

re)
-Tréf est la température a laquelle est défini le temps de réduction décimale,

-log( No / N) est le taux de destruction.

La cuisson sous vide s'effectue a des températures comprises entre 65°C et 100°C (la
majeure partie des plats cuisinés sont cuits & des températures comprises entre 65°C et 85°C),
c'est a dire a des températures plus basses que pour les autres modes de cuisson, et parfois
méme a des températures inférieures a 65°C.

On a calculé les valeurs pasteurisatrices minimales & appliquer pour détruire les
différentes bactéries étudiées dans le milieu Fish soluble.

Pour ce calcul, on a considéré 3 températures : 65°C comme température de référence
pour la pasteurisation (OLHSON, 1978); 70°C comme température de référence officielle en
France et 85°C comme température atteinte parfois dans certaines préparations.

Le calcul des valeurs pasteurisatrices a été effectué en tenant compte du niveau de
contamination initial et du taux final de bactéries qu'il serait souhaitable d'atteindre dans les
produits :

- pour les 2 bactéries Enterococcus faecium et Pseudomonas paucimobilis - qui
pourraient étre considérées comme des bactéries de référence -, on a considéré que dans les cas
les plus défavorables, on pourrait avoir initialement 105 bactéries / g de produit, et qu'il
faudrait 10~ bactéries / g en fin de cuisson.

- pour les 2 bactéries pathogenes Staphylococcus aureus et Yersinia
enterocolitica, on a considéré que dans les cas les plus défavorables, on pourrait avoir
initialement 104 bactéries / g de produit; d'aprés les critéres d'appréciation de l'état hygiénique
des plats cuisinés, il faut moins de 30 bactéries au gramme de produit. Afin d'avoir une marge
de sécurité, MULAK, 1990, a considéré que 10-6 bactéries / g en fin de cuisson (soit 1
bactérie par tonne) était un indice satisfaisant du taux de destruction.
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- pour Micrococcus varians, on a considéré que dans les cas défavorables, on
pourrait avoir 104 bactéries /g et qu'il faudrait exiger 10-> bactéries / g aprés cuisson,

Les résultats du calcul des valeurs pasteurisatrices minimales a appliquer pour détruire
les bactéries de contamination les plus représentatifs des plats cuisinés sous vide étudiés sont
notés dans le tableau II1.50.

Enterococcus | Staphylococcus Yersinia Yersinia Micrococcus Pseudomonas
Sfaecium aureus enterocolitica 1 § enterocolitica 2 varians paucimobilis
No 104 104 104 104 104 104
N 10-5 10-6 10-6 10-6 10-3 10-3
log(No/N) 9 10 10 10 9 9
Dés5 (minutes) 1,95 0,20 0,374 0,286 0,435 1,61
D170 (mimtes) 0,59 0,031 0,09 0,06 0,065 0,487
Dz (minutes) 0,016 0,00012 0,0012 0,0005 0,0002 0,014
z (°C) 9.6 6,2 8 7,4 6 9.6
Py (minutes) 17,55 2 3,75 2,86 3,915 14,49
P, (minutes) 5,31 0,31 0,9 0,6 0,585 4383
Py (minutes) 0,144 0,0012 0,012 0,005 0,0018 0,126

Tableau I11.50 : Valeurs pasteurisatrices minimales déterminées dans le milieu Fish soluble a
appliquer a 65°C, 70°C et 85°C.

Dgs, D70 et Dgs ont été déduits des courbes de TDT déterminées précédemment.

Pour Enterococcus faecium et Pseudomonas paucimobilis, les valeurs pasteurisatrices
calculées a 65°C sont 3 fois plus élevées que celles calculées a 70°C.

Pour Staphylococcus aureus et Micrococcus varians, les valeurs pasteurisatrices
calculées a 65°C sont plus de 6 fois plus élevées que celles calculées a 70°C.
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Enfin pour Yersinia enterocolitica, les valeurs pasteurisatrices sont au moins 4 fois plus
élevées que celles calculées a 70°C.

Les valeurs pasteurisatrices a appliquer pour détruire FEnferococcus faecium et
Pseudomonas paucimobilis sont légérement supérieures a celles a appliquer pour détruire les
autres bactéries. En s'assurant de la destruction de ces deux bactéries les plus
thermorésistantes, on devrait donc étre assuré de la destruction de la quasi-totalité de tous les
micro-organismes non sporulés pathogénes et responsables de l'altération.

Les valeurs pasteurisatrices calculées a 85°C sont au moins 100 fois plus faibles que les
valeurs calculées a 65°C.

Cette recherche fondamentale de la thermorésistance a été effectuée dans un milieu
liquide et non pas dans les aliments, ou il pourrait y avoir un effet protecteur dii aux
nombreuses réactions chimiques qui se produisent en modifiant I'environnement des bactéries
(CERF et al,, 1967).

Les conditions de chauffage réalisées grace a ce dispositif ne paraissent pas se
rapprocher assez fidélement des conditions de pasteurisation utilisées dans l'industrie
alimentaire, car dans les milieux liquides, le chauffage est presque instantané, alors que dans les
plats cuisinés, la vitesse de pénétration de la température au coeur des produits dépend
essentiellement de la nature et de la taille du produit.

D'apres l'ensemble de ces résultats, pour étre assuré de la destruction de la quasi-
totalité des formes végétatives des bactéries, il faudrait appliquer une valeur pasteurisatrice
minimale de P,° = 5,31 minutes, c'est & dire qu'il faudrait 5,31 minutes a 70°C pour réduire la

population au milliardiéme.
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Chapitre 3

EVOLUTION DE LA CROISSANCE DES BACTERIES DANS DES
FILETS DE POISSON APRES TRAITEMENT THERMIQUE

L'étude est réalisée sur des filets de lieu noir, inoculés par les mémes bactéries
sélectionnées. Un traitement a basse température (60°C) est effectué. La durée du traitement
est choisie en fonction des résultats du traitement thermique (cf Chapitre 2) et elle est variable
selon la thermorésistance de chaque bactérie.

Les suivis des expérimentations sont réalisés a +2°C et +7°C. Les analyses sont
effectuées a intervalles réguliers et l'expérimentation est arrétée aprés 4 semaines de
conservation. Le choix de plus de 3 semaines (norme exigée pour conserver un produit cuit
sous vide) est souvent demandé par les fabricants qui souhaitent avoir une durée de
conservation plus longue. Pendant les 4 semaines de l'expérimentation, les analyses ont été
effectuées a intervalles de 7 jours pour les lots conservés & 2°C et a intervalle de 4 jours pour
les lots conservés a 7°C. L'évolution du pH a été mesurée lors de I'analyse des échantillons.

L'exploitation totale des résultats de croissance aux températures de 2°C et 7°C est
effectuée sous forme de tableaux résumés et d'histogrammes :

- dans chaque tableau, on a noté les valeurs du pH, la température de conservation et le
temps nécessaire pour atteindre les concentrations de 3.105 bactéries / g et de 3.100 bactéries
/g dans les lots traités (ce qui correspond aux filets pasteurisés) et dans les lots témoins
(correspondant aux filets non pasteurisés).

- dans chaque figure, on a donné deux histogrammes : l'un correspond a l'évolution de
la contamination dans un échantillon témoin (qui n'a pas subi de traitement thermique a 60°C),
l'autre correspond a I'évolution de la flore apreés traitement thermique a 60°C.

Les dénombrements sont effectués sur le milieu sélectif approprié.
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L- QUALITE INITIALE DES FILETS AVANT TRAITEMENT

Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les filets de lieu noir sont
notés dans le tableau n° I11.51

Tableau n° IIT.51 : Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur

les filets de lieu noir.

ANALYSES échantillon n° 1 échantillon n°2
FLORE AEROBIE <5 <5
MESOPHILE TOTALE (/ g)
FLORE AEROBIE <50 <50
PSYCHROTROPHE (/ g)
COLIFORMES (/ g) <5 <5
STREPTOCOQUES 0 0
FECAUX (/ g)
MICROCOQUES | 0 0
STAPHYLOCOQUES (/ g)
ANAEROBIES SULFITO 0 0
REDUCTEURS (/ g)

Les résultats montrent bien que la qualité initiale des filets est satisfaisante pour les
expérimentations et que ces produits ne contiennent pratiquement pas de bactéries de
contamination.

IL.- EVOLUTION QUANTITATIVE DE LA CONTAMINATION BACTERIENNE AU
COURS DU TEMPS

La concentration des inoculums correspondant aux souches étudiées est similaire pour
les lots témoins et pour les lots traités étudiés au début de la conservation :
- concentration au départ voisine de 100 bactéries /g de chair pour les
échantillons avant traitement thermique (le traitement thermique devrait ramener le niveau de
cette microflore entre 103 et 104 par g);
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- pour les échantillons non traités (témoins), cette concentration est comprise
entre 5.103 et 104 bactéries / g.

Le pH des échantillons augmente au cours de la conservation (annexe VI), on a
souhaité une concentration de 103 bactéries / g au départ avant conservation et c'est la raison
pour laquelle on a choisi des temps de traitement thermique adéquats selon chaque bactérie.
Pour contrdler la qualité microbiologique des filets, I'évolution de la flore totale aérobie
mésophile est suivie dans les filets pasteurisés.

Pour exploiter les résultats et comparer l'influence de la température de conservation et
du pH de la préparation sur le développement des bactéries étudi€es, on a repéré sur chaque
profil d'évolution :

- le temps nécessaire pour que les échantillons analysés aient une concentration
bactérienne égale a 3.10° bactéries / g (norme de l'arrété du 21 décembre 1979, soit < 3.109
bactéries / g);

- le temps nécessaire pour que les échantillons analysés aient une concentration
totale au moins égale a 3.100 bactéries / g (la zone comprise entre 3.107 et 3.100 bactéries / g
est le seuil d'acceptation sur le plan réglementaire).

Ces limites sont celles préconisées pour la flore totale aérobie-anaérobie de
contamination des plats cuisinés a l'avance.
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Figure n° 11139 : Evolution de la contamination par Enterococcus faecium , en fonction du pH et de la
température, dans un échantillon de lieu noir ayant subi un traitement thermique a 60°C pendant 20
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement.



a.- Enterococcus faecium

Le traitement thermique est appliqué aux lots de chair de lieu noir initialement
contaminés avec une population initiale de 2,7.10 bactéries / g. Aprés 20 minutes de
traitement a 60°C, la population initiale passe a 5.103 bactéries / g, et la concentration
d'Enterococcus faecium dans les filets non pasteurisés est d'environ 7.103 bactéries / g. Le
dénombrement est effectué sur milieu B.E.A.. L'ensemble des résultats est la moyenne entre 2
expérimentations indépendantes d'un méme lot.

Tableau I11.52 : Nombre de jours de conservation a 2°C et 7°C pour obtenir en
moyenne 3.10° et 3.100 bactéries / g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non

pasteurisés ensemencés avec Enterococcus faecium.

Enterococcus  2°C : _7°C .
faecium temps en jours pour obtenir temps en jours pour obtenir
3.108 3.100 3.105 3.106
pH 6
filets non pasteurisés 12 > 28 4 9
filets pasteurisés| > 28 > 28 8 20
pH 6,4
filets non pasteurisés 7 > 28 3 8
filets pasteurisés 14 > 28 4 14
pH7
filets non pasteurisés 10 > 28 3,5 8
filets pasteurisés| 21 > 28 6 12

On rappelle que "lot témoin" correspond aux filets non pasteurisés et "lot traité"
correspond aux filets pasteurisés.

Bien évidemment, la multiplication bactérienne est beaucoup moins rapide a 2°C. Pour
les lots témoins, comme pour les lots traités, il faut 2 fois plus de temps a 2°C qu'a 7°C pour
que tous les échantillons atteignent une concentration totale au moins égale a 3.10° bactéries /
g. A 2°C comme a 7°C, I'évolution de la contamination est environ 2 fois plus rapide dans les
échantillons témoins que dans les échantillons traités (tableau III. 52), cette différence étant
selon toute évidence liée au traitement thermique.
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A pH 6,4, I'évolution de la contamination est plus rapide qu'a pH 7 et qu'a pH 6. A pH6
et a 2°C, sl faut 12 jours pour que l'échantillon témoin atteigne 3.105 bactéries / g,
I'échantillon traité n'a jamais dépassé cette concentration pour la durée de 28 jours (Figure
II1.39). La baisse de la température et la variation du pH sont responsables du ralentissement
de la croissance.

A 2°C, dans aucun lot il n'a été dénombré plus de 3.100 bactéries / g sur la période
d'expérimentation. Par contre, 4 7°C, 3.100 bactéries / g est atteint au maximum en 20 jours.

112



A 2°CetpH 6 A7°CetpH 6
7 8
6 7
5 61
] 35
z 0 g a
o 3+ o
o | L 3
2 | 2
14 1
0 - )
0 7 14 21 28 ° + © N bt 4 A 2
temps (j) temps (j)
! i
L] traite témoin | L wraite témoin |
; j
A 2°C et pH 6.4 A 7°CetpH 6,4
71 = 8
6 7
B %6
Z 4 2
> 3 S 4
2 g3
2 2
1 1 -
0! 0 =
0 7 14 21 28 ° + @® o © 2 b3 2
temps (j) temps {j)
U wraite témoin 1 traite témoin
A 2°CetpH 7 A7°CetpH 7
7 8
6 7
64 61
I S 5
Z 4 2
= [
g3 g
23
2 2
1 1
0 - o

L traite témoin

Figure n° 111.40 : Evolution de la contamination par Staphylococcus aureus , en fonction du pH et de la
température, dans un échantillon de lieu noir ayant subi un traitement thermique a 60°C pendant 10
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement.




b.- Staphylococcus aureus

Le traitement thermique appliqué aux lots de chair de lieu noir contaminés avec

Staphylococcus aureus est de 10 minutes a 60°C.

La population initiale de I'inoculum aprés traitement passe a des concentrations voisines

de 104 bactéries / g. Le dénombrement est effectuée sur milieu Chapman,

Tableau II1.53 : Nombre de jours de conservation a 2°C et 7°C pour obtenir en
moyenne 3.10° et 3.100 bactéries / g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non

pasteurisés ensemencés avec Staphylococcus aureus.

Staphylococcus 2 : 7 .
aureus temps en jours pour obtenir temps en jours pour obtenir
3.105 3.106 3.105 3.106
pH 6
filets non pasteurisés 14 > 28 4 11
filets pasteurisés 28 > 28 10 20
pH 6,4
filets non pasteurisés 7 21 4 8
filets pasteurisés 12 > 28 8 13
pH7
filets non pasteurisés 11 > 28 4 9
filets pasteurisés 21 > 28 8 16

L'analyse des résultats de Staphylococcus aureus montre comme précédemment qu'a

pH 6,4, 'évolution de la contamination est plus rapide. Par ailleurs, aucun des lots conservés a
2°C n'atteint une concentration de 3.100 bactéries / g pendant la période fixée pour
l'expérimentation, sauf le lot non pasteurisé a pH 6,4. Par contre tous les lots conservés a 7°C

dépassent cette concentration, mais dans des temps variant entre 8 et 20 jours (tableau II1.53)
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Figure n° [11.41 : Evolution de la contamination par Yersinia enterocolitica 1, en fonction du pH et de la
température, dans un échantillon de lieu noir ayant subi un traitement thermique a 60°C pendant 14
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement.



c.- Yersinia enterocolitica 1

Le traitement thermique est appliqué aux lots de chair de lieu noir initialement
contaminés avec une population initiale d'environ 3,5.100 bactéries / g. Aprés 14 minutes de
traitement a 60°C, la population initiale passe a environ 5.103 bactéries / g; le dénombrement
est effectué sur milieu C.IN.

L'ensemble des résultats est la moyenne entre 2 expérimentations indépendantes d'un
méme lot. Ces évolutions de contamination sont suivies en fonctions du temps, de la
température de conservation et du pH de I'échantillon.

