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CROISSANCE ET TBERMORESISTANCE 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 à un traitement de pasteurisation, ont été étudiées du point de vue de leur physiologie 

de croissance et de leur thermorésistance (Enterococcus jaecium, 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 paramètres des 

cinétiques de croissance ont été déterminés grâce à une technique de lissage, qui utilise la fonction 

spline. Dans les produits dont le pH est voisin de 8,2 ou inférieur à 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 jaecium est la bactérie 

la plus thermorésistante (D6o = 6,5 minutes et z = 9,6 °C); dans ces conditions, Staphylococcus 

aureus est la bactérie la plus facilement détruite (D6o = 1,3 minute et z = 6,2°C). Pour détruire de 

façon significative la bactérie de référence (Enterococcus jaecium), dans le milieu artificiel à base 

d'extraits solubles de poisson, il faut appliquer une valeur pasteurisatrice minimale P~'6 = 5,31 

minutes. 

Pour simuler une cuisson insuffisante, où les bactéries ne sont pas détruites après traitement à 

60°C, une population de 1 o3 bactéries 1 g a été maintenue après pasteurisation dans des filets de lieu 

noir stockés à 2°C et 7°C : le traitement thermique prolonge la durée de conservation, mais 

l'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 à 60°C. 

Mots clés Bactéries d'altération, croissance, pH, température, pasteurisation, 

tbermorésistance, 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 oflag phases as well as the 

different parameters of growth kinetics were determineq 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 thermie treatment showed that Enterococcus faecium was the 

most heat-resisting bacterium (D6o = 6.5 min and z = 9.6°C). Under these conditions, 

Staphylococcus aureus was the most easily destructed bacterium (D6o = 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 1 o3 bacteria/g was kept, after pasteurisation, in pollack fillets stored at 

2°C and 7°C. The thermie 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-dirnensional electrophoretic analysis of bacterial proteins eventually evidenced 

significant biochemical differences for bacteria having undergone a thermie treatment at 60°C. 

Keywords : Alteration bacteria, growth, pH, temperature, pasteurisation, beat 

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 contrôle de la qualité microbiologique des aliments est donc 

l'un des facteurs essentiels de la sécurité du consommateur, préoccupation majeure des 

programmes de santé établis ces dernières années tant sur le plan national qu'au niveau 

international. Des organismes comme la F.A.O., l'O.M.S, la F.D.A., mais aussi les Etats eux

mêmes, se préoccupent d'établir des critères permettant de définir une flore normale propre à 

chaque catégorie de produit. Le contrôle consiste alors à dénombrer les microflores et à 

comparer les résultats obtenus à 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 premières traces 

d'utilisation de la technique de conditionnement sous vide (PRALUS, 1985). Par ailleurs, c'est 

lors du développement de l'industrie 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 à l'eau et aux gaz, pouvait être utilisé pour protéger les produits 

de l'air, et augmenter leur durée de vie. Avec ce matériau débute l'essor industriel de la cuisson 

sous vide (GOUSSAULT, 1988). 

Avec les progrès techniques et scientifiques, avec l'évolution des habitudes culinaires et 

des goûts des consommateurs, qui souhaitent consacrer moins de temps à la cuisine, la 

technique de conditionnement sous vide s'est considérablement développée au cours de ces 10 

dernières années, libérant ainsi l'individu d'une partie des contraintes alimentaires. Cette 

technique apporte même, selon GOUSSAUL T ( 1988) un enrichissement à la palette des goûts. 

Les produits cuits sous vide acquièrent une force gustative qui ne leur était pas coutumière, et 

que révélait à peine l'ancêtre de cette technique, la cuisson en papillotte. 

Depuis plusieurs années, les plats cuisinés à l'avance sont destinés, soit à la 

consommation familiale, soit à la restauration collective. On assiste depuis quelques années à 

une nouvelle évolution avec l'apparition de la cuisine d'assemblage qui consiste, pour les 

restaurants, à recevoir séparément les différents composants des plats principaux sous forme 

pré-cuite, éventuellement déjà portionnés et conditionnés sous vide (ROSSET et al., 1986). 