Tableau II1.54 : Nombre de jours de conservation a 2°C et 7°C pour obtenir en
moyenne 3.10° et 3.100 bactéries / g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non
pasteuris€s ensemenceés avec Yersinia enterocolitica 1.

Yersin.i(.l temps en joi:sc pour obtenir temps en joz:sc pour obtenir
enterocolitica 1 3.105 3.100 3.105 3.100
pHo6
filets non pasteurisés 14 >28 4 8
filets pasteurisés 17 > 28 7,5 16
pH 6,4
filets non pasteurisés 7 17 3,5 7
filets pasteurisés 13 > 28 6 12
pH7
filets non pasteurisés 11 23 3 6
filets pasteurisés 14 > 28 8 15

On a fait les mémes observations que précédemment pour les deux souches étudiées, a
savoir que l'évolution est plus lente pour les lots traités, quelle que soit la température de
conservation, et que la multiplication est plus rapide a pH 6,4, tandis qu'a pH 6, la
multiplication est ralentie. Cependant, et pour la premiére fois, les lots témoins aux pH 6,4 et 7
dépassent la concentration de 3.100 bactéries / g, alors que le lot témoin & pH 6 ne l'atteint pas
et qu'aucun des échantillons traités ne dépasse non plus cette concentration (figure II1.41).
Cette capacité de développement est vraisemblablement liée au caractére psychrotrophe de la
bactérie.
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Figure n° 111.42 : Evolution de la contamination par Yersinia enterocolitica 2, en fonction du pH et de la
température, dans un échantillon de lieu noir ayant subi un traitement thermique a 60°C pendant 14
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement.




d.- Yersinia enterocolitica 2.

Le traitement thermique appliqué aux lots de chair hachée de lieu noir préalablement

inoculés par 2,3.100 bactéries / g est de 14 min. Aprés ce traitement, linoculum est de l'ordre
de 6 a 8.103 bactéries / g, le dénombrement est effectué sur un milieu sélectif de Yersinia

enterocolitica (milieu C.I.N.).

Deux expérimentations indépendantes sont menées et l'ensemble des résultats est la

moyenne entre ces 2 expérimentations d'un méme lot.

Tableau I1.55 : Nombre de jours de conservation a 2°C et 7°C pour obtenir en

moyenne 3.10° et 3.106 bactéries / g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non

pasteurisés ensemencés avec Yersinia enterocolitica 2.

Yersin.ic.l temps en joj:sc pour obtenir temps en on:sC pour obtenir
enterocolitica 2 3.105 3.106 3.105 3.106
pH 6
filets non pasteurisés 11 28 4 10
filets pasteurisés 21 > 28 8 16
pH 6,4
filets non pasteurisés 7 21 3 6
filets pasteurisés 12 >28 4.5 12
pH7
filets non pasteurisés 10 22 3 7
filets pasteurisés 17 > 28 5 12

Si le comportement général de Yersinia enterocolitica 2 est voisin des autres bactéries

étudiées précédemment et surtout de Yersinia enterocolitica 1, il faut seulement signaler que

méme a pH 6, les lots témoins, a 2°C, atteignent la concentration de 3.100 bactéries / g, mais

en 27 jours (figure 111.42).
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Figure n° 111.43 : Evolution de la contamination par Micrococcus varians ; en fonction du pH et de la
température, dans un échantillon de lieu noir ayant subi un traitement thermique a 60°C pendant 17
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement.



e.- Micrococcus varians

On applique aux lots de chair de poisson de lieu noir, préalablement contaminés par une
concentration de 2,1.100 bactéries / g, un traitement thermique de 60°C pendant 17 minutes.
Aprés traitement thermique, la population survivante dénombrée sur milieu Chapman est

7

voisine de 4,5.103 bactéries / g. L'ensemble des résultats est la moyenne entre 2
expérimentations indépendantes d'un méme lot.

Tableau II1.56 : Nombre de jours de conservation a 2°C et 7°C pour obtenir en
moyenne 3.105 et 3.100 bactéries / g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non
pasteurisés ensemencés avec Micrococcus varians.

Micrococcus . 2°C . . 7°C :
temps en jours pour obtenir temps en jours pour obtenir
varians 3.10° 3.100 3.105 3.106
pH6
filets non pasteurisés 13,5 28 4 12
filets pasteurisés 21 > 28 8 21
pH 6,4
filets non pasteurisés 7 21 3 8
filets pasteurisés 14 > 28 7 16
pH7
filets non pasteurisés 11 22 4 9
filets pasteurisés 18 > 28 8 16

Encore une fois, on a obtenu une concentration de 3.100 bactéries / g a 2°C a des
temps variables (minimum 21 jours), et seulement dans les lots témoins, alors qu'aucun
échantillon traité n'a dépassé cette concentration, ce qui montre bien que ces bactéries sont
capables de se développer aux basses températures et par conséquent peuvent altérer un
produit réfrigéré (figure 111.43).
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Figure n° I11.44 : Evolution de la contamination par Pseudomonas paucimobilis , en fonction du pH et de la
température, dans un échantillon de lieu noir ayant subi un traitement thermique a 60°C pendant 20
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement.




f.- Pseudomonas paucimobilis

Un traitement thermique a 60°C est appliqué aux lots traités de chair de lieu noir
initialement contaminés avec une concentration de Pseudomonas paucimobilis d'environ 4.100
bactéries / g.

Apres 20 minutes de traitement thermique, linoculum initial passe a environ 9.103
bactéries / g- L'ensemble des dénombrements est effectué¢ sur milieu sélectif pour les
Pseudomonas - milieu Cetrimide Agar. Ces évolutions sont suivies en fonction du temps, de la

température de conservation et du pH de I'échantillon.

Tableau II.57 : Nombre de jours de conservation a 2°C et 7°C pour obtenir en
moyenne 3.105 et 3.100 bactéries / g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non

pasteurisés ensemencés avec Pseudomonas paucimobilis.

Pseud.omor‘u.ts temps en jojfscpour obtenir temps en onrosC pour obtenir
paucimobilis 3.105 3.106 3.105 3.106
pH6
filets non pasteurisés 7 21 4 12
filets pasteurisés 14 > 28 7 16
pH 6,4
filets non pasteurisés 6 15 3 7
filets pasteurisés 10 >28 5 12
pH7
filets non pasteurisés 6 15 3 7
filets pasteurisés 11 >28 5 12

Pseudomonas paucimobilis est une bactérie psychrotrophe capable de se développer a
des températures basses (HUIL, 1991). Si les tendances générales de I'évolution de la
contamination sont comparables a celles des autres bactéries étudiées, on note cependant que
cette bactérie est capable de se développer sur des périodes plus courtes (figure 111.44). Ces
résultats confirment bien les hypothéses des travaux sur la croissance de cette bactérie dans le
milieu Fish (cf chapitre 2) et ils sont en rapport avec les travaux de SUTHERLAND et al.,
1975, qui montrent que les Pseudomonas sont les premiéres bactéries de contamination.
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III.- COMMENTAIRES

A 2°C, aprés traitement, la flore étudiée évolue trés lentement, mais cette multiplication
est variable selon le pH de la chair du poisson et elle est significativement plus rapide a pH 6,4.
Par contre, l'acidification de la chair de poisson a pH 6 ralentit nettement le développement des
bactéries.

Les résultats de cette étude montrent que pour une méme population initiale dans les
échantillons témoins et dans les échantillons traités avant conservation, I'évolution de la
contamination est nettement différente : elle est plus lente pour les filets pasteurisés que pour
les filets non pasteurisés. Ce retard peut s'expliquer par le fait que la température agit sur
plusieurs mécanismes de régulation de la bactérie, notamment en affectant la traduction des
ARNm, le stock de ribosomes ou parfois en provoquant des lésions mineures d'acides
nucléiques (RESTAINO et al., 1980, LOVETT et al., 1982), dont les conséquences les plus
connues sont l'abaissement du taux de transcription des génes, aboutissant & une teneur
moindre en ARNm (MANROW et JACKSON, 1988). C'est la raison pour laquelle il faut un
temps de réadaptation pour que la bactérie effectue les réparations aux différents niveaux
affectés et recommence a se multiplier.

L'examen en détail des tableaux montre que, quelle que soit la bactérie, on a
pratiquement la méme évolution de la contamination, d'une part pour les lots témoins, d'autre
part pour les lots traités : en effet, pour les lots témoins, il faut environ une semaine pour
atteindre 3.10° bactéries / g, alors qu'il faut environ deux semaines pour les lots traités pour
atteindre la méme concentration, mais on constate que Pseudomonas paucimobilis est capable
de se développer a des températures basses; il posséde en outre le temps de latence le plus
court.

A pH 6 et a 2°C, c'est pour les échantillons traités que le développement de la
contamination est le plus lent. Ainsi, pour les lots témoins (non traités), il faut entre 7 et 14
jours; par contre, pour les échantillons qui ont subi un traitement thermique a 60°C, il faut au
moins 14 jours pour atteindre la concentration de 3.105 bactéries / g, et on note qu'aucun
échantillon traité n'a dépassé la concentration de 3.100 bactéries / g pour la durée de
l'expérimentation de 4 semaines.

Etant donné que l'optimum de croissance des bactéries étudiées se situe autour du pH
7,2, on s'attendait 4 ce que les concentrations de 3.10° et de 3.100 bactéries / g soit atteintes
plus rapidement a pH 7. Cependant I'ensemble des résultats a pH 7 est un peu surprenant
puisqu'on trouve que seuls les lots de poisson dont le pH initial n'est pas modifié (pH 6,4)
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atteignent les concentrations de 3.10° et 3.100 bactéries / ml dans des temps plus courts.
Encore une fois, les résultats a pH 7 montrent que les bactéries des lots témoins se développent
relativement plus rapidement que les mémes bactéries traitées a 60°C, ce qui démontre l'effet
de la chaleur sur les bactéries des échantillons traités. Pour le pH 7, il faut entre 6 et 12 jours
pour atteindre la concentration de 3.10° bactéries / g 4 2°C et il faut au moins 3 semaines pour
atteindre la concentration de 3.100 bactéries / g. Pour les lots traités, il faut entre 11 et 21
jours pour atteindre 3.10° bactéres / g, par contre aucun échantillon n'a dépassé la
concentration de 3.100 bactéries / g pour la période de I'expérimentation.

A 2°C et a pH 6,4 seules les bactéries : Yersinia enterocolitica 1 & 2, Pseudomonas
paucimobilis et Micrococcus varians atteignent la concentration de 3.106 bactéries / g, au
maximum au bout de 28 jours (durée fixée pour l'expérimentation);

A 7°C, l'évolution de la contamination est fonction du pH, et I'ensemble des
échantillons atteint la concentration de 3.100 bactéries / ml. 11 suffit de 3 a 10 jours pour que
tous les micro-organismes testés atteignent la concentration de 3.105 bactéries / g et3
semaines au maximum pour qu'ils atteignent 3.100 bactéries / g. On note que la contamination
initiale par 100 bactéries/g classe les produits dans la zone de seuil limite d'acceptabilité sur le
plan réglementaire, mais il faut garder a l'esprit que les bactéries présumées pathogénes ne
rentrent pas dans cette catégorie, car le seuil toléré est beaucoup plus bas et la contamination
est en général moins importante (Arrété de 1974).

Etant donné I'évolution rapide de la contamination dans les lots ou le pH initial n'a pas
été modifié (pH 6,4), on peut supposer que l'addition, soit de l'acide acétique, soit de la soude,
est responsable de cette différence. Mais si l'utilisation de l'acide acétique est déja limitée en
agro-alimentaire, celle de la soude est encore beaucoup plus restreinte.

L'évolution de la muitiplication bactérienne se fait d'une fagon exponentielle dans les
conditions optimales de croissance : on s'attendait a ce que la période pour passer de 3.10°
bactéries / g 4 3.100 bactéries / g soit plus courte que celle nécessaire pour passer de 103
bactéries / g 4 3.10° bactéries / g, or on constate qu'il a fallu le méme temps pour atteindre ces
deux valeurs. Ceci est vraisemblablement en relation avec la faible quantité d'oxygene
initialement présente a l'intérieur des échantillons et qui est progressivement consommée par
les bactéries. NEWTON et RIGG, 1979, et NOTTINGHAM, 1982, rapportent dans leurs
travaux que les Pseudomonas, bactéries aérobies strictes, sont capables de se multiplier a
vitesse réduite dans des conditions de basse pression en oxygene.

Cette étude montre bien que la cuisson a basse température (60°C) ne permet qu'une
période de conservation relativement courte des produits. Ceci montre l'intérét d'utiliser une
température plus importante pour la cuisson des plats cuisinés sous vide. D'autre part, d'autres
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formes de contamination sont également a craindre, en particulier par des spores de
Clostridium botulinum E.. 1a forme végétative de Clostridium botulinum est capable de se
développer a des températures de l'ordre de + 3°C. De plus, un tel traitement ne permet
probablement pas l'inactivation des enzymes en proportion suffisante, notamment des protéases
qui peuvent résister au traitement de pasteurisation si celui-ci est insuffisant, et qui dégradent
alors les produits. L'utilisation d'emballages imperméables prévient aussi tout échange avec le
milieu extérieur, et empéche la prolifération normale de la flore aérobie.

En conclusion, si une température de 60°C est convenable pour protéger la qualité
organoleptique des produits cuisinés sous vide, il ressort de ce travail qu'une cuisson a 60°C
est insuffisante pour détruire la majorité de la flore banale de contamination des plats a base de
produits de la mer et qu'il est conseillé d'utiliser des températures plus élevées pour la cuisson
des plats.
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ESSAIS PRELIMINAIR]?JS EN VUE DE L'ETUDE DES
PROTEINES BACTERIENNES AVANT ET APRES
TRAITEMENT THERMIQUE

L'étude est réalisée sur I'ensemble des 6 bactéries sélectionnées. Un traitement a 60°C a
été réalisé dans les mémes conditions que précédemment (Chapitre 2). Les concentrations
bactériennes au départ sont voisines de 10° bactéries / ml. Aprés traitement, les concentrations
de survivants sont entre 107 bactéries / ml et 103 bactéries / ml selon la bactérie (Tableau
II1.59). Si la concentration des survivants d'Enterococcus faecium représente une baisse de
1/10éme de la concentration initiale avant traitement, I'ensemble des autres bactéries baisse en
dessous de 1 / 1000 éme de la concentration initiale, sauf Pseudomonas paucimobilis dont la
concentration de survivants est d'environ 1 / 40 éme de la concentration initiale. C'est pour
cette raison que I'on ne comparera pas les différents résultats entre eux, car le degré d'atteinte
est variable selon la thermorésistance de ces bactéries a la chaleur.

L'analyse comparative des protéines bactériennes a été précédée d'une mise au point
méthodologique. Elle nécessite une procédure d'extraction et de solubilisation des protéines de
bacténes différentes (Gram positif et Gram négatif).

Dans un premier temps, on a développé une procédure d'extraction et de solubilisation
des protéines adaptée a l'analyse par électrophorése bidimensionnelle de protéines bactériennes;
dans un deuxieéme temps, on a cherché a mettre en évidence l'existence de modifications
physiologiques dans des conditions hostiles de température par la comparaison des profils
électrophorétiques des protéines avant et apres le traitement thermique.

L- OPTIMISATION DE LA TECHNIQUE DE L'EXTRACTION DES PROTEINES

En théorie, I'électrophorése monodimensionnelle, en conditions dénaturantes, permet la
résolution a partir d'un échantillon d'une centaine de polypeptides. Ceci est généralement
insuffisant pour l'analyse des mélanges protéiques complexes présents dans la plupart des
fractions cellulaires ou tissulaires. En 1975, O'FARRELL optimisa la séparation des protéines
en fonction de 2 paramétres indépendants : la charge électrique, et la masse moléculaire
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relative des polypeptides. Il caractérisa ainsi plus de 1000 polypeptides a partir de cultures
cellulaires d'Escherichia coli.

L'analyse des protéines bactériennes solubles par électrophorése bidimensionnelle
nécessite que la lyse des bactéries soit maximale et que les protéines ne soient pas affectées en
cours d'extraction. Il faut en particulier que l'activité des oxydases soit inhibée pendant
I'extraction.