Dans son principe, la cuisson sous vide consiste en un traitement thermique modéré ( 65 

à 1 00°C) effectué après conditionnement des produits frais ou crus dans des sachets 
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thermorésistants. La cuisson s'effectue en milieu humide et à pression atmosphérique, de 

manière à 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 même davantage) des plats cuisinés frais qui ont été préparés 

puis conditionnés sous vide avant cuisson. En effet, l'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 à la mise sous vide. 

Enfin, sur le plan microbiologique, la cuisson dans l'emballage évite les contaminations 

après cuisson et permet de mieux mat"triser la conservation des produits. 

Il est nécessaire que l'hygiène 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 même si l'on respecte les températures à 

tous les niveaux, une mauvaise hygiène au départ peut entraîner des risques, car le vide ne 

supprime pas la contamination initiale des denrées. Les produits bruts doivent donc être d'une 

extrême fraîcheur et d'une qualité bactériologique parfaite. 

Par ailleurs, les produits doivent être conservés le minimum de temps avant cuisson, et 

cette cuisson doit se dérouler immédiatement après la mise sous vide. 

Les normes d'hygiène portent également sur la propreté des locaux, des matériels 

utilisés et du personnel (arrêté du 26 juin 74, concernant la préparation, la conservation, la 

distribution et la vente des plats cuisinés à l'avance). 

Le procédé dit "cuisson sous vide" est une technique qui s'applique essentiellement à 

l'industrie de la viande, du poisson frais, des charcuteries et en particulier du jambon cuit 

(R. T.V. A., 1983). Elle est encore peu utilisée pour les plats à 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 dû au fait qu'il s'agit d'un produit très 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 à durée de 

conservation limitée, on ne trouvait le poisson sous vide que non cuisiné, ou bien sous forme 

surgelée à des températures voisines de -20°C, mais surtout sous forme de conserves en boîte 

pour les conservations de longue durée. On assiste toutefois depuis quelque années à l'arrivée 

sur le marché d'autres formes de commercialisation du poisson, et notamment de plats préparés 

grâce aux techniques de pasteurisation (cuisson qui consiste à détruire la presque totalité des 

formes végétatives). (Note de service du 31 Mai 1988 N° 8106 et annexes, Doc. N° 2) 

(Annexe III) 
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La cuisson sous vide présente de nombreux avantages : cependant, si la technologie est 

mal maîtrisée, notamment si le barème de cuisson est insuffisant et si les conditions de 

conservation ne sont pas respectées, des risques de développement de bactéries dangereuses 

pour le consommateur ou de bactéries d'altération rendant les aliments impropres à la 

consommation sont toujours à craindre. 

Les barèmes de cuisson sous vide actuellement utilisés dans l'industrie sont définis de 

manière empirique et peuvent être très différents : certains industriels cuisent à des 

températures à coeur faibles, de l'ordre de 65°C, afin de préserver les qualités gustatives du 

poisson, alors que d'autres travaillent à des températures à coeur élevées, de l'ordre de 85°C, 

afin de ne prendre aucun risque sur le plan microbiologique. Des barèmes ont été définis sur le 

plan réglementaire (note de service du 31 mai 1988 de la Direction Générale de 

l'Alimentation), mais ils sont généraux et ne prennent pas en compte les caractères spécifiques 

de chaque produit. 

Dans cette étude, on a essentiellement tenu co~pte des aspects microbiologiques: on a 

cherché à déterminer l'influence des paramètres physico-chimiques (température et pH) sur les 

bactéries isolées après pasteurisation de plats à base de poisson, on a ensuite déterminé les 

valeurs pasteurisatrices minimales à 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 à l'état physiologique des bactéries après un traitement thermique. 
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PARTIE/ 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

Les bactéries contaminant les plats cuisinés sous vide à 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 pathogènes comme Staphylococcus aureus (ABGRALL, 1988 et 

McMEEKIN, 1992) et Yersinia enterocolitica (KENDALL et GILBERT, 1979; MULAK, 

1990). Leur originalité tient à leur faculté de résister à certains facteurs : au temps et à la 

température de cuisson (environ 65°C) mais surtout aux conditions du milieu après cuisson 