Pour obtenir des électrophoréses bidimensionnelles de protéines reproductibles et de
bonne qualité, permettant la mise en évidence d'un grand nombre de polypeptides, deux
méthodes d'extraction ont été essayées :

- La premiére méthode utilise une lyse enzymatique avec le lysozyme pour éliminer la
paroi des bactéries. L'expérimentation est effectuée sur deux types de bactéries (des Gram
positif et des Gram négatif); il s'est avéré que la lyse des bactéries Gram positif par les enzymes
est trés difficile, voire impossible dans le cas de Micrococcus varians. Par ce protocole, 33 a
105 polypeptides seulement sont répertoriés dans le cas d'Enterococcus faecium (Planche
1AB). Ces polypeptides se situent dans une gamme de poids moléculaires allant de 7 a 120
kDa avec des pHi de 3 a 10.

- Dans la deuxiéme méthode, les bactéries sont soumises a la presse de French. Dans
ces conditions, pour Enterococcus faecium, 423 a 491 polypeptides sont observés (Planche
1CD), dans la méme gamme de poids moléculaires et dans la méme zone de pH que celles
observées précédemment avec la premiére méthode. De plus, grice a cette technique,
l'utilisation de piperazine di-acrylamide (PDA) a la place du bisacrylamide a permis
l'amélioration de la séparation des protéines (BOYER, 1992). C'est donc cette derniére
technique qui a été retenue dans la suite des travaux.

IL- ANALYSE ELECTROPHORETIQUES DES PROTEINES AVANT ET APRES

TRAITEMENT THERMIQUE

L'électrophorése bidimensionnelle a été appliquée aux extraits protéiques totaux des
bactéries obtenus avant et aprés traitement thermique. L'étude des profils protéiques se fait,
pour une méme souche, par comparaison entre un échantillon témoin n'ayant pas subi de
traitement thermique et I'échantillon traité. Les deux états étudiés présentent des polypeptides
répartis dans une gamme de pH de 3,5 a 9 et des masses moléculaires allant de 8 a 120 kDa.

Etant donné le nombre important de différences sur les profils protéiques, et pour ne
pas charger les figures de toutes les modifications constatées, seules les zones qui présentent le
plus de changements sont décrites.
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Tableau n® I11.58 : Analyse électrophorétique des profils des protéines avant et aprés
traitement thermique des différentes bactéries.

Enterococcus | Staphylococeus Yersinia Yersinia Mierococcus | Pseudomonas
Jaecium aureus enterocolitica 1 | enterocolitica 2 varians paucimobilis
durée du traitement 20 min 10 min 14 min 14 min 17 min 20 min
température du traitement (60°C) (60°C) (60°C) (60°C) (60°C) (60°C)
nombre total de polypeptides avant 491 458 494 490 353 400
nombre total de polypeptides aprés 423 475 433 403 321 411
nombre de bandes non présentes 87 (17,7%) [ 86 (18,8 %) | 124 (25 %) | 36 (7,5 %) | 70 (19,8%) | 79 (20 %)
nouvelles apparitions aprés traitement 69 60 63 49 38 90
augmentation de concentration 21 (4,3%) | 14(3,1%) | 20(4,1 %) |62 (12,7%)] 7(2%) | 78 (19,5%)
diminution de concentration 30 (6,1 %) | 21 (4,6%) | 37 (7,5 %) 1 26(7,4%) | 8(2%)




Dans le tableau résumé n° II1.58 , on a noté les différents changements survenus. Les
effets du traitement thermique sur les protéines sont de trois types :

- augmentation ou diminution de la concentration de certains polypeptides;
- disparition de certains polypeptides;
- apparition de nouveaux polypeptides.

L'évolution des protéines est fonction de chaque bactérie. Le nombre de protéines est
plus important aprés traitement pour Staphylococcus aureus et Pseudomonas paucimobilis;
pour les quatre autres souches, le nombre de protéines est plus faible aprés traitement
thermique. Si le nombre de protéines des 2 échantillons témoins de Yersinia enterocolitica est
voisin, I'évolution aprés traitement est différente (tableau n° II1.58) et l'on note un seul
polypeptide dont la concentration diminue pour Yersinia enterocolitica 2, alors que 37
polypeptides voient leur concentration diminuer chez Yersinia enterocolitica 1.

Afin de montrer les effets des traitement thermiques sur les profils polypeptidiques, 3
zones ont été analysées en détail. Le choix de cette méthode est inspiré par I'étude
bibliographique : en effet, un grand nombre d'auteurs y ont recours (BOYER, 1992), c'est a
dire qu'aprés une analyse détaillée des profils protéiques, ils s'attardent sur les zones qui
présentent le plus d'intérét pour leur étude. Dans le cas présent, c'est par simplification que 1'on
a choisi ces 3 zones, ou l'on a noté un nombre important de différences entre I'échantillon
témoin et I'échantillon traité. Ces zones ne sont pas exactement les mémes dans chaque
€lectrophorégramme, elles varient en fonction des poids moléculaires et du pH isoélectrique.

Par ailleurs, on a utilisé des fléches différentes pour distinguer les polypeptides :

-les fleches "A" correspondent aux polypeptides qui sont détectés de maniere spécifique
a la fin du traitement;

-les fleches "B" correspondent aux polypeptides qui ont disparu;

-les fléches "C" correspondent a ceux dont la concentration a augmenté;

-les fléches "D" correspondent a ceux dont la concentration a diminué.

Le chiffre en indice représente le poids moléculaire (en kDa) du polypeptide.

Pour les zones agrandies qui se recouvrent, on n'a compté qu'une fois les mémes
polypeptides.
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Planche 1
Electrophoreéses bidimensionnelles de protéines totales d'Enterococcus faecium, dans un gel contenant
15 % d'acrylamide / PDA, ampholines 3,5-9 LKB et ampholines 5-7 BioRad.
(A) & (B) : bactéries témoins, la lyse bactérienne est effectuée par I'action du lyzozyme.

(C) & (D) : bactéries qui ont subi un traitement thermique, la lyse bactérienne est effectuée par la
presse de French.
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1. Enterococcus faecium

Apres 20 minutes de traitement thermique a 60°C, le nombre de polypeptides passe de
491 chez le témoin a 423 (Planche 2AB). 87 polypeptides (17,7 %) disparaissent, 21 (4,3 %)
ont leur concentration qui augmente, alors que 30 (6,1 %) voient leur concentration diminuer
par rapport au témoin (Planche 2 AB) et que 69 nouveaux polypeptides (14 %) sont détectés.

Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 25 a 58 kDa et
une gamme de pH allant de 3 2 4,5.

Sur la carte protéique (Planche 3 AB), 13 polypeptides ne sont pas détectés : B31,6;
B32a; B32b; B32,5; B32,6; B35,5; B39; B41; B44; B47, B48,5; B58a; B58b. Outre la disparition de ces
polypeptides apres traitement, il y a détection de 7 nouveaux polypeptides : A30; A36,7;, A39;
A40; AS1; A52; A59.2. Enfin, 2 polypeptides détectés voient leur concentration augmenter (C51;
C59).

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 20 a 65 kDa et
dans une gamme de pH allant de 6 4 8 .

Elle est marquée par de profonds remaniements: en effet, 20 polypeptides ne sont plus
détectés apres traitement (Planche 3 A2B2), 2 polypeptides voient leur concentration diminuer
(D27a; D27b) et 4 nouveaux polypeptides sont détectés : A38.5; A39; A42; A47.

Zone 3 : clle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 10 a 20 kDa et
dans une gamme de pH allant de 5 a 8 unités.

Cette zone est marquée par un certain nombre de disparitions et d'apparitions de
nouveaux polypeptides. 13 polypeptides ne sont plus détectés dans cette zone (Planche 3
A3B3), 2 polypeptides (C9; C9,2) voient leurs concentrations augmenter alors que 7 nouveaux
polypeptides apparaissent (A10; Al1; A12; Al3; Al3,5; Al6,5; Al7).

2. Staphylococcus aureus

Le choc thermique a été effectué a 60°C pendant 10 minutes (Planche 2CD), le nombre
total des polypeptides au départ est de 458, ce nombre augmente pour atteindre 475
polypeptides. 86 polypeptides (18,8 %) disparaissent, 14 (3,1 %) ont leur concentration qui
augmente alors que 21 (4,6 %) voient leur concentration diminuer par rapport au témoin
(Planche 2CD). 60 nouveaux polypeptides apparaissent.
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Planche 2
Electrophorégrammes  bidimensionnels des protéines totales d'Enterococcus faecium et de
Staphylococcus aureus dont la lyse bactérienne a été effectuée par la presse de French.
Enterococcus faecium
(A) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thermique; (B) échantillon qui a subi un
traitement thermique pendant 20 minutes a 60°C.
Staphylococcus aureus
(C) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thermique; (D) échantillon qui a subi un
traitement thermique pendant 10 minutes a 60°C.




Planche 3
Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales d'Enterococcus faecium avec
ou sans traitement. (A) bactéries témoins; (B) bactéries aprés traitement a 60°C pendant 20 minutes.
Les fléches A, B. ¢ et p correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu, qui ont disparu,
dont la concentration a augmenté, dont la concentration a diminué.



Planche 4
Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Staphylococcus aureus
avec ou sans traitement. (C) bactéries témoins; (D) bactéries aprés traitement & 60°C pendant 10
minutes. Les fléches a. B, ¢ et D correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu, qui
ont disparu, dont la concentration a augmenté, dont la concentration a diminué€.




Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires de 24 a 90 kDa et dans
une gamme de pH allant de 3 44,5 .

L'analyse des profils protéiques montre les différences suivantes : 26 polypeptides ne
sont plus détectés aprés un traitement thermique a 55°C pendant 22 minutes (Planche 4
C1D1). 4 nouveaux polypeptides sont détectés (A52a; A52b, A53c;, A67), mais cette zone montre
la présence de 5 polypeptides qui sont en concentration plus faible : D37,5; D38; D57 D60; D73.
A ce niveau, aucun polypeptide détecté n'a augmenté de concentration.

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 32 a 120 kDa
et une gamme de pH allant de 6 4 8 .

Au niveau de cette zone, plusieurs polypeptides disparaissent aussi apreés le traitement
thermique : 16 polypeptides disparaissent (Planche 4 C2D2). 12 nouveaux polypeptides
apparaissent : A39; A40; Ad6a; Ad6b; A60; A93; Al02a; Al02b; A102c; Al06a, Al06b, A120. 4
polypeptides détectés ont une concentration plus faible (D58, D58,5; D83; D84) alors que 4
polypeptides voient leur concentration augmenter (C32,2; C47; C107; C120).

Zone 3 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 15 a 32 kDa et
dans une gamme de pH allant de 5 a 8 unités.

Elle est aussi marquée par un nombre élevé de disparitions aprés le traitement effectué :
en effet, 15 polypeptides ne sont plus détectés (Planche 4 C3). A linverse, 7 polypeptides
apparaissent (A17,5; A18; A20; A20,9; A21; A27; A30), mais 13 polypeptides détectés voient leur
concentration diminuer (Planche 6 D3).

3. Yersinia enterocolitica 1

Le traitement thermique a été effectué a 60°C pendant 14 minutes. Le nombre total de
polypeptides passe de 494 chez le témoin & 433 chez la bactérie aprés traitement (Planche
5EF). Apreés traitement, 124 polypeptides (25 %) disparaissent par rapport au témoin (Planche
5E), 37 polypeptides (7,5 %) voient leur concentration diminuer et 20 polypeptides (4,1 %)
voient leur concentration augmenter. Toujours par rapport au témoin, 63 nouveaux
polypeptides apparaissent (Planche 5EF).

Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires de 17 a 100 kDa et une
gamme de pH allant de 3 2 4,5 .

Les Planches 6 E1 et 6 F1 montrent respectivement les profils des protéines totales de la
bactérie a la fin de la croissance et aprés un traitement thermique. 11 polypeptides
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Planche 5
Electrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Yersinia enterocolitica 1 et de
Yersinia entercolitica 2 dont la lyse bactérienne est effectuée par la presse de French.
Yersinia entercolitica 1
(E) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thermique; (F) échantillon qui a subi un
traitement thermique pendant 14 minutes a 60°C.
Yersinia entercolitica 2
(G) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thermique; (H) échantillon qui a subi un
traitement thermique pendant 14 minutes a 60°C.
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Planche 6
Régions des ¢lectrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Yersinia enterocolitica 1
avec ou sans traitement. (E) bactéries témoins: (F) bactéries apres traitement a 60°C pendant 14
minutes. Les fleches A B. ¢ et b correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu. qui ont
disparu, dont la concentration a augment¢. dont la concentration a diminué.




disparaissent apreés traitement (B30; B33a; B33b; B34; B53; B63,5a; B63,5b; B90; B99a; B99b; B100). 2
polypeptides voient leur concentration diminuer (D63; D66,7), alors que 4 nouveaux
polypeptides sont détectés (A17.5; A34; A38; A52,75). Enfin, 10 polypeptides voient leur
concentration augmenter (Planche 6 E1F1).

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 30 a 110 kDa
et une gamme de pH allant de 6 a 8.

Cette zone est marquée par de nombreuses modifications : en effet 36 polypeptides
disparaissent (Planche 6 E2), alors que 14 nouveaux polypeptides sont détectés (Planche 6 F2).
5 polypeptides voient leur concentration diminuer (D36; D36,2; D40, D73; D92), alors qu' un
polypeptide voit sa concentration augmenter (C40).

Zone 3 : Elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 12 a 25 kDa et
dans une gamme de pH allant de 5 a 8.

Cette zone est marquée par un certain nombre de disparitions (B12,7, B15,3; B17,3
B20,5a; B20,5b; B22). Par contre quatre apparitions sont détectées (A12,2; Al3; Al4; Al6). 9
polypeptides sont détectés en concentration plus faible (Planche 6 E3F3), alors qu'un
polypeptide voit sa concentration augmenter (C18).

4. Yersinia enterocolitica 2

Le traitement thermique a été réalisé comme précédemment. Le nombre de
polypeptides total passe de 490 au départ a 403 aprés un traitement thermique de 14 minutes a
60°C : 36 polypeptides (7,5 %) disparaissent, 62 polypeptides (12,7 %) ont leur concentration
qui augmente alors qu'un seul polypeptide voit sa concentration diminuer. 49 polypeptides
apparaissent (Planche 5 GH).

Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 22 a 96 kDa et
dans une gamme de pH allant de 3 2 4,5 .

Apres le traitement thermique, 4 polypeptides disparaissent (B56; B90a, B90b; B95), 4
nouveaux polypeptides apparaissent (A32; A35; A52; A57), mais au niveau de cette zone, 14
polypeptides détectés voient leur concentration augmenter (Planche 7 G1HI1), par contre,
aucun polypeptide dont la concentration aurait diminué n'est détecté.

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 10 4 110 kDa
et dans une gamme de pH allant de 6,5 a 8 .

Au niveau de cette zone, 13 polypeptides disparaissent (Planche 7 G2), alors que 10
nouveaux polypeptides sont détectés (Planche 7 H2). 4 polypeptides détectés voient leur
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Planche 7
Régions des €lectrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Yersinia enterocolitica 2
avec ou sans traitement. (G) bactéries témoins; (H) bactéries aprés traitement a 60°C pendant 14
minutes. Les fléches . B. ¢ et b correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu. qui ont
disparu. dont la concentration a augmenté. dont la concentration a diminué.
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concentration diminuer (D47; D98a; D98b; D98c), mais 8 polypeptides voient leur concentration
augmenter.

Zone 3 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 15 a 35 kDa et
dans une gamme de pH allant de 54 8 .

Cette zone accuse 4 disparitions (B23,5; B33a; B33b; 34.8), 8 nouveaux polypeptides sont
détectés (Al15; A15.8; A18.8; A20,8; A21,2; A255; A27, A29). Quelques modifications sont liées a
l'augmentation de la concentration : en effet 3 polypeptides voient leur concentration
augmenter (C20; C22, C25), mais 1 seul (D27,5) voit sa concentration diminuer (Planche 7
G3H3).

On constate que les 2 bactéries Yersinia enterocolitica ne réagissent pas de la méme
fagon a la chaleur : cela peut étre lié a des différences au niveau génétique des bactéries.

5. Micrococcus varians

Pour Micrococcus varians, le traitement thermique était de 17 minutes a 60°C, le
nombre total de polypeptides passe de 353 chez le témoin a 321 chez le lot traité. Apres
traitement, 70 polypeptides (19,8 %) disparaissent par rapport au témoin (Planche 8 I), 26
polypeptides (7,4 %) voient leur concentration diminuer et seulement 7 polypeptides (2 %)
voient leur concentration augmenter, 38 nouveaux polypeptides étant observés (Planche 8 1J).

Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires de 18 a 67 kDa et une
gamme de pH allant de 3 44,5 .

Au niveau de cette zone, 2 polypeptides (B49; B52) disparaissent. Par contre, 18
nouveaux polypeptides sont détectés (Planche 9 I1J1). Un seul polypeptide voit sa
concentration diminuer (D44) mais 5 polypeptides voient leur concentration augmenter (C34;
C36,5; C40, C44.5, C67)

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 27 a 98 kDa et
dans une gamme de pH allant de 6 2 8 .

Dans cette zone, 22 polypeptides disparaissent (Planche 9 12J2), mais il y a 5
apparitions (A35,5; A43,6; A60a, A60b; A60c). I y a 3 polypeptides dont la concentration diminue
(D83; D97,5a; D97,5b), alors que 2 polypeptides voient leur concentration augmenter (C44a;
C44b).

Zone 3 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 14 a 27 kDa et
dans une gamme de pH allant de 5a 8 .
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Planche 8
Electrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Micrococcus varians et de
Pseudomonas paucimobilis dont la lyse bactérienne est effectuée par la presse de French.
Micrococcus varians
(I) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thermique; (J) échantillon qui a subi un traitement
thermique pendant 17 minutes a 60°C.
Pseudomonas paucimobilis
(K) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thermique; (L) échantillon qui a subi un
traitement thermique pendant 20 minutes a 60°C.
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Planche 9
Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Micrococcus varians avec
ou sans traitement. (I) bactéries témoins; (J) bactéries aprés traitement a 60°C pendant 17 minutes.
Les fleches a, . ¢ et b correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu, qui ont disparu,
dont la concentration a augmenté, dont la concentration a diminué.
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Dans cette zone, aucun polypeptide nouveau n'est détecté apreés le traitement thermique
(Planche 9 J3); 4 polypeptides ne sont plus détectés (B14; Bl6a; Bl6b; B21). 4 polypeptides
voient leur concentration diminuer (D13,75; D16; D17; D20), alors que 4 polypeptides voient leur
concentration augmenter (C17,6; C18.5; C19a; C19b).

6. Pseudomonas paucimobilis

Pour Pseudomonas paucimobilis, le nombre total de polypeptides est de 400 au départ,
ce nombre passe a 411 aprés un traitement thermique & 60°C pendant 20 minutes. Aprés
traitement, 79 polypeptides (20 %) disparaissent, 78 (19,5), ont leur concentration augmentée
alors que 8 (2 %) voient leur concentration diminuer par rapport au témoin (Planche 8 KL) et
que 90 nouveaux polypeptides sont détectés. |

Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 12 a 35 kDa et
dans une gamme de pH allant de 3 24 4,5 .

Dans cette zone, 7 polypeptides ne sont pas détectés aprés traitement (B22.5; B23; B32a;
B32b; B32,5; B33; B34). 4 nouveaux polypeptides apparaissent (Al6;, Al7, A27; A295), 12
polypeptides détectés voient leur concentration augmenter (Planche 10 K1L1), alors qu'un seul
polypeptide voit sa concentration diminuer (D17,6).

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 26 a 103 kDa
et dans une gamme de pH allant de 6,5 a 8 .

Au niveau de cette zone, 26 polypeptides disparaissent (Planche 10 L2), mais
seulement 4 nouveaux polypeptides apparaissent (A53; A65,5; A72; A92). 8 polypeptides voient
leur concentration diminuer (Planche 10 L2), mais un seul polypeptide voit sa concentration
augmenter (C24).

Zone 3 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 7 a 29 kDa et
dans une gamme de pH allant de 5a 8 .

Cette zone est marquée par 21 apparitions (Planche 10 L3), seules 3 disparitions sont
détectées (B18; B26,5; B28,8). La concentration de 9 polypeptides augmente (C7; C7.4; C12,75;
C13; Cl6a; Cl6b; C17,75a; C17,75b; C18), tandis que celle de 3 polypeptides diminue (D9; D21a;
D21b).
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Planche 10
Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Pseudomonas
paucimobilis avec ou sans traitement. (K) bactéries témoins: (L) bactéries apres traitement a 60°C
pendant 20 minutes. Les fléches a. 5. c et D correspondent respectivement aux polypeptides qui ont
apparu. qui ont disparu. dont la concentration a augmenté, dont la concentration a diminug.
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HIL.- COMMENTAIRES

Les protocoles d'extraction testés introduisent des variations considérables dans le
nombre des polypeptides observés. L'extraction des protéines dans du tampon Tris + lysozyme
n'est que partielle et ne permet pas une étude compléte des polypeptides totaux des bactéries :
en effet, les profils polypeptidiques renferment moins d'informations que ceux obtenus par
extraction a la presse de French. L'amélioration s'explique vraisemblablement par la lyse totale
des bactéries et la libération du contenu cytoplasmique dans le milieu, sous la pression
mécanique. Ce protocole étant mis au point, il permet de mieux apprécier la proportion des
protéines bactériennes modifiées.

L'effet direct de la température sur l'état physiologique des micro-organismes a été
recherché par observation des profils protéiques : aprés culture a 37°C pendant 16 heures, une
moitié de la culture, constituant le lot témoin, est conservée a 4°C, l'autre moiti€ est traitée a
60°C,; la température de 60°C est choisie arbitrairement. Cependant, pour tenir compte des
résultats de I'étude de l'effet thermique sur les bactéries les plus thermorésistantes, la durée du
traitement a été allongée. Dans les échantillons soumis a l'effet de la température, plusieurs
différences ont été observées avec les échantillons non traités : la concentration de plusieurs
polypeptides diminue ou augmente, certains polypeptides ne sont plus détectés, et d'autres au
contraire apparaissent. La quantité totale des protéines présentes dans le milieu Fish aprés
centrifugation de chaque culture est du méme ordre de grandeur; cependant sa composition n'a
pas été analysée. On s'est limité par la suite aux protéines cellulaires de I'ensemble des bactéries
survivantes et tuées.

De nombreux travaux ont mis en évidence que la température est le principal facteur
affectant tous les micro-organismes (HERBERT et al., 1979). Dans cette étude, on a relevé
qu'a 60°C, la température a réduit la population bactérienne de 1 / 10éme de sa valeur dans le
cas d'Enterococcus faecium aprés incubation, et les autres bactéries survivantes ont baissé de
1/1000éme de la concentration initiale, sauf Pseudomonas paucimobilis, ou le taux des
survivants n'est que de 1 / 40éme de la population initiale. C'est cette température qui peut étre
létale pour les bactéries, et qui peut facilement dénaturer plusieurs protéines et libérer des
produits de dégradation dans la cellule.
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Enterococcus | Staphylococcus Yersinia Yersinia Micrococcus | Pseudomonas
Jfaecium aureus enterocolitica | enterocolitica |  varians paucimobilis
1 2
No 1,1.108 3,2.109 4.109 6.109 4.108 8,9.108
bact./ ml)
N 1.107 7,3.103 0,8.103 1,2.103 2,3.104 2,3.107
(bact./ ml)
temps
(min)
Déo 6,5 1,3 1,6 1,6 2,7 55
(min)

Tableau I11.59 : Tableau résumé des conditions expérimentales des traitements thermiques des
bactéries a 60°C

D'autres facteurs peuvent provoquer la perturbation de l'environnement des micro-

organismes comme les ultraviolets, l'irradiation (NYSTROM et al., 1992), l'acide nalidixique

(KRAMER et al., 1988), I'éthanol (MAREN et al., 1987).

L'apparition d'un grand nombre de polypeptides serait a attribuer aux différents stress
subis par les bactéries. Les polypeptides de poids moléculaire faible peuvent provenir, soit
d'une synthese non achevée de polypeptides (on pourrait supposer une synthése nouvelle, mais
cette hypothése est moins probable en raison de la température d'incubation trés élevée), soit
des produits de dégradation des protéines en petites molécules et de leurs nouvelles migrations
selon la charge et le poids moléculaire des sous-unités protéiques. Dans les travaux de
BHARVIN et al., 1990, chez Mycobacterium bovis BCG, cultivé a 37°C et incubé par la suite
a des températures de 42°C, 45°C et 48°C, des prélévements ont été effectués toutes les 15
minutes pendant 90 minutes. Ils ont constaté qu'il faut seulement 15 minutes pour l'apparition
des premieres synthéses protéiques qui donnent des constituants de poids moléculaires faibles;
les auteurs ont également constaté qu'a 48°C, aprés 45 minutes, peu de synthéses sont
effectuées.

La diminution ou l'augmentation de la quantité d'un polypeptide pourrait résulter d'un
ou de plusieurs mécanismes de régulation cellulaire. La baisse de la teneur d'un polypeptide
peut €tre due a sa dégradation; celle-ci peut aussi étre accélérée sous l'effet d'une activation des
protéases dans des conditions hostiles. La diminution peut aussi correspondre a plusieurs
mécanismes, soit affectant la traduction des ARNm ou le stock de ribosomes, soit provoquant
des 1ésions mineures d'acides nucléiques (RESTAINO et al 1980, LOVETT et al 1982). Les
causes les plus connues sont l'abaissement du taux de transcription des génes, aboutissant a une
teneur moindre en ARNm, (MANROW et JACOBSON, 1988), et la déstabilisation des pools
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d'ARNm induisant une dégradation rapide des ARNm traduisibles. Toutefois, tout processus
affectant la maturation des ARNm (DREYFUSS et al., 1988) ou leur traduction retentira sur la
taille des d'ARNm traduisibles et, par conséquent, sur la taille des polypeptides.

11 a été démontré que I'ensemble des organismes - de la bactérie a I'homme - répondent
a un stress par la synthése de quelques protéines : les protéines de stress ou "heat-shock
proteins”, (HSP) (NOVER et al., 1984; CRAIG, 1985; LINQUIST, 1986, BOND et al.,
1987).

Pour mieux apprécier, avec précision et rapidité, la proportion d'atteinte réelle d'une
bactérie, il serait souhaitable d'utiliser un marqueur biochimique caractéristique tel que [358]
méthionine, utilisé pour le marquage des protéines. Ce marquage facilite l'identification des
polypeptides les plus activement touchés et permet d'apprécier s'il y a synthése de molécules
témoins de I'état de stress. L'identification de celles-ci est indispensable pour une analyse fine
des premiers événements se déroulant lors d'un traitement thermique. Si la coloration
argentique donne une bonne vision de la répartition polypeptidique totale d'un matériel
biologique, par contre une étude fluorographique du méme matériel aprés marquage spécifique
permet d'apprécier les polypeptides synthétisés.

Dans cette étude préliminaire, on est en présence d'un nombre trés important de
différences entre les profils, ce qui rend trés difficile 'appréciation des phénomeénes de choc
thermique et la détermination du niveau réel d'atteinte des protéines. Il serait souhaitable de
s'intéresser seulement a quelques protéines caractéristiques par un marquage radioactif, de
chercher les nouvelles protéines synthétisées (protéines HSP) induites par un traitement
thermique et de déterminer si cette synthése continue aprés plusieurs croissances dans des
conditions optimales. Cette étude peut étre réalisée par une analyse quantitative des
fluorographies d'électrophoréses bidimensionnelies des protéines synthétisées au cours de la
croissance des bactéries ayant résisté au choc du traitement thermique. Ainsi pourrait-on
répondre a la question : la reprise normale de la croissance aprés traitement est-elle corrélée a
une absence de synthese des protéines HSP?
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CONCLUSION GENERALE

Six souches bactériennes isolées de filets et de terrines de poisson aprés pasteurisation
ont été étudiées, tant du point de vue de leur physiologie de croissance que de leur
thermorésistance (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica 1 &
2, Micrococcus varians et Pseudomonas paucimobilis). L'étude a été faite, suivant le cas, sur

des filets de lieu noir ou sur un milieu artificiel composé d'extraits solubles de poisson (milieu
Fish).

Dans la premiére partie de cette recherche, on a réalisé les cinétiques de croissance de
ces six souches bactériennes, isolées de filets ou terrines de poissons aprés pasteurisation, en
étudiant particulierement deux facteurs : température et pH. Ces cinétiques révélent
I'importance de la température sur le développement de ces bactéries mésophiles, ce qui est en
particulier intéressant pour allonger la durée de vie des produits conservés a basse température;
la durée de la phase de latence est toujours supérieure a 3 jours aux températures inférieures
ou égales a 7°C. L'étude du deuxiéme facteur montre bien que pour ces bactéries, les pH
extrémes semblent intéressants, mais peut-étre difficilement applicables industriellement. En
combinant pH acide (c'est a dire voisin de 5,5) et basse température (+ 2°C), I'évolution
microbienne est arrétée durant 12 semaines (durée de l'expérimentation), mais ces conditions
ne semblent pouvoir étre appliquées qu'a certaines préparations acides. Il faut noter que dans
des conditions plus habituelles, par exemple a pH 6,4 et a +2°C, le développement de certaines
bactéries psychrotrophes (Pseudomonas paucimobilis) commence dés le 3éme jour.

Pour bien s'assurer de la thermorésistance de ces bactéries, on a effectué I'étude
compléte de chacune d'elle, dans le milieu Fish, et on a calculé la valeur pasteurisatrice
minimale a appliquer pour détruire l'ensemble de ces bactéries. On a déterminé les 2 bactéries
les plus thermorésistantes : il s'agit d'Enterococcus faecium et de Pseudomonas paucimobilis.
Le temps de réduction décimale a 60°C est de 6,5 minutes pour Enferococcus faecium et 5,5
minutes pour Pseudomonas paucimobilis. Les autres bactéries étudiées ont des temps de
réduction moins importants dans ce milieu, particulirement les bactéries présumées
pathogénes, qui disparaissent en premier lors d'un traitement a 60°C : Staphylococcus aureus
est la premic¢re bactérie détruite lors d'un traitement thermique (Dgg =1,3 minute et z= 6,2°C)
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ensuite Yersinia enterocolitica 1 & 2 avec les caractéristiques respectives (Dgg = 1,6 minute et
z=17,4°C) et (Dgp = 1,6 minute et z = 8°C). Pour détruire de fagon significative la bactérie de
référence (Enterococcus faecium), et par conséquent la quasi-totalité des bactéries non
sporulées, il faut appliquer une valeur pasteurisatrice minimale P,° =35,31 minutes dans le
milieu Fish.

Par la suite, on s'est intéressé au comportement de ces bactéries dans des filets de lieu
noir apres pasteurisation a 60°C, en fonction du pH et de la température de conservation. Les
résultats montrent que le traitement thermique influence la physiologie de croissance des
micro-organismes : avec la méme population initiale, le temps de développement de la
contamination sous vide est 2 fois moins long dans les échantillons non traités que dans les
échantillons traités. 1l faut en moyenne deux semaines dans des températures de réfrigération
(+ 2°C) pour atteindre 3.10° bactéries / g, alors qu'une conservation a + 7°C équivaut a une
rupture de la chaine du froid et que dans ce cas, il faut seulement 3 jours pour atteindre cette
concentration. L'application d'un tel traitement n'assure aux produits qu'une durée de vie
limitée. Dans les plats cuisinés sous vide, d'autres formes de contamination sont également a
craindre, en particulier par des spores de Clostridium botulinum E.. De plus, dans le cas de
filets de poisson, un tel traitement ne permet probablement pas l'inactivation en proportion
suffisante des enzymes, notamment des protéases, qui peuvent résister au traitement de
pasteurisation si celui-ci est insuffisant, et qui dégradent alors les produits.