(manque d'oxygène, température de stockage). Dans de nombreux plats, ces micro-organismes 

pathogènes interviennent dans le phénomène de toxi-infection; certains auteurs (HOBBS et 

GILBERT, 197 4) ont montré que le risque de toxi-infections alimentaires pouvait apparaître 

pour des populations variant de 1 oS à 1 o6 par gramme pour Staphylococcus aureus et de 1 o4 

à 1 o5 par gramme pour Clostridium perjringens. Ces bactéries pathogènes sont présentes dans 

les locaux en nombres et en espèces 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 à l'avance après cuisson. Ils sont schématisés sur le tableau 1.1 ci-après, 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 à 65°C (liaison chaude), soit stocké et 

transporté à des températures comprises entre 0 et 3 oc (liaison réfrigérée), soit soumis à un 

refroidissement rapide jusqu'à une température égale ou inférieure à -l8°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 sécrète sa toxine dès que la température dépasse la valeur à laquelle a débuté la 

mise en sommeil. 
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Tableau n° I.l :LA REGLEMENTATION CONCERNANT LES PLATS CUISINES A L'A V ANCE. 

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

(Arrête du 26 Juin 1974) 

Lieu d'Abattage, de Pêche, de Cueillette 

~r 

PRODUITS BRUTS 

' STOCKAGE <::rnrvilr.fi' 

PRODUITS TRANSFORMES 

ST{)l:KAGF 

1 A) RESTAURATION STOCKAGE 
TRADITIONNELLE .. 

CUISINE CENTRALE 
~ 

Salle à manger sur place 
... -

4~ 
CUISSON 

1 
1 1 REPAS consommés le jour 1- ·~ Il 1 REPAS consommés le jour 

de leur préparation ,- de leur préparation 

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

a) dans I'ESP ACE a) dans I'ESP ACE et dans le TEMPS 

' 
,-

' Le même jour moins de 6 jours après X mois après 
< 9 à 12 mois 

LIAISON CHAUDE LIAISON REFRIGEREE 
LIAISON SURGELEE 

)- mise en récipient Refroidissement rapide 
Refroidissement rapide 

à température la plus Abaissement T°C <+l0°C Abaissement T°C < -l8°C 
Flevée possible (80°c env.) en moins de 2 heures ( le passage à < + 10 se faisant 

toujours en moins de 4h 30 ) 
STOCKAGE entre 0 et+ 3"C 

/ STOCKAGE <-18°C 

, • >~RT 
tsotherme ~ 1 T0 > +65°C 

1 
IT0 0à+3°C -1 ~ T0 < -l8°C 

1 

• 1 
1r Selon fréquence et heure de Selon fréquence livraison 

livraison STOCKAGE 0 à +3°C STOCKAGE à- lK"C 

>CUISINE ~ MAINTIEN REMONTEE en moins 1 h DECONGELATION et 

àP>+65°C REMONTEE IMMEDIATE 1ERM1NALE à T0 > + 65°C en moins lb à ro > + 65°C 

' ' ' /alles à manger 
satellites Consommation immédiate après remise en température l 

) Règle ~ AUCUN RESTE conse.vé. TOUT DETRUIT sauf 
<:::! reste noble (rôti) : 24 h à 0 + 3°C 

1 ~luso échantillons plats : 36 h à 0 + 3°C 
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I.- LA REGLEMENTATION DES PLATS CUISINES A L'AVANCE SOUS VIDE, 
CRITERES BACTERIOLOGIQUES 

En France, les critères d'appréciation de l'état hygiénique des plats cuisinés à l'avance 

sous vide sont réglementés par de nombreux textes officiels (Annexe 1) 

Les groupes microbiens étudiés ont été retenus sur certains critères : 

- soit à cause du danger particulier, sur le plan médical, des bactéries présumées 

pathogènes : Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, 

- soit à cause de leur intérêt 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'arrêté du 26 Juin 

1974 et la note de service du 31 Mai 1988 relatifs aux plats cuisinés à l'avance (Annexes II et 

Ill). 

Un plat est reconnu propre à la consommation s'il correspond aux critères 

microbiologiques suivants (Article 3 du décret n° 71-636 du 21 juillet 1971): 

Bactéries pathogènes 

Salmonella 

Staphylocoques 

présumés pathogènes 

absence dans 25 g de produit. 

moins de 100 bactéries au gramme (0 dans 1 cg). 

Bactéries témoins de contamination fécale 

Coliformes 

Escherichia coli 

Anaérobies sulfito-réducteurs 

(formes végétatives + spores) 

(incubation à 46°C) 

moms de 1 000 bactéries au gramme de produit. 

(moins de 100 dans 1 dg) 

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

moins de 30 bactéries au gramme de produit. 
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Bactéries aérobies à 300C au plus 300 000 bactéries au gramme de produit. 

(30-32°C, 72h) 

ll.- 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 dû 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 espèces, alors qu'il 

est de l'ordre de 5,5 chez les mammifères (SAINCLIVIER, 1983). 

Les premiers changements survenant après 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 dès la mort, est un processus complexe mettant en jeu des 

phénomènes physiques, chimiques et bactériologiques, et plusieurs approches peuvent être 

envisagées pour évaluer le niveau de l'altération : sensorielle, chimique ou microbiologique. 

Le contrôle de la qualité des produits de la mer est focalisé sur la qualité 

microbiologique des produits, dont l'évaluation est le critère officiel essentiellement utilisé pour 

déterminer le degré de l'altération alimentaire. Ce critère permet aussi d'apprécier l'état sain 

d'un produit et son inocuité pour le consommateur. L'analyse sensorielle est aussi utilisée, mais 

toutefois difficile à interpréter (EINARSSON, 1991; PEDROSA-MENABRITO, 1990). 

L'utilisation de la méthode chimique ne connaît 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; Y AMANAKA, 1990 et MALLE, 1992, ont montré que cette méthode est efficace pour 

apprécier la qualité des produits de la mer, notamment la fraîcheur des poissons. 

D'après l'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 SHEW AN, 

1962). SHEW AN, 1977 a d'ailleurs montré qu'un muscle prélevé stérilement et maintenu à 0°C 

se conserve plus de 6 semaines sans modification organoleptique détectable. Mais dès la mort, 

les muscles sont le siège d'un processus d'altération rapide sous l'action principale des micro

organismes (LISTON, 1982). Le problème primordial est donc bien la qualité microbiologique 

des produits de la mer. 

Les crustacés et les mollusques s'altèrent 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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après la capture, ils sont donc rapidement soumis à une autolyse enzymatique, et ils sont plus 

riches en acides aminés, ce qui favorise le développement bactérien (EARL Y et STROUD 

1982). 

1.- Localisation des bactéries 

Les bactéries se localisent au ruveau des parties de l'animal qut sont en contact 

permanent avec le milieu environnant. 

L'évolution de l'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 SHEW AN, 1962, montrent que les zones de 

contamination hébergent une flore plus ou moins abondante, allant de 1 o2 à 1 o5 bactéries/cm2 

au niveau de la peau, de 103 à 107 bactéries/cm2 au niveau des branchies et de 103 à 108 

bactéries/cm2 au niveau de la surface intestinale. 

A la mort de l'animal, les bactéries envahissent le muscle à partir des branchies, de la 

peau et des intestins (SHEWAN, 1971) et cela après une phase de latence de 3 à 4 jours à ooc 

(SHEWAN, 1962). 

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

d'une manière générale, que les bactéries pénètrent plus vite dans les filets que dans le poisson 

entier. 

2.- Microflore et environnement 

La flore bactérienne des produits de la mer reflète celle de l'environnement dans lequel 

ils vivent (SHEW AN, HORSLEY, 1977) et l'on trouve approximativement dans le poisson les 

espèces bactériennes identifiées dans les eaux (SAINCLIVIER, 1983); elle dépend de la 

température, qui est liée à la zone de pêche, mais aussi de la salinité, de la concentration en 

oxygène dissout et du pH (HORSLEY, 1977). 