En dernier lieu, des essais préliminaires ont été réalisés pour mettre au point un
protocole d'extraction des protéines cytoplasmiques des bactéries subissant un choc thermique:
l'analyse €lectrophorétique de ces protéines révéle que celles-ci subissent des modifications
biochimiques dues au traitement thermique.

L'étude prédictive de la multiplication des bactéries mésophiles sélectionnées met en
évidence que dans les mémes conditions de température et de pH, l'ensemble des bactéries ont
des comportements voisins; de plus, a 2°C, la croissance est ralentie, voire inhibée a des pH
inférieurs & 5,5 ou voisins de 8,2. L'évolution de la contamination par ces bactéries dans des
filets de lieu noir est relativement plus rapide dans des échantillons dont le pH initial n'a pas été
modifié. 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 a tous les
produits fabriqués.

L'ensemble des constatations qui précédent permet d'estimer que pour assurer aux
préparations cuites sous vide a base de produits de la mer, et en particulier aux plats cuisinés,
une conservation de quelques semaines entre 0 et 3°C, il est nécessaire d'avoir des préparations
dont le pH est voisin des pH cités ci-dessus, et d'appliquer des valeurs pasteurisatrices
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convenables supérieures a celle que I'on a définie ici : ainsi sera-t-il possible de détruire les
formes de flore végétative, d'inhiber le développement des spores et de détruire également des
enzymes, qui peuvent résister au traitement thermique si celui-ci est insuffisant.
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ANNEXE I

Réglementation des plats cuisinés a I'avance sous vide:
principaux textes

(I) Arrété du 26 Juin 1974 (J.0. du 16 Juillet 1974 - tiré a part n°® 74163), réglementant les
conditions d'hygiéne relatives a la préparation, la conservation, la distribution et la vente des
plats cuisinés a l'avance.

(II) Circulaire du 3 Mars 1975, publiée pour application de 'arrété du 26 Juin 1974 en vue de
l'attribution de la marque de salubrité.

(IIT) Circulaire du 4 Avril 1980, relative aux critéres microbiologiques.

(V) Arrété du 18 Juin 1980, réglementant les conditions d'hygiene applicables aux denrées
animales ou d'origine animale dans les entrepéts frigorifiques.

(V) Circulaire du 27 Juin 1980, relative aux conditions d'hygiéne applicables aux matériels.

(VD) Arrété du 26 Septembre 1980, (J.O. du 15 Octobre 1980), réglementant les conditions
d'hygiéne applicables dans les établissements ou sont préparés, servis ou distribués des aliments
comportant des denrées animales ou d'origine animale.

(VII) Circulaire du 5 Janvier 1981 pour application de l'arrété du 26 Septembre 1980.

(VIII) Notes de service du 5 Octobre 1984 n° 8105 concernant le conditionnement sous vide
en restauration et du 26 Novembre 1985 n° 8145 concernant le conditionnement sous vide par
les charcutiers détaillants.

(IX) Note de service du 31 Mai 1988 n° 8106 et annexe, concernant la prolongation de la
durée de vie des plats cuisinés a l'avance; modification du protocole permettant d'obtenir les
autorisations, prenant pour référence l'arrété du 26 Juin 1974.

(X) Brochures "Hygiéne Alimentaire - Textes Généraux" éditées par le Journal Officiel,
reprenant l'ensemble des textes principaux sous les numéros 1488. I et 1488. II.

(XI) Arrété ministériel du 28 décembre 1992 concernant les conditions d'hygiéne applicables
dans les établissements de manipulation des produits de la péche.
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ANNEXE II

J.0, du 16 JUILLET 1974

J_lRRETEDU% JUIN 1974

e S e—— -

REGLEMENTANT LES CONDITIONS D'HYGIENE RELATIVES A LA PREPARATION, IA
.CONSERVATION, LA DISTRIBUTION ET LA VENTE DES PLATS CUISINES ’
A L'AVANCE

TR eI e e T -

ARTICLE jer :

les dispositions du présent arrété concernant toutes les préparations
culinaires composées pour tout ou partie de denrées visdes & 1l'article fer du Décret
n® 71.636 du 21 Juillet 1971, cuites ou précuites dont la consommation peut &ire diffé-
rée et a lieu soit & l'intérieur de 1'établissement dans lequel est situé la cuisine -
ou l'atelier de fabrication, soit & 1'extérieur dudit établissement.

Dans le premier cas ne sont visés par ces dispositions que les plats
cuiginés dont la consommation est susceptible d'étre différée au moins jusqu'au lende-
main du jour de leur préparation et de leur cuisson.

Sont exclus des prescrlptlnns ci-dessous énumérées les produits apper-
tlses ou sterlllses ainsi que les produits de charcuterie et les salaisons.

ARTICIE 2 :

Sous réserve des modalités particulidres concernant la déclaraticn des
établissements de surgélation, toute personne responsable d'un établissement dans lequel
sont préparés des plats cuisinés & l'avance est tenue d'en faire la déclaration au Préfet
(Direction des Services Vétérinaires) du département dans lequel est situé cet établis-
sement,

: Cette déclaration est établie, en double exemplalre, sur des rmprimés
cnnformes au modele qui a été agréé par le Centre d'Enreglstrement et de Révision des
Formula%rgs Administratifs (C E.R.F.A. ) scus le numérec 504114 et est annexé au pr%sent
arrété (1 ~ -

la déclaration dnit étre faite dans le meis qui suit 1'ouverture de
l'établlssement ‘ '

les établissements existants antérieurement & la date de publication du
present arrété doivent &tre déclarés dans les six mois suivant cette publicatich.

I1 est délivré un récépissé sans frais de cette déclaration qui devra
&tre présenté & toute réquisitien des agents de contrdle des Services Vétérinaires.

CHAPITRE I - Dispositions relatlves a l’amenagement et a l'equlpement en
"materlel de cuisine et ateliers de fabricatioen .de plats cuisinés
a4 l'avance et a4 1'hygiéne du Perscnnel.

ARTICLE : : R

Ies locaux et annexes doivent étre de &imensions suffisantes afln que les
activités profes51onnelles pulssent s'y exercer dans des conditions d'hygiéne convenables.
Ies locaux et postes de travail doivent &tre dispescs$ de fagon & réaliser une progressicn
- continue des différentes opérations.
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La hauteur sous plafond des locaux doit &tre au meins égale & deux métres
cinquante, C

les locaux doivent étre construits, agencés et équipés de fagon que leur
température intérieure soit compatible avec la bonne conservation des produits visés &
1l'article 1er quelle que puisse &tre notamment la température extérieure.

ARTICIE 4 :

les installations doivent &tre congues de telle sorte que soient évitées
les pollutions & 1'intérieur des locaux et annexes, notamment celles provoquées par le
.vent, les afflux d'eau, les insectes et les rongeurs.

Ies 1ocaux et annexes ne doivent pas communiquer“directement avec des
vestiaires, cabinets d'aisance ou des salles d'eau. . -

L]

Des locaux ou emplacements particuliers doivent étre réservés pour :

L'entreposage des emballages et conditionnements ;

la réception et l'entreposage des matiéres premidres ;

La préparation et le traitement des produits avec Aventuellement, un
local ou emplacement particulier pour la congélation ou la surgélation

le conditiennement ou l'emballage des produits finis H

L'entreposagesdes produits finis ;

Ie dépSt momentané des récipients contenant des déchets.

ARTICLE 5 : 1

le so0l, les murs et les cloisons, jusqu'a une hauteur d'au moins un métr
" seixante quinze, sont constitués ou revétus de matériaux résistants aux choos, imperméa
bles, 1mputre501bles, faciles & laver, & nettoyer et & désinfecter. Si des elements
juxtaposés sont utilisés, ils deivent &tre 301ntoy6s de maniére 4 assurer l'etanchelte
aux liquides.

les raccordements des murs avec le sol doivent &tre aménagés en gorge
arrendie.

la pente du sol est réglée de fagon & diriger les eaux résiduaires cu de
lavage vers un orifice d'évacuation, muni d'un grillage et d'un siphon avec raccordemer
a4 1'égeilit public chaque fois qu'il existe.

Lorsque les lacaux ne sont pas desservis par le réseau d'égofit public, I
eaux usées sont collectées et évacuées de telle sorte qu'en aucun cas elles ne ceanstiti
un risque d'insalubrité pour les produits, ni pour 1l'environnement.

ARTICLIE 6 :

les locaux doivent étre aménagés de telle sorte que l'adration et la ver
lation & 1'intérieur soient assurées en tant que de besoin, afin de permettre le captag
et .1'élimination rapide des odeurs, fumées, buées ou vapeurs.

Ies locaux doivent &tre pourvus d'un éclairage suffisant, naturel ou
artificiel ne modifiant pas les couleurs.



ANNEXE II

ARTICIE 7 -

Les locaux doivent &tre approvisionnés en eau potable chaude et froide-
gous pression, Les prises d'eau doivent étre en nombre suffisant et convenable-
ment disposées de telle scrte que soit convenablement assuré le nettoyage du
sol, des nurs et du matériel. ‘

les tuyauteries froides sont, si nécessaires calorifugées afin qu'elles
ne puissent donner lieu & des condensations de vapeur & leur surface,

ARTICLE 8 - .

Les locaux ne doivent pas renfermer des tuyaux d'évacuation d'eaux
usées ou pluviales ou aboutissant & des fosses d'aisance.

L'établissement doit comporter, pour le personnel, des installations
sanitaires suffisantes comprenant lavabos, vestiaires et cabinets d'aisance avec
chasses d'eah.

» Des lave-mains commandés au pied doivent &tre installés & la sortie
des W.C. et & proximité des postes de travail. Ils doivent &tre pourvus d'eau
chaude et d'eau froide ainsi que des produits nécessaires au nettoyage et & la
désinfection des mains. Ils doivent étre runis d'essuie-meins & n'utiliser
gqu'une fois,

Ies lccaux ol sont manipulées les denrées périssables sont également
équipés de dispositifs pour le nettoyage des couteaux et du petit matériel.

ARTICIE 9 -

Tous les ¢tablissements doivent disposer d'une ou plusieurs installa-
tions de froid dont la capacité doit permettre au minimum 1l'entreposage des
produits entrant dans la composition des plats correspondant & la production
Jjournaliére de 1'établissement. Une capacité d'entreposage correspondant & la
production journalidre de 1'établissement doi* &tre prévue pour les produits finis.
Le revétement intérieur de ces installations doit &tre constitué ou revétu de
matériaux résistant aux chocs imperméables, 1mputresclbles, faciles & laver, &
nettoyer et & désinfecter,

les installations de froid doivent étre réalisdes de telle sorte que
la température intérieure soit en tous points :

- inférieure ou au plus égale & — 18°C si les produits entreposés sont congelés ou
surgelés ;

- conpris entre 0° C et + 3°C si les produits entreposés sont réfrigérés.

Ces installations frigorifiques doivent &tre munies de thermomeétres
et, en ce qui concerne les enceintes visdes & 1'article 28, d'un thermonmétre
enregistreur. Dans ce cas, les graphiques seront conservés pendant un mois au- -
moins & la disposition des Services d'Inspection., Ces thermométres doivent &tre
installés et placés de fagon apparente et leur partie thermosensible doit se
trouver dans la partie du local la plus éloignée de la source de froid et & une
hauteur correspondant & la hauteur maximum de chargement des denrées; '
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ARTICLE 10 :

Tous les matériaux.susceptibles d'étre en contact avec les produits visés
3 1'article ler doivent satisfaire & la réglementation en vigueur concernant les matériaux
au contact des aliments.

les tables, surfaces de découpage, récipients, ustensiles et apparelllage
dlvers sont constitués ou revetus d'un matériau imperméable, lisse, imputrescible-résistant
aux chocs, facile a nettoyer et i désinfecter. L'usage du bois n'est toléré que pour-les
billots utilisés exclusivement pour les sections de parties osseuses.

ARTICLE 11 :

les appareils dégageant de la chaleur ou des buées doivent &tre congus
et installds de telle sorte que ces émanations puissent &tre évacudes rapidement sans
constituer une source d'altération pour les denrées.
ARTICLE 12 : L

Les récipients ou emballages ou conditionnements utilisés pour 1'expédi-
tion ou l'entreposage des produits visés & l'article 1ler, doivent &tre congus de telle
sorte qu'ils assurent la préservation et la conservation des produits dans des conditions

satisfaisantes. Au moment de leur utilisation, ils doivent 8tre en parfait état de propre-
té.

CHAPITRE II s Dispositions relatives & l'utilisation et 3 l'entretien des
cuisines et ateliers de fabrication de plats cuisinés a l’avance
et de leur matériel.

ARTICLE 13 :

Les locaux et leurs annexes ne doivent en aucun cas SéfVlL a 1’habitation
-ni &tre utilisés comme garages, vestiaires ou réfectoires

11l est interdit 4d'y fumer.

Ils ne doivent pas contenir d'objets ou de produits susceptibles de tans-
mettre aux denrdes des propriétés nocives ou des caractéres anormattic

La présence des animaux et notamment des chiens est interdite.

La destruction des rongeurs des insectes et de tout autre vegmine doit y
étre gystématiquement réalisée.
ARTICIE 14 :

Le sol doit &tre nettoyé et lavé en tant que de besoin et en particulier
3 1l'issue de chaque journde de travail ou au moment de la reléve des équipes. Ie balayage
b
a

sec est interdit. L'utilisation de la sciure sur des sols est interdite.

Les eaux de lavage ainsi que toute -autre matlere liguicge ou sollde ne
doivent pas étre déversées sur la voie publique.
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Les murs, les cloisons, les tuyauteries ainsi que les plafonds doivent
8tre propres et entretenus de telle sorte gqu'ils ne constituent pas- une source_de conta=
mination pour les produits. , T~

ARTICLE 15 :

" Tous les matériaux susceptibles d'&tre en contact avec les prodults visés
a4 l'article ter doivent &tre maintenus en bon état de propreté.

le matériel, les tables et les récipients doivent &tre aprés le travail
quotidienj soigneusement nettoyés, désinfectés et rincéds. Leurs éléments démontables en
contact avec les denrédes, couteaux et grilles notamment, doivent & la fin des opérations
&tre séparés, nettoyds, désinfectés et mis a l'abri de toutes pollutions jusqu'id la pro-
chaine utilisation. Le petit matériel, tel que les couteaux, doit étreAentreposé, en
dehors du temps de travail, dans un lieu propre, a l'abri des souillures.

Les enceintes froides doivent &tre maintenues en constant état de propre—
té et désinfectées chaque fois que de besoin.

Les produits utilisés pour le nettoyage et la désinfection de ces maté~
riaux doivent &tre conformes i la réglementation en vigueur.

les insecticides, désinfeetants, ou tout autre substance pouvant présen=
ter une certaine toxicité sont entreposés dans des loesaux ou armoires fermant i clé. Ils
sont utilisés sans risquer de contaminer les produits.

ARTICLE 16

Le personnel est tenu a la plus grande propreté corporelle et vestimen=—
taire, ' - ——
) 11 doit notamment porter des vétements de travail et une coiffure propres,
selle~ci enveloppant la totalité de la chevelure. Les mains sont lavées et désinfectées
plusieurs fols au cours d'une méme journée, notamment & chaque reprise du .travail et apres
usage des cabinets d'aisamce.

CHAPITRE III - Dispositions relatives a la préparation et & l'utilisation
des plats cuisinés & l'avance congervés par la chaleur. bt

ARTICLE 17 3

les denrées employées doivent avoir été reconnues propres a la consomma=
- tion et ne présenter aucune trace d'altération méme superficielle.