Dans les eaux froides ou tempérées (0°C à 15°C : Mer du Nord, Norvège et Canada), 

la flore se trouvant à 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 1 Acinetobacter, Flavobacterium 1 

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 % à 22 

%, et des A1oraxella 1 Acinetobacter, qui passent de 23 % à 41 %, alors que d'autres espèces 

voient leur pourcentage baisser comme les Flavobacterium 1 Cytophaga, qui passent de 27% 

à 10 %, et les Micrococcus, qui passent de 4 % à 1 %. 

La flore intestinale dépend du mode de nutrition (RUSS, 1988) : elle est constituée de 

bactéries mésophiles à Gram négatif, contient des aéro-anaérobies facultatives appartenant aux 

genres :Vi brio, Photobacterium, Shigella, Aeromonas et Escherichia (SHEW AN, 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-mêmes l'oxygène, par le biais de la 

dénitrification ou par la réduction de l'oxyde de triméthylamine (SKOVGAARD, 1979). 

Sur les poissons pêchés dans les eaux tièdes (20°C à 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 Corynéjormes 

(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, côtes sud d'Afrique, Australie ... ) le 

pourcentage de mésophiles (Bacillus, Micrococcus et Coryneformes) est plus élevé. 

La flore dominante du poisson pêché dans les eaux d'Australie correspond au genre 

A1icrococcus (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, Staphylococcus, Escherichia coli, 

Yersinia enterocolitica ... (SHEW AN , 1971 ), et de bactéries psychrotrophes apportées par les 

eaux de rinçage. 

Après 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, après une phase de latence plus ou moins longue selon l'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 à - 5°CI - 6°C 

et leur temps de génération est de 10 à 30 heures à 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 espèces bactériennes les plus 

actives, ainsi que les substrats utilisés et les métabolites produits. 

Les bactéries d'altération responsables des odeurs et des flaveurs 

caractéristiques des produits altérés ne représentent qu'environ 10% de la flore totale de 

contamination (ADAMS et al.,1964). Les travaux de V AN SPREEKENS, 1977, cités par 

LISTON, 1980, confirment que les bactéries impliquées dans ces phénomènes sont les 

Pseudomonas. Leur action se traduit par la formation de métabolites, souvent à l'origine de 

l'apparition des mauvaises odeurs. 

Quantitativement, l'évolution de la flore est caractérisée par la dominance des 

Pseudomonas 1 Acinetobacter et Flavobacterium (LIS TON, 1980). Le tableau 1.2 illustre cette 

évolution. 

Durée du 

stockage 

(jours) 

0 

2 

5 

8 

11 

Flore aérobie Pseudomonas Alteromonas Moraxellal Flavobacterium Coryneformes Brochotryx 

mésophyle spp putrefaciens Acinetobacter % % thermophacta 

(lcm2 25°C) % % % % 

4,2 104 26,2 0,6 13,8 53,1 5,5 
6,9 to4 75,2 3,6 12,4 8,8 
5,0 105 100,0 
1,4 107 100,0 
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 à 3,5°C (LANNELONGUE et col., 1982) 

La dominance des Pseudomonas s'explique par leur aptitude à croître aux températures 

de réfrigération (temps de génération de l'ordre de 10 à 20 heures à 0°C) et par leur capacité 

d'utiliser des constituants de la chair, notamment des composés azotés non protéiques 

(LISTON, 1980) dont le catabolisme génère 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 à prendre en 

considération lors d'une altération. Celle-ci est variable d'une espèce à l'autre selon la taille, la 

saison (OGUNSUA,1990), et chez un même individu, elle varie selon les muscles, l'âge, le 

cycle sexuel, l'alimentation, et l'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 potssons, 

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 jeûne plus ou moins complet lié à 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 (TMAO) 

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 à la formation d'amines dont certaines sont volatiles, et des 

désaminations entraînant la production d'ammoniac. Mais une faible production d'ammoniac 

peut aussi résulter de l'autolyse, qui augmente très rapidement avec l'activité bactérienne 

(SOUDAN et al. 1965, SAINCLIVIER,1983). 

c.- Les espèces 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 

GffiBONS, 1937). 

De nombreux micro-organismes sont capables de réduire TMAO en TMA lorsque 

l'oxygène vient à manquer, vers le sixième jour de la conservation (SAINCLIVIER, 1983). 