ARTICLE 18 :

Les plats-cuisinés & 1'avance-destinés a &tre conservés avant leur con=
_sommation par le chaleur doivent &tre dés la fin de 13 cuissop, mis dans des récipients
‘qui seront,_augsitdt munis de leur couvercle.
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ARTICLE 19 :

Depuis la fin de la cuisson jusgu'au moment de la remise au consommateur
la température a coeur des plats cuisinés doit é&tre constamment egale ou supérieure a
+ 65° Ce

ARTICLE 20 :

Les plats cuisinds & 1l'avance conservés par la chaleur doivent 8tre
consommes le jour méme de leur préparation et cuisson. :

ARTIC_L_E 21 = ' - . ‘ 3

" laes reclplents reutlllsables destinés au tramsport des plats' cuisinds
doivent etrc ‘avant leur rempllssage, nettoyes, lavés, désinfectés par un procede autorisé
et rincés. - : N

e i

—
ARTICLE 22 3

) Des qu'ils sont vides, les rec;plents reutlllsables doivent &tre nettoyés
et lavés sur le ‘'liéu mBme ou sont consommés les plats cuisinds ; leur transport est inter-
dit si ces opérations n'ont été, au préalable, correctement effectuées..

CHAPITRE IV - Dlsp031thns relatlves a la preparatlon et a l'utilisation
des plats cuisinés a l'avance conservés par un procédé de
réfrigération, de congélation ou de surgélation.

T e e )
———
—

ARTICILE 23 :

Les composants d'origine anlmale des plats cuisinés a 1l'avange conservés
par un procédé de réfrigération, de congélation ou de surgélation doivent &tre eonformes
‘ayx dispositions des articles 5 & 11 de 1'arr&té du 26 Juin 1974 réglementant les condi<
tions hygiéniques de congélation, de conservation et de décongélation des dquées animales
et d*origine animale. : : ' i -

ARTICLE 24 :
e e

Les plats cuisinés a l‘'avance destinds & &tre conservés avant leur con-
sommation par un procédé de réfrigération, de congélation ou de surgélation, doivent &tre
condition,nés, immédiatement aprés leur cuisson, en unités individuelles ou mon, de telle
manidre que leurs dimensions ne fassent pas obstacle au respect des prescr:.ptlons énoncées
a l article 26 ci-dessous. e

Tout transvawement est interdit, sauf dans un délai de deux heures précé-
dant la mise en consommation.
ARTICLE 25 :
AP ——————

les plats cuisinés a l'avance conditionnds doivent subjir um refroidisse=
ment rapide dans une enceinte isolée conforme aux normes hygiéniques en vigueur.
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ARTICLE 26 : Coe

La durde du refroidissement entre la fin de la cuigson et l'obtention
d'une température a coeur de + 10° C doit &tre inférieure ou égale & deux heures.

ARTICLE 27 :

Si le conditionnement est effectué dans des récipients réutilisables,
ceux-ci doivent &tre utilisés conformément aux prescriptions des articles 21 et 22 ci=-
dessus. '

ARTICLE 28 :

Dés la fin de la phase de refroidissement, les plats cuisinés a l'avance
réfrigérés doivent &tre-entreposéds dans une enceinte froide assurant une température de
conservation inférieure ou égale a + 3° C en tous points de la denréde.

ARTICLE 29 :

*

La durde de conservation des plats cuisinés a l'avance_réfrigérés-entre
la fin de la cuisson et la. consommation doit &tre inférieure ou égale a six jourse :

Toutefois, cette durée pourra &tre prodongde par décision-ministérielle.

ARTICLE 30 :

La mise en congélation des plats cuisinés & l'avance destinés & &tre
pongelés ou surgelés doit suivre immédiatement le refroidissement.

ILa température d'entreposage des plats cuisinés, congelds ou .surgelés
doit &tre inférieure ou égale & - 18° C.

ARTICLE 31 :

Sur l’une des faces externes de chaque condltionnement doivent figurer
les inscriptions suivantes :

- Température d'entreposage obligatoire ;

-~ ﬁangue de salubrité conforme aux dispositions de l'article 35 ci-dessous.
Enm outre :

- Pour les plats cuisinés i l'avance, congelés ou surgelés, la date inscrite en clair,
de la congélation suivie pour les plats culslneSfcongeles de la lettre C ou T conformée
ment aux dispositions de l'article 13 de 1°Arré&té du 26 Juin 1974 réglementant les con-

ditions hygiéniques de congelatlon, de conservation et de décongélatian des denrées_ani~
males ou d'origine animale, . v T~

=~ Pour les plats cuisinés, réfrigérés : la date, inscrite en clair, du jour de la cuissony
4 consommer avant le o.cce.. '
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ARTICLE 32 :

Lorsque les plats cuisinés & l1l'avance, conservée par un procédé de ré=-
frlgeratlon sont destinés i &tre consommés dans un établissement de restauration public
ou prive, ils doivent &tre réchauffés par un procede autorisé de telle manidre que la
température d'entreposage du plat soit élevée jusqu'a + 65° C & coeur en moins d'une heu
et maintenus 3 cette température jusqu'au moment de leur utilisation. -

Sauf dérogation pouvant &tre accordée par décision ministérielle, la
décongélation des plats cuisinés & 1l'avance, congelés ou surgelés doit précéder immédia~
tement le réchauffe ment et &tre incluse dans le délai d'une heure prévu pour cette opé=-
ration.

ARTICLE 33 :

La décongélation avant la vente des plats cuisinés congelés est interdi

sauf dérogation pouvant &tre accordée par décision ministérielle.

CHAPITRE V = Conditions Sanitaires

ARTICIE 34 :

Sont reconnus propres a la consommation, les plats cuisinés & l'avance
qui satisfont & des critéres d'appréciation favorables du point de vue organocleptique et
qui préparés, entreposés, transportés et distribués dans les conditions d'hygiéne-prescr
tes par le Décret n® 71.636 du 21 Juillet 1971 et les arrétés pris pour son application
répondent aux normes publides en annexe du présent arrété.

ARTICLE 35

Cette conformité est attestée :

- Pour les plats cuisinés & l'avance, conservés par un procédé thermique, par le remise
~de documentsg accompagnant les denrées durant leur tramsport sur lequel est reproduite
la margue de salubrité : bon de livraison, facture ...

-~ pour les plats pméparés & 1l'avance, conservés par un procédé frigorifique, par l'appos
tion sur chaque conditionnement de la marque de salubrité.

Ie modéle de la marque de salubrité et les modalités concernant .son att
bution, son utilisation et son retrait figurent en annexe du présent réglementa.

ARTICIE 36 :
Sont considérés comme impropres & la consommation :

~ Les plats cuisinés & l'avance qui ne satisfont pas aux conditions et normes définies
a 1l'article 34 ci-dessus.

- Les plats cuisinés 3 1l'avance conservés par la chaleur et non consommés le jour mime
de leur cuisson.

- Les plats cuisinés a l'avance, réfrigérds et non consommés dans les cing jours qui_ont
suivi le jour de leur fabrication.
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- Les plats cuisinés a3 l'avance conservés par un procédé frigorifique et réchauffés, mais
non consommés le jour méme du réchauffement.

Avant leur retrait de la consommation, conformément aux dispositions
de l'article 6 du Décret n® 71.636 du 21 Juillet 1971, ils sont entreposés dans un local
ou une partie du local uniquement affecté A& cet usage et fermant a clef.

ARTICIE 37 :
Les responsables d'établissements ol sont préparés des plats cuisinés
A4 l'avance doivent faire procéder & leurs frais & des contrdles microbiologiques périodi=

quess La périodicité de ces contrBles figure en annexe du présent arrété.

Les résultats de ces examens sont mis & la disposition des Services Vété~
rinaires et conservés pendant un an au moins.

ARTICLE 38 :

Pour les établissements nouveaux, les dispositions de l'article 35 ci-
dessus sont applicables & compter de la date de publication du présent arrété.

Pour les établissements existants, ces dispositions sont applicables dans
un délai de douze mois, & compter de la date de publication du présent arr@té.

ARTICLE 39

Le Directeur des Services Vétérinaires, le Chef du Service de la Répres=
sion des Fraudes et du Contr8le de la Qualité, le Directeur des P8ches Maritimes et le
Directeur de 1l'Institut Scientifique et Technique des P&ches Maritimes sont chargés, chacun
en ce qui le concerne, de l'application du présent arrété, qui sera publié au Journal Offi=-
ciel de la République Frangaise.

FAIT A PARIS, le 26 Juin 1974

Ie Ministre de 1l'Agriculture,
Pour le Ministre,
et par délégation,
1e Directeur du Cabinet
le Secrétaire d*Btat aux F. BLAIZOT
» Transports
Pour le Secrétaire d'Etat
\ et par délégatiom,
\IgDirecteur du Cabinet,

W\
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//-) NNEXES

CRITERES MICROBIQGLOGIQUES DES PLATS CUISINES A L'AVANCE

Pour qu'un plat cuisiné & 1l'avance puisse &tre reconnu propre a la con=
sommation conformément & l'article 3 du Décret n¢ 71.636 du 21 Juillet 1971, il doit cor-
respondre aux critéres microbiologiques suivants :

Germes pathogénes :

S21MmoNella eevcesccescscanncscncenssescsss. Absence dans 25 grammes de produit

Staphylocoques présumés pathogénes....... Moins de 1oofgermes au gramme de produit
‘ -absence dans 1 cg de produit - (1)

Germes témoins de contamination fécale :

COlifOYMES sseveccnaceersnsensscasscassas Moins de 1000 germes au ‘gramme de produit
(moins de 100 germes dans 1 dg de produit)
(1)

Escherichia Coli ee¢sevsecccccssnssenssecses Moins de 10 germes au gramme de produit
(absence dans 1 dg de produit) (1)

Anaérobies sulfitoréducteurs (formes

végétatives et spores) (incubation a

46° C)aceesccsssssscasnsassassansssacssss Moins de 30 germes au gramme de produit
(moins de 3 germes dans 1 dg de produit (1)

Germes aérobies mésophiles (2)

{(30m32° C; 72 H) esoeccsssacasssssassecesnnsss AU plus 300 000 germes au gramme de produit
: {au plus 150 germes dans 0,5 mg de produ;t)
(1).

(1) “Absence dans .." "moins de ..." "au plus...” signifient qu'en utilisant un inoculum
de masse correspondante, on peut contrdler le criteére. Toutefois, l'ensemencement
simultand de masses inférieures et supérieures doit &tre conseillé en vue d'obtenir

un meilleur renseignement concernant la contamination du prodult et une expression
plus compléte des résultats.

(2) Ce gritére n'est pas applicable awx produits dopt .la préparation comporte normalement
upe fermentation lactique. '
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METHODES D*ANALYSES CONCERNANT LES PLATS CUISINES A “L'AVANCE

Méthode d‘*analyse courante

Les techniques générales sont celles qui ont été définies dans le recueil
Hygieéne des denrées d'origine animale. Techniques de laboratoire du Service Vétérinaire i
1. Les salmonelles sont recherchées selon les modalités ci-aprés :

Préenrichissement : Mettre 25 grammes de produit dans 100 ml d'eau peptonéde tamponnée,
incuber six heures & 37° cC.

Enrichissement : Prélever 2 ml de la culture et les inoculer dans 20 ml1 de bouillon
au tétrationate,. Incuber vingt-quatre heures et quarante~huit heures a 43° C,

Isolement : Pratiquer un isolement sur gélose au vert brillant (il est souhaitable d'u=
tiliser des milieux répartis en boites de Pétri de diamétre 140 rm).

2. Les staphylocoques présumés pathogénes sont dénombréds aprés vingt quatre heures d'incu-
bation & 37° C en milieu Baird-Parker.

3. Les coliformes sont dénombrds sur gélose au désoxycholate aprés vingt quatre heures
d'incubation & 30° C, ou sur bouillon lactosé bilié au vert brillant incubé & 30° C
durant vingt quatre heures et quarante huit heures.

4, Les escherichia coli sont dénombrés sur gélose au ddsoxycholate aprds vingt quétre heur:
d'incubation & 44° C, ou sur bouillon lactosé bilié au vert brillant incubd & 30° C
durant vingt quatre heures et quarante huit heures, suivi d®une confirmation par test
de Mackenzie.

5. Les anaérobies sulfitoréducteurs sont dénombrés aprés vingt quatre heures et quarante
huit heures d'incubation & 46° C sur gélose T.S.N. ou S.P.S.

6. La flore mésophile est recherchée sur gélose pour dénombrement apres soixame douze
heures d'incubation a 30° C.

METHODES DE REFERENCE

Lorsque les résultats des examens pratiqués par les professionnels et par
les Services de contrSle seront divergents peur un produit de méme nature et de méme prove
nanae, les examens que ce litige rerdrait nécessaires seront pratiqués.selon les méthodes
de référence BAFNOR (norme expérimentale V.08.011 (Décembre 1972) "Mjcrobiologie alimentair
Directives générales pour le dénombrement des germes aérobies mésophiles V.08 A-doc (Janvi
1974), projet de norme relatif au dénombrement des coliformes et escheriehia coli et d'au-

tres normes & paraltre dans cette série) ou, a défaut de ces AFRNOR,; selon la méthod
préconisée dans le recueil Hygiéne des denrées animalés et d'orlg1ngugzzagIE?“Technlqué_QE

labaoratoire-du Service Vétérinairei—

Lorsqu'il y aura lieu de vérifier si des "staphyloecques présumés pathoge
nes" sont réellement des "staphylocoques potentiellement dangereux™ on retiendra comme cri
téres de confirmation des colonies sugpectes la mise en évidence soiz d'une coagulase, soi
d'une prophatase et d'une DNase conjointement.
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PERIODICITE DU CONTROLE MICROBIQLOGIQUE QUE DOIVENT FAIRE EFFECTUER
1ES RESPONSABLES DYETABLISSEMENTS OU SONT PREPARES DES
PLATS CUISINES A L'AVANCE

TS e O ma S e T e I e S0 e T e S5 e ST e T e

Les responsables d'établissements ol sont préparés des plats cuisinés a
1l'avance doivent faire effectuer au moins le contrdle microbiologique d'un plat par semai=-
ne.

Ce contrdle comprend la recherche de tous les germes énumérés a l'annexe
III.

L'échantillon prélevé est constitué :

- soit par une unité de vente maintenue dans son conditionnement ;

-~ soit s'il s'agit d'un conditionnement collectif, par une quantité équivalente a une
portion individuelle.

CONDITIONS D¥ATTRIBUTION, D'UTILISATION ET DE RETRAIT DE LA
MARQUE DE SALUBRITE

MODELE DE LA MARQUE PE SALUBRITE

I - ATTRIBUTION

Pour obtenir la marque de salubrité prévue & l'article 35 du présent arré-
té, toute personne responsable d'un établissement dans lequel sont préparés des plats cui-
sinés a l'avance doit en avoir fait la demande au Directeur des Services Veterlnalres du
Département ou est implanté 1l'établissement.

La demande doit &tre renouvelde & chaque changement d'expleitant et lors
de toute modification importante dans 1l'installation des locaux, leur aménagement, leur
gros équipement ou leur affectation. :

La marque de salubrité est attribuée aprés enquéte des Serviges Vétérinai-

res aux fins de déterminer si les locaux, les installations et le matériel utilisé répon=
dent aux conditions fixées par le présent arrdté.

II - UTILISATION

La marque de salubrité doit &trme reportée :

Sur 1'une des faces externes de chague wonditionmement de plats cuisinés
4 l'avance conservés par des procédéds de réfrigération, congélation ou susgélation i

Sur le document accompagnant, durant leur transport, les plats cuiginés
a l'avance conservés. par la chaleur.
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III - RETRARIT

Indépendamment des sanctions prévues par les lois du ler aofit 1905, du
8 Juillet 1965 et les textes pris pour leur application, le non-respect des dlspos1tlons
du present arrété pourra entralner le retrait de la marque de salubrité.

1V - MODELE

La marque de salubrité doit &tre de forme circulaire. Son diamétre est
de 20 mm. Les mentions suivantes doivent figurer en caractéres parfaitement lisibles :

- dans une couronne marginale, la mention Inspection Sanitaire Vétérinaire ;

= au centre, le numéro d‘immatriculation de 1'établissement dans lequel sont
préparés les plats cuisinés i l'avance ;

-~ au dessous,du numéro d'immatriculation, les lettres P C désignant la nature
de l'activité de 1l'établissement.

Critéres microbiclogiques auxquels doivent satisfaire certaines denrdes animales ou
d'origine animale. Arrété ministériel du 21 Décembre 1979 - J.0. du 19 Janvier 1980 =~
784 NC.

Plats cuisinds & l'avance, escargots prépards, piéces de viandes cuites tranchées ou non.

. MICROORGANISMES - AEROBIES 30° C (par gramme) 300 000 .
. COLIFORMES 30° C (par gramme) ' "1 000
. COLIFORMES FECAUX (44° C) -par gramme- 10
+ STAPHYLOCOCCUS - AUREUS (par gramme) 100
« ANAEROBIES SULFITO-REDUCTEURS 46° C (par gramme) 30

o SALMONELLA dans 25 grammes : absepce




ANNEXE 1

175



ANNEXE II1

REPUBLIQUZE FRANCAILI S E
MINISTERE D E LY AGRICULTURE
DIRECTION GENERALE DE L'ALIMENTATION
Service Vdtérinaire d'Hygiéne Alimentaire :  Note de Service - ;ﬁf “?rﬁxu-‘
Bureau : Produits Carnés :  DGAL/SVHA/N88/N°® 10('” J“V‘ fi TR
Adresse : 175, ruve du Chevaleret : du 3lrnail9bx {IN , !
75646 PARIS CEDEX 13 _ : ' - 13. UJH\ 1968 5
Téléphone : 45.84.13.13 Poste : 54.98 : Classement : PA 32525——= “7““““”
' Aot vf
CB/JJB - N° 76 I //—

de Service

Objet : Prolongation de la durée de vie des plats cuisinés a 1' avancey mod1f1Cthon
du protocole permettant d'obtenir les autorisations. .
Référence : Arrété du 26 juin 1974, relatif aux conditions d'hygiéne
applicables dans les ateliers de préparation de plats cuisinés
a l'avance.

L'arrété du 26 juin 1974 définit dans son article premier les
plats cuisinés & 1l'avance comme l'ensemble des préparations culinaires conposées pour
tout ou partie des denrées visées a l'article du lei du décret 71.636 du 21 décenvre
1971 cuites ou précuites dont la consommation peut étre différée.

Les prodults appertisés ou stérilisés alnsi que les produits de
charcuterie et les salaisons sont exclus du champs ¢'application de l'arrété,
b
L'article 29 réglemente la durée de vie des plats cuisinés
réfrigérés et précise que cette durée ne peut nonmalement pas excéder six jours
peut toutefois étre prolongée par décision ndnistérielle.

En eftet, certains plats cu131nes 3 1'avance réfrigérés peuvent,
du fait des conditions particuliéres de leur traitement, ou de la qualité des denrées
mises en oeuvre, rester plus longtempb conformes auf critéres microbiologiques prevus
par 1'Arrété Ministériel du 21 décembre 1979 et conserver également pendant ce délai
leurs qualités organoleptiques initiales

La présente note de service a pour but de rappeler les
dispositions existantes en matiére de prolongation de la durée de vie des plats
cuisinés réfrigérés et de mettre en place un protocdle d'autorisation allégé lorsque
les plats cuisinés sont préparés selon des technologies offrant le maximun de
sécurité.

I - Rappel des dispositions existantes

Le protocole mis en place-en 1977 pour s'assurer du maintien des
caractéristiques microbiologiques et organolepthues satisfaisantes au—~dela des six
jour's accordés par la réglementation, et permettre la dellvrance des autorisations de
prolongation de la durée de vie est le suivant :

; ceid e

; elle

PLAN DE DIFFUSION :

Pour exécution :

! Pour information :

Rev as s e

- D.S.V. N Préfets
- Directeurs des- Laboratoires - Contrdleurs Genéraux
des Services Vétérinaires : -~ D.R.A.F.
: - D.D.ALF
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ANNEXE III

- La demande d'autorisation ne peut &tre formulée que par
1'exploitant d'un atelier titulaire de la marque de salubrite prevue par 1'arréce
du 26 juin 1974.

Cet exploitant précise, dans le courrier qu'il adresse, pour
formuler sa demande, au Directeur Départemental des Services Vétérinalres la liste des
oroduits pour lesguels il souhaite obtenir cette autorisation, Yeur mode de
conditionnement, le poids de chague unité, et la durée de vie demandée pour chacun
d'eux.

Jusqu'en 1983 les contrdles nécessaires pour accorder les
autorisations étaient tous réalisés par le C.N.E.R.P.A.C., a 1 ezceptlon des raviolis
et pizzas qui pouvaient é&tre examinés au Laboratoire des Services Vétérinaires des
Bouches du Rhdne ; par.la suite le nombre croissant de demandes a conduit & répartir
ces examens bactériologiques et organoleptiques entre le C.N.E.R.P.A.C. et d'autres
Laboratoires des Services-Vétérinaires, qui les réalisent selon le protocole mis au
point par le C.N.E.R.P:A.C.

La liste de ces laboratoires désignés est maintenant la suivante

l - C.N.E.R.P.A.C. = PARIS

2 - Laboratoire National des Services Vétérindires de BOULOGNE
(PAS de CALAIS)

3 - Laboratoire du Centre National de Formation des Techniciens
des Services Veterinalreslde LYON CORBAS (RHONE)

4 - Laboratoire Departemental;des Services Vétérinaires 3e

1'AVEYRON )
5 - Laboratoire Départemental;des.Services vétérinaires des
BOUCHES DU RHONE b

6 - Laboratoire Departementalldns Services Vétérinaires de la
QiARENTE MARITIME |

7 - Laboratoire Départemental:.des Services Vétérinaires de la
DROME .

8 - Laboratoire Départenentalgdes Services Vétérinaires du
FINISTERE

9 - Laboratoire Départemental des services Vétérinaires de la
LOIRE ATLANTIQUE

10 - Laboratoire Départemental.des Services. Vétérinaires du

MORBIH AN ‘ 1
11 -~ Laboratoire Départemental des Services Vétérinaires de la
VENDEE
12 - Laboratoire Départemental des Services Vétérinaires de la T
VIENNE

L'exploitant demandeur doit donc indigquer le laboratoire dans
lequel il souhaite gue soient effectués les contrdles.

Le Directeur Départemental des Services Vétérinaires, dans la
mesure ol il est favorable & cette demande, la transmet au Bureau des Produits
Transformés du Service Vétérinaire d'Hygiéne Alimentaire de la Direction Générale de
1'Alimentation ; s'il ne peut donner un tel av1s 1l doit en avertir l'intéressé en
motivant son refus.

La demande, aprés examen au Bdreau des Produits Transformés est
adressée au Laboratoire désigné qui prend contact-avec l'exploitant. Il lui indique
par ailleurs le nombre. d'échantillons qu'il doit faire parvenir, les modalités et le
rythme de leur transmission ainsi que le codt de l'ensemble des analyses.
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ANNEXE III

Ces échantillons font l'objet de tests mucrobilologiques et
organoleptigues dont les résultats sont ensulte ajre§sés par le labora;oire, avec son
avis, au Bureau des Produits Transformés ; celui-ci étudie les conclusions du labora-
toire, délivre ou refuse 1' aUCOElSdClOH et notifie sa décision au Directeur des
Services Vétérinaires du depdrrenent ol se trouve l'atelier, a charge pour ce dernier
de la communiguer & l'intéressé en luil rappelanL les régles auxgyuelles 1] devra se
conformer en matiére d'autccontrdles et d'étiguetage. Le numéro de la décision doit en
eltet étre reporté sur le conditionnement de chacun ces plats cuisinés qui en
bénéficie, lorsqu'il est exposé & la vente.

IT1 - Mise en place de nouvelles dis itions

L'alldgement du protocole existant est aujourd'hul possible. En
effet les technologles ont beawcoup évolué ces derniéres années avec en particulier
l'apparition de nouveaux systémes de conditionnement et des traitements physico-
chimiques appliqués aux produits dans leur conditionnement final.

Les expériences en matiére de contrdle nontrent une meilleure
maitrise de la production des plats cuisinés a l'avance :

. alité des natiéres premiéres,

. Rigueur dans le choix et l'application des tecﬁnoloQies,

. Maltrise des circuits et awnénagenents des locaux,

. Proyrés en hygiéne.

!

Les applications de la mnicrobiclbgie se sont largement dbdveloppées
et 11 est possible aujourd'hul de mesurer la salubrité des produits selcn une dousie
analyse de risques : risgue pathcgéne et risqgue d'altégation.

Le risyue pathogéne s'appréhende par 1'étude des bactéries
pathogénes et des bactéries test d'hygiéne; il est 116 & la présence césiduelle o' une
tlore pathogéne non sporulée ou, en cas de rupture de troid, 8 la yermanation de
spores subsistant dans le produit et dont les formes végétatives pourront ensulfe
prolitérer. :

Le risgue d'altération se mesure par l'évolution au cours du temps
des différentes Lactéries d'altération de la flore mésophile et psychrotrophe.

La sécurité d'un produit sera conditionnée par l'hygiéne gul
pr931dena d sa préparation, le traitement thermigue qui lui sera appgligué, les
temperacureb auwxguelles 11 sera conservé et distribué. !

i
Plats culsinés visés par l'alldgenent du protocole

Les produits pour lesquels cet allégement est possible sont les
PLATS CUISINES A L'AVANCE REFRIGERES dont le traitemdnt thermigue, éventuellenent
précédé d'une précuisson, est effectué dans le conditionnement fipal de telle scrte
qu'aucune contamination ne puisse intervenir ulcérie?renent sur le produit,

Conditions préalables

Les régles auxguelles doivent répondre ces produits sont les

suilvantes :

1) - Production dans un atelier possédant la marque de- salubrité.

2) - Contrdle régulier de la conformité des matiéres premuéres aux
critéres microbiologigues: prévus par l'arrété du 21 décembrre 1979.

3) - Traltenment thermique réalisé en respectant un baréme
préétapli dont le fabricant s'est assuré de l'efflcac1te auprés d'un organisme o
d'une personne compétente.
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Le fabricant doit notamment avoir la certitulde que les produits
resteront aprés ce traitement, conformes aux critéres microbiologiques prévus par
1'arrété ministériel du 21 décembre 1979 pour les plats cuisinés a l'avance, et ce
jusqu'a 48 heures aprés la date limite de consommation lors d'une conservation
permanente 4 + 3°C. Le fabricant doit, pour tenir.compte d'aléas éventuels, effectuer
une vérification complémentaire de conformité, a savoir :

. Pour les produits ayant une durée de vie de 21 jours : 14
jours & + 4°C, suivis de 7 jours a + 8°C.

. Pour les produits ayant une durée de vie de 42 jours : 28
jours & + 3°C, suivis de 14 jours a + 8°C.

4) -~ Contrdle du traitement & chague cycle de cuisson
refroidissement, effectué de l'une ou l'autre des fagon suivantes.

a) - Contrdle de la température & coeur du produit (ti) &
partir d'un échantillon sdcrifié, par thermomeétre sonde pourvu d'un dispositif
d'enregistrement.

b) - Contrdle de la température de l'enceinte (te) par
thermométre enregistreur, cette Lempérature pouvaht étre rapportée, a la suite de
1'étude préalable réalisée lors de 1l'établissement du berédme, & celle & laquelle est
alors portée la totalité du lot & coeur. .

Dans un certain nombre de cas on exigera les deux prises de
températures notamment dans ceux pour lesquels la. connaissance de te. est insuffisante
pour déduilre la valeur de ti.

i
t

Les graphiques résultant de ces enregistrements devront étre
conservés, & disposition des services de controle yendant une durée excédant d'un
mols la durée de vie des produits fabriqués.

Le REFROIDISSEMENT RAPIDE, er cellule a froid cryOuenluue ou
mécanique, ou dans un bain d'eau glacée sera conforme aux dispositions de l'arcété du
2€ juin 1974, il devra éqalement faire 1'obijet d'un enregistrement.

\

5) - Vérifications de 1°' ecanchelte des conditionnements effectuées
regulleranenc par l'exploitant qui con31gne ces vérifications sur un registre présenté
d toute réguisition des Services Vétérinaires. i

6) - Autocontrdles réguliérerent réalisés, au rytiwre d'au moins
une tols par semaine sur chacun des prodults aprés stockage a + 3°C jusqu'a le date
limite de consommation et & + 8°C pendant un temps fonction de la durée de vie {voir
cil-dessus). Dans chaque cas, les résultats doiverit &tre conformes aux criteéeres
microbiologiques réglementaires.

.

7) - Indication, le cas échéant, sur 1l'étiguetage des différentes
. ’ ’ -
modalités de réchauttage. Ces modalités doivent pﬂrretcra la remonté&e du prodult A une
température égale ou supérieure a 65°C en moins d'une heure.

N

Durée de vie des produits :
.
Lorsque ces régles sont respectees la prolon‘arlon de la date -
limite de consommati est possible dans les conditions suivantes :
- Plats culsinés portés & coeur & une tempirature compr 1se
entre 57°C et 65°C. . . :
La prolongation de la durée de vie devra farre l'objet de la
présentation d un dossier technigue gul sera transnus a un des laboratoires fijurant

page 2.
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ANNEXE TIII

- Plats cuisinés portés a coeur a une température au moOins
égale 4 65°C, avec application d'une valeur pasteurisatrice au moins égale & 100

100, germe de référence entérocoque (Streptococcus faecails) )
70

La détermination de la durée de vie du produit est placée
sous la responsabilité du fabricant jusqu'ad 21 Jjours. B

By

- Plats cuisinés portés 4 coeur a une Lempérature au moinsg
égale & 70°C, avec application d'une valeur pasteurisatrice au moins égale a 1000

.

70

1000, germe de référence entérocoque (Sreptococcus faecalis) )

La date limite de consommation de ces préparations
généralement appelés "plats pasteurisés" par le fabricant est placée sous la
responsabilite de ce dernier.

S'agissant d'une date limite de consommation (et non d'une
date limite d'utilisation optimale) elle ne devra pas &tre supérieure a 42 jours.

Le guantiéme du jour de cuisson devra figurer sur le
conditionnement du produit.

| Modalités d‘autorisation‘

—
(1), - Dans le premier cas, vousme transmettrez l'ensemble du
dossier afin qu'il soit examiné par un laboratoire autorisé. Ce dossier comporte : ia
liste des produits préparés, les diajrammes de traitement des produits, la valeur
pasteurisatrice atteinte et les résultats des contrdles bactériclogiqyues.

\2)‘— Dans le deuxiéme cas l'exploitant deit vous adresser une
demande précisant les produits prepareq, la technologie et les valeurs pasteu-
risatrices appliguées, et la durée de vie demandée, il joindra d cette demande les
résultats des contrdles bactériologiques effectués sur ces produits a la date limite
de consommation.

Aprés inspection de l'établissement et vérification du
fonctionnement et des 1indications fournies vous m'adresserez, dans le cas ol votre
avis est favorable, cette demande. Un numéro d'altorisation sera alors déliveé a .
l'exploitant pour l'ensentle des preparat1ons Leponddnt aux caractéristiqgues précisées
dans la demande.

N.B. — Pour ces deux prémiéres catégories l'exploitant devra,
au titre de l'auto-contrdle, adresser trois fois par an a l'un des laboratolires
désignés indiqués plus haut, cing échantillons d'un des plats pour lesquels il
bénéficie d'une autorisation de prolongation de la durée de vie

PN
3);- Dans le troisiéme cas le fabricant devra 31mplanent vous
déclarer son activité& de pEOdUCClOﬂ de plats "pasteurisés" en vous précisant les _
traitements thermigues appligués & ces produ1ts et les valeurs pasteurisatrices .
atteintes. . N 4
{ .

Aprés inspection de 1' etabllssement, vérification du
fonctionnement et des indications fournies vous m'adresserez dans le cas ol volre avi:
est favorable, m courrier auguel sera jointe la déclaration du fabricant.