Sous l'action d'un enzyme bactérien, le TMAO est activé pour être par la suite réduit par de 

nombreuses deshydrogénases des cellules bactériennes (T ARR, 1939); l'enzyme permet 

l'oxydation des acides lactique ou pyruvique ou des glucides musculaires; le produit de la 

réaction (hydrogène) est cédé au TMAO. Grâce à cette réaction, les micro-organismes non 

fermentatifs peuvent se développer dans les tissus en condition micro-aérophile, voire 

anaérobie, (Hobbs, 1982). Ils subissent de manière déterminante l'influence 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 l'état de fraîcheur des poissons 

(CONWAY 1962; MALLE et al. 1986/87; EINARSOON, 1991), le poisson étant jugé 

inconsommable à un taux de 15 mg de TMA 1 1 OOg de chair (SAIN CUVIER, 1983). Le 

dosage de TMA chez les poissons qui s'acidifient rapidement après 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 à des températures négatives (CASTELLet al1973). 

d.- La monométhylamine, la diméthylamine, la triméthylamine et l'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 biogènes 

correspondant aux amines non volatiles telles que la putrescine, la cadavérine, l'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 biogènes traduit le développement 

microbien, qui est le facteur essentiel dans le processus d'altération du poisson, et peut donc 

permettre l'évaluation de la fraîcheur du poisson (GOUYGOU et al, 1989; OKUZUMI, 1990). 

Sur le plan organoleptique, les composés les plus importants sont les composés sulfurés 

volatiles : sulfure d'hydrogène H2S, diméthyl sulfure (CH3)2S, méthyl mercaptan CH3SH, 

produits à partir des acides aminés soufrés: cystéine, cystine et méthionine (SHEWAN, 1976). 

Les seuils d'apparition des odeurs sulfurées sont très faibles : 40 p.p.b pour H2S, 0,5 p.p.b 

pour (CH3)2S 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 SHEW AN 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 particulièrement genre Shewanella (HOBBS 1983, SHEWAN 1971). 
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ill.- EVOLUTION DES BACTERIES DANS LES PRODUITS DE LA MER 

Plusieurs éléments connus depuis longtemps influencent le développement de la flore 

bactérienne des plats à base de produits de mer. Il s'agit entre autres de l'activité de l'eau, de 

l'oxygène, du pH, de la température : dans ce travail, on s'intéressera surtout à ces deux 

derniers facteurs. 

A.- Paramètres influençant le développement des micro-organismes 

1.- Influence de l'activité de l'eau (awl 

//~ -î}eaii···èstüttliseë poufla·c~-é--005-produits-rrais ~nLll.IJ~ ___ actiyité-de ) 

~l!-~-~-0_,92QjLQ~99_6_.{JJ\Y, 12_86)Jie poiss~~ a un~ a~·-ae.(f}J9o·=·o~994 (CHIRIFE et al., 

1982). Cet intervalle est favorable au développement bactérien. 

Tout abaissement de l'aw affecte le taux de croissance bactérien~_l~_.Jiliœart des 

bactéries ont un taux QPtimum autour de 0,990 à 0,995flo~;.--d~s ~aleurs plus bass~--I; --- "~ ··-.---..· 
--------·~ -

.- croissance-est ratentie;·a!rtsi-staphytvc-occus'aureiisà uri taux de croissance réduit à 10% de 

son maximum pour une aw de 0,900 (BEUCHAT, 1983). 

La diminution de l'aw entraîne un ,pfienomêne de _p13:~~olyse. de .!~----~~!l~î;~ 
Staphylococcus aureus perd 50% de son eau intracellulaire quand l'aw passe de 0,995 à 0,950 

(KOU~ 1978). Ce phénom~ne diminue ou arrête la croissance des micro-organismes par 

~n!llbition de-l'activité. enzymatique. 

2.- Incidence du pH 

Le pH renforce plus ou moins la qualité du stockage, en réglant J'équilibre entre ses 

diffé~entes formes, mais il :~~r~~J,In.e.ff~t..P[.()pr~ Sl1J~~té~~b~ctéries se d~ 
/"sÛr-des milieux aànt·T;pH varie de 4,5 à 9 (Tableau 1.3}, mais avec un optimum de 6,5 à 7,5 \ 

. (JA Y, 1986~ CARLIER, 1983). Le pH limite inférieure de croissance des bactéries est de } 

l'ordre de 4,1 et dépend des autres constituants. Au delà de ce pH, la durée de la phase de-/ 

latence de la culture diminue. 