Aucun numéro d'autorisation ne sera necesbalre pour ce type de production, mais une
liste des établissements les fabriquant Sera établie et mise A jour ‘par le tureau des
Produits Transformes.
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4) -~ pPour tous les autres cas les modalités d'autorisation se
feront selon le protocole en place depuis 1977. Toutefois lorsque agrés obtention
d'une autorisation l'exploitant met au point de nouveaux produits, selon la méme
CELhnOlOgle et en appliquant un traitement identique, la méme autorisation lui sera
accordée sans qu'un nouveau  protocole d'analyses soit mis en place. Il suffira gue
vous ' indiquiez le nombre et l'appellation des nouveaux produits en me précisant que
vous avez contrdlé que leur node de préparation ne différe pas de celul précédemment
mis en place et que les analyses réalisées sur les produits en fin de date limite de
consommation sont favorables.

Enfln, il importe de vérifier regullerement que les régles
mises en place au moment ol 1' aucorlsatlon a été accordée sont maintenues avec
rigueur, des inspections 1nop1nees réalisées au moins deux fois par an et & chaque
nouvelle proauction annoncée devront &tre effectufes. A la suite de ces inspections
vous m'indiquerez celles des autorisations qui doivent étre retirées ou suspendues.

Marquage de salubrité

les conditionnements de tous les plats cuisinés & 1'avance
doivent étre revétus de la marque de salubrité attribuée & l'atelier de provenance
dans les conditions prévues par 1l'arrété Ministériel du 26 juin 1974.

Les entreprises bénéficiant d'un agrément communautaire pour leurs
plats cuisinés & base de viandes et de viandes de volailles peuvent faire flgurer de
plus l'estampille communautaire telle que définie par l'article 29 de 1'Arrété du 3

mars 1981.

L app381tlon de cette estampllle ne-les dlspenoe pas de celle de
la marque de salubrité "plats cuisinés & l'avance” '
i
J'attire également votre attention sur le fait qu'il n'est pas
possible de voir fiyurer une estampille communautaite sur les préparations a base

d'avtres denrées que les viandes de boucherie et de:velailles.

]
14
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Notion de valeur pasteurisatrice

La pasteurisation désigne un traitement theouigue qui détruit de
maridre plus ou moins poussée les espéces microbiennes sous leucr forme végétative.
Elle vise & éviter certains risques liés 3 la présence et & la proliferation de
bactéries pathogénes non sporulées.

Appliguée seule, elle n'assure gu'une conservation tréyg temporait
au produit traité '

Sous réserve gue les produits ne soient pas recontaminés et gue
leur conservation se fasse & 3°C, leur durée de vie sera fonction de la valeur
. . - ra
pasteurisatrice appliquee.

Pour établir ces valeurs pasteurisatrices un certain nombre de
données sont nécessaires.

- A wne température d'essai To, le temps D de. réduction décimale
nécessaire pour diviser par 10 le nombre de bactéries existant dans le milieu
(destruction de Y0 % de la population) est identifibe sour la forme Dpo-

- La valeur D diminue si la température auvgmente ; dans les
intervalles de température qui n'altérent pas trop les propriétés nutritives et
organoleptiques, il est possible de calculer les variations de. D.

L'intervalle de température 7 pour lequel les valeurs de D) sont
entre elles dans un rapport de 1 a 10 est, pour la plupart des bactéries, de 10°C
{(avec des variations de 6°C & 14°C). ‘

Ainsi 81 pour détruire 90 % d'une population il faut 60 minutes
60°C, il faudra 6 minutes pour obtenir le méme résultat & 70°C.

- Le risqgue de survie d'un certain nomtire de microorganismes dan:
le produit est d'autant plus faible que la population initiale est petite, cu que le
nombre de divisions décimales est plus grand.

Le taux de desgtruction est lé nombre de divisions décimales gue
1'on désire obtenir a la suite du traitement thermiqgue.

Ainsi si1 l'onysouhaite une réduction de population de 103 par
gramne d'une denrée contenant 107“ bactéries par .gramme. (1l germe par 100 grammes)
Il faut appliquer 6 divisions décimales. Le taux/de destruction est de 6.

L
Le temps nécessaire pour obtenir un taux de destruction n & la
température To est la valeur pasteurisatrice partielle minimale & obtenir en fin de
cuisson, il est exprimé par t = n Dp.. '

Par les relations entre DTo ét Z, il est possible dans le cas ou
les températures a coeur d'un produit varient auicours de la cuisson, et du
refroidissement, de calculer pour chaque température partielle intermédiaire, la val
D correspondante et donc les valeurs pasteurisatfices partielles intermédiaires.

La somme des valeurs intermédiaires aboutit & la valeur
pasteurisatrice totale désirée. 2 :
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Choix d'un germe de référence

La notion de germe de référence est nouvelle en matiére de plats
cuisinés ; dans l'attente de notion plus précise sur la flore spécifique, la bac-
térie retenue sera celle classiquement choisie dans l'industrie de la semi-conserve,
1'entérocoque (Streptococcus faecalis). Ce sont les vdleurs D et Z de cette bactérie
qui seront utilisées dans le calcul des valeurs pasteurisatrices recherchées

Précisions relatives au choix des valeurs pasteurisatrices

La classification des plats cuisinés sous v1de ‘a été réelisée en
tenant compte des observations suivantes : .

1) - Une valeur pasteurisatrice théorique supérieure & 40 est
totalement suffisante vis-3-vis de toutes les formes végétatives (flores pathogéne et
banale). Cependant, sa détermination nécessite :

a) Une prise de température fiable au point le plus froid de
chaque lot fabriqué ; celle-cl est de détermunation malaisée dans les condltlonJ
pratiques de fabrication en raison.de la variabilité ﬁes températures & 1'intérieur de
1! encelnte chautfée.

. Or, les variations de température ont des incidences
importanres sur les calculs de valeurs pasteurisatrices ; les exenmples. c1—dcssou* en
temoxgnLnt. Ces exemples supposent une estimation de la température & coeur &4 2° C
[)[‘E:‘..).

: 10

Températures Temps ' V.P. o
- - JU

vy ¢t 20 ¢ 50 mn ; 25 3 b3

71° ¢t 2° ¢ 50 m 1T 40 4 100
- |

; + ' ' 3

74° ¢ 2° C 40 nn 1 G3 &4 159

. ;

75,3° C" 2° C 295 mn T 631 a ‘1584

b) Une deductlon exacte de la valeur paaLcurx satrice a partirc
de l'enregistrenent thermique : trés peu de fabrlcands de plats cuisinés sont en
mesure de faire le calcul. ‘ »

)

: 2) Compte tenu de ce qui précéde et de 1'ex pecxen;u acquise en la
matiére, il apparalt que des valeurs pasteurisatrices seuils tenent coipte d'une marge
de sécurité sont aujourd'hui nécessaires. Cepenaant, l'emplol d'une technolojie et
d'un natériel d'enregxbtcenent de Cemperature assurant une précision satisfalsante
peut ‘permettre, aprés étude par le Service Veterlnalre d'Hygiéne alimentaire,
1'acceptation de valeurs inférieures a celles proposées de 100 et 1 00U.

[ P
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ANNEXE IV

1.-Milieux de cultures utilisés

B.E.A., bile-esculine-azide

Pastone 17g
Peptone pepsique de viande 3g
Extrait de levure 5g
Bile de boeuf déshydratée 10g
Chlorure de sodium S5g
Citrate de sodium lg
Esculine lg
Citrate de fer ammoniacal 0,50 g
Azide de sodium 0,25 g
Agar 13g
Eau distillée 1000 ml

Ajuster le pH a 7,1. Stérilisation a 120 °C pendant 15 minutes.

Chapman-mannité

Peptone bactériologique 10g
Extrait de viande de boeuf lg
Chlorure de sodium 75g
Mannitol 10g
Rouge de phénol 0,025 g
Agar l4¢
Eau distillée 1000 ml

Ajuster le pH & 7,4. Stérilisation a 120 °C pendant 15 minutes.

PCA (Plate Count Agar)
Peptone 58
Extrait de levure 25g
Glucose lg

184



Agar 15¢g
Eau distillée 1000 ml
Ajuster le pH a 7,0. Sténilisation a 121 °C pendant 15 minutes.

C.LN (Cefsulodin-Irgrasan-Novobiocin)

Peptone spéciale 20g Supplément

Extrait de levure 2g

Manitol 20g Cefsulodin 7,5 mg.
Pyruvate de sodium 2g Irgasan 2 mg
Chlorure de sodium lg Novobiocine 12,5 mg
Sulfate de magnesium 0,01g

Désoxycholate de sodium 0,5g

Rouge neutre 0,03 g

Cristal violet 0,001 g

Agar 125g

Stériliser a 120°C pendant 15 minutes. Refroidir & 50°C et ajouter stérilement le
contenu d'un flacon de supplément aprés l'avoir reconstitué avec 2 ml d'eau distillée et 1 ml
d'éthanol. Mélanger doucement.

Milieu tryptose gélosé

Tryptose 20g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5g
Glucose lg
Phosphate bipotassique lg
Agar 17g
Eau distillée 1000 ml

Ajuster le pH. Stérilisation a 105 °C pendant 25 minutes.

Milieu bouillon nutritif

Peptone 5g
Extrait de viande g
Extrait de levure 2g
Chlorure de sodium 5g
Eau distillée 1000 ml

Le pH final est ajusté. Stérilisation & 120°C pendant 15 minutes.
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Diluant tryptone sel

Tryptone lg
Chlorure de sodium 85¢g
Eau distillée 1000 ml

Stérilisation a 120°C pendant 15 minutes.

2.- Conditions d'ensemencement et d'incubation des échantillons de lieu noir

pour l'analyse biologique initiale.

Flore ou bactérie Milieu Conditions d'incubation Références
recherchées
Flore aérobie Plate Count Agar 72ha30°C APHA
mésophile totale (PCA) en aérobiose 1967
Flore aérobie (PCA) 10 jours a 8°C APHA
psychrotrophe en aérobiose 1967
Entérobactéries Geélose glucosée biliée au cristal 24 h a 30°C MOSSEL et al.
violet et au rouge neutre en aérobiose 1962
(VRBG)
Coliformes Vert Brillant 24248 ha37°C MACKENZIE et al.
(BLBVB) en aérobiose (1948)
Streptocoques Gélose Bile, Esculine, Azide 243a48ha37°C ISEMBERG et al.
fécaux (BEA) en aérobiose 1970
Staphylocoques/ Gélose de Baird Parker 24a48ha37°C BAIRD-PARKER
Microcoques (BP) en aérobiose 1962
Anaérobies Gélose Sulfadiazine 24 2 46°C ANGELOTTI et al.
sulfito-réducteurs Polymyxine-Sulfite en anaérobiose 1962
(SPS)
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3.- Composition des milieux pour l'analyse électrophorétique

Tableau n° 1 ;: Composition du tampon de lyse ou de solubilisation "UKS"

(Zivy, 1986)

SDS 1,25 % 0,625 g
Ampholines pre-blended 4%
pH44a6,5 0,8 % 200 ul
pH3,529 3,2% 800 pl
Triton x 100 2% 10ml d'une solution a 10 % (v/v)

Urée 9,5 mM 285¢g
K»CO3 5 mM 0,345 g
DTT 0,5 % 025g

H,O qsp 50 ml

Tableau n® 2 : Comgosition‘des gels de premiére dimension

Urée 10g
acrylamide (30 %) 25 ml
+ PDA (0,8 %)
H»O ultrapure 6 ml
Triton x 100 10 % (m/v) 2 ml
ampholines pH3,5a9,5 800 ul
" pH446,5 200 pl
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Tableau n° 3 : Composition des gels de deuxiéme dimension

Acrylamide a 30 %
+PDA 08 % 15%
H»O ultrapure 12,9 %
Tris 1,5 M pH 8,8 27 %
SDS 410 % 1%
Temed 0,05 %
APS 4 10% 0,5 %

Tableau n° 4 : Marqueurs protéiques utilisés pour les focalisations isoélectriques

C-phycocyanine pl 4,75 et 4,85
Azurine pl 5,65
Myoglobine méthylée et trifluoroacetylée pl 5,92
(Porc)
Myoglobine méthylée (Porc) pl 6,45
Myoglobine méthylée (Cheval) pl 7,30
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Tableau n° S : Marqueurs protéiques utilisés pour les focalisations dénaturantes

Phosphorylase b (muscle de lapin) 94,0 kDa
Albumine (sérum de boeuf) 67,0 kDa
Ovalbumine (blanc d'oeuf) 43,0 kDa

Anhydrase carbonique (érythrocyte de boeuf) 30,0 kDa
Inhibiteur trypsine (soja) 20,1 kDa
a-lactalbumine (lait de vache) 14,4 kDa

Tableau n° 6 : Etapes de la révélation des protéines par coloration argentique,

d'apreés Blum et al.,(1987)

Etapes Solutions Durée du traitement
50 % (v/v) éthanol o
Fixation 12 % (v/v) acide acétique minimum 1 heure
0,05 % (v/v) formaldéhyde a 37 % (p/v)
Lavages 50 % (v/v) éthanol 3 x 20 minutes
Prétraitement NapS>03, SH>0: 0,2 g/l 1 minute
Ringages H»O 3 x 20 minutes
. AgNO3 : 1¢/1 _
Impregnation formaldéhyde & 37 % : 0,75 ml /1 20 minutes
Ringages H»O 2 x 20 secondes
el NapS,03:60g/1 )
Développement formaldéhyde 4 37 % 0,5 ml /| 10 minutes
Na»S$S>203, SH7O : 45 mg/l
Lavages H>0O 2 x 2 minutes
Acce 50 % (v/v) éthanol )
et 12 % (v/v) acide acétique 10 minutes
Lavage 50 % (v/v) éthanol minimum 20 minutes
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ANNEXE V

Tests statistiques

résultats
(S : différence
significative pour le

Courbes de TDT pente de écart coefficient degré isque 5 %)
comparées la droite typede | de Student | de liberté risque > o
-a- -a- -t- -ddl- (NS : différence
significative pour le
risque 5 %)
Bactéries Milieux
Enterococcus | 12MPOD | 10408 | 0013797
faecium phosphate 0,015 4 NS
Fish -0,10383 0,019930
Staphylococ- | 13MPOR | 6 69751 | 0007453
cus aureus | Phosphate 7,53 6 S
Fish -0,16177 0,015417
Yersinia | 13mPon |4 0863 | 0017520
enteroco- phosphate 2,87 7 S
litica 1 Fish -0,12426 | 0,021224
Yersinia | T2MPOR | 494905 | 0,016220
enteroco- | Phosphate 0,27 6 NS
litica 2 Fish -0,13593 | 0,036034
Micrococ- Tampon -0,16552 0,027205
cus varians | Phosphate 2,1 4 NS
Fish -0,21193 0,026908
Pseudomonas | T2MPOM | 4 15375 | 0 005340
paucimobilis phosphate 2,88 4 S
Fish -0,10375 0,010767

Comparaison statistique des pentes des courbes de TDT par le test Student.
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Figure n® VI .1 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir
contaminés par Entercoccus faecium, aprés un traitement thermique a 60°C

pendant 20 minutes.
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Figure n°® V1.2 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir
contaminés par Staphylococcus aureus, aprés un traitement thermique a
60°C pendant 10 minutes.
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Figure n°® VL3 : Evolution des pH dans des échantilions de lieu noir
contaminés par Yersinia enterocolitica 1, aprés un traitement thermique a
60°C pendant 14 minutes.
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Figure n°® VL4 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir
contaminés par Yersina enterocolitica 2, aprés un traitement thermique &
60°C pendant 14 minutes.
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Figure n® VI.5 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir
contaminés par Micrococcus varians, aprés un traitement thermique a 60°C
pendant 17 minutes.
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Figure n® VL6 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir
contaminés par Pseudomonas paucimobilis, aprés un traitement thermique a
60°C pendant 20 minutes.
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