Le pH influe sur les réactions chimiques et biochimiques, et par conséquent sur les 

micro-organismes : les bactéries acétiques ou lactiques se développent à des pH faibles 

(inférieurs à 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 à 

des pH de l'ordre de 4,2, mais ils observent une forte réduction de la croissance~ 

/_.diininution de ce paramètre de 6 à 5,4; par conséquent,(tOute baisse de pH diminue le nom~w 
r~~e bactéri~~\ ~--------- · ------------
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Minimum Optimum Maximum 

Bactéries en général 3,2 6,5 - 7,5 11 

Bactéries acétiques 4,0 5,4- 6,3 9,2 

Bactéries lactiques 3,2. 5,5- 6,5 10,5 

Pseudomonas 5,6 6,6- 7,0 7,0 

Entérobactéries 5,6 6,5 - 7,5 9,0 

Staphylococcus 4,2 6,8 - 7,5 9,3 

Clostridium 4,6- 5,0 9 

Bacillus 5-6 6,8 - 7,5 9,4- 10 

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

(d'après JAY, 1986; CARLIER, 1983) 

Le pH oriente 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 

hydrogène, ce qui limite le transfert des cations indispensables. En milieu alcalin ce sont les 

ions hydroxydes qui saturent la membrane, empêchant le transfert des anions indispensables. 

-Enfin toute variation du pH cytoplasmique va entraîner 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 à l'épuisement des réserves 

de glycogène lors de la capture, pendant laquelle le poisson se débat. Pendant la conservation, 

le pH a tendance à augmenter par libération de NH3 et d'amines diverses. Ce phénomène est 

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

On note par ailleurs que le pH des crustacés est généralement plus élevé que celui des 

poissons : 6,8 à 7,4 pour le crabe et 7,1 à 8,2 pour les crevettes (BANW ART, 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 à la baisse du pH, ainsi qu'à la production de peroxyde d'hydrogène et de 

bactériocines (HANNA, 1980; GILLIAN, 1975; BREMER, 1983) 

Toutefois, les ferments lactiques ne survivent que peu de temps dans les produits 

marins stockés à 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 après 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 

généralisée dans la conservation des produits frais corn.rne d§J>roduits congelés. 
----~-.. --........... ___ ,_ ---~- ---------------- ------------------------ ---------------------::-.:::::---·---.... 

La plupart des micro-organismes peuvent croître à des températures plus ou moins · 

/proches de la température ambiante (supérieure ou égale à 20°C); mais d'une façon générale, ,~ 
les cellules bactériennes peuvent proliférer à des températures comprises entre- 18°C et 90°C. / 

A ces valeurs extrêmes, la croissance est limitée, mais l'activité métabolique peut être détectée .. ~ 
'~------------- ---- - -- -- -- --- - ---· ... -~_,.... 

Ainsi, chez Pseudomonas fragi, une activité lipasique a été mise en évidence après 4 jours 

d'incubation à- 7°C, après 7 jours à- 18°C et même après 21 jours à- 29°C. 

- La majorité de la flore de contamination des denrées réfrigérées est psychrotrophe. 

Les psychrotrophes et les. psychrophiles peuvent se développer à des températures faibles 

proche de 1 oc et sont caractérisés par un métabolisme lent (ST ANFIELD et al., 1985). Leur 

vitesse de croissance lente leur permet d'envahir les milieux alimentaires en 1 à 3 semaines, 

avec un temps de génération de l'ordre de 24 h à 0°C. La plupart sont sans effet, mais quelques 

uns sont pathogènes. 

- Les bactéries mésophiles sont par contre décelées dans les aliments conservés à 

température ambiante, ou dans les aliments réfrigérés lorsque la chaîne 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 espèces pathogènes pour l'homme et l'animal. 
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- Le dernier groupe est constitué des bactéries thermophiles, qui sont capables de se 

développer à des température allant de+ 45°C à 65°C. Leur taux de croissance est très élevé, 

leur durée de croissance est courte et elles sont susceptibles de se développer à 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 être maintenue à 

une valeur de l'ordre de 3°C favorable à la non-multiplication bactérienne. 

4.- Autres facteurs 

~ Certains aliments contiennent naturellement des substances antimicrobiennes, c'est le 1 
cas du lysozyme de blanc d'oeuf qui hydrolyse la paroi des cellules bactériennes. 'f 

Parfois l'utilisation de certaines substances permet de stabiliser un aliment et d'empêcher 

la prolifération microbienne (MESCLE et ZUCCA, 1989; CURRAN et al., 1990). Parmi les l 
additifs utilisés pour empêcher la prolifération des bactéries, on utilise de nombreuse molécules \ 

1 

telles que les citrates, les butylhydroxyanisols, le butylhydroxytoluène ou la nisine. TAYLOR \ \ 

et al., 1990, rapportent dans leurs travaux que la nisine agit sur Clostridium botulinum E. et 

retarde l'apparition de la toxine. "' _L 
Enfin les emballages des plats cuisinés sous vide empêchent 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 l'étanchéité de 

l'emballage est bonne, car le fait de réduire la pression partielle en oxygène au contact des 

aliments exerce une action inhibitrice sur la microflore d'altération. V ALIN et LACOURT, 

1980, dans leur travaux sur la croissance de la flore totale de steaks hachés conservés à + 6°C 

et conditionnés soit sous film perméable, soit sous vide, ont constaté que l'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 1 cm2. 

Par contre, la conservation sous vide met en évidence un temps de latence de 3 jours et une 

population finale inférieure à 109 bactéries 1 cm2. En effet, l'oxygène qui subsiste à l'intérieur 

de l'emballage après conditionnement est progressivement consommé par les phénomènes 

respiratoires tissulaires et bactériens (NOTTINGHAM, 1982) et remplacé par du gaz 

carbonique. L'association de ces deux effets (disparition de l'oxygène 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'oxygène et de l'accumulation de gaz carbonique. Le gaz 

carbonique semblerait agir sur les membranes cellulaires en modifiant leur propriétés. Cette 

action est à 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 à 

l'absorption des substrats. 

Il semblerait que la faible disponibilité en oxygène 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 l'élimination de la 

quasi-totalité de l'oxygène. 

L'utilisation de pellicules relativement peu perméables provoque une multiplication 

lente des Pseudomonas. On observe une attaque des substrats protéiques et l'~pparition de la 

putréfaction lorsque le nombre de Pseudomonas atteint 1 o6 bactéries 1 cm2 alors qu'en 

aérobiose, il faut atteindre 1 o8 bactéries 1 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 à vitesse réduite en raison de la basse 

pression en oxygène supprime vraisemblablement le phénomène de répression catabolique et 

permet l'utilisation des acides aminés en présence du glucose (NEWTON et RIGG, 1979; 

NOTTINGHAM, 1982). 

B.- Etude particulière du temps de latence 

L'étude du comportement d'une souche ou d'une communauté microbienne en culture 

peut renseigner sur les valeurs de certains paramètres biologiques importants tels que le temps 

de latence ou le taux de croissance. Ainsi peut être évaluée la capacité d'adaptation et de 

développement d'une souche ou d'une communauté microbienne à un environnement donné. 

Mais cette démarche nécessite des allers et retours fréquents entre l'expérimentation et 

l'interprétation des phénomènes observés. Elle demande en particulier une étape de 

formulation, qui consiste à traduire en termes de modèle numérique des résultats 

expérimentaux difficiles à exploiter et à analyser (LAURENT et POVET,1979; LAURENT, 

1985). 

Si l'on trace la courbe représentant le logarithme du nombre de cellules en fonction du 

temps, log N = ft t ), on obtient le tracé de la figure 1.1. 
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log de la biomasse 

a 

d e 

b c 

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 être exprimé par : 

1 dN 
dN=N•p•dt et Jl=-•

N dt 

f 

temps (h) 

où N est la concentration cellulaire, et où Jl, 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-LogN0 J1 = -=---=--"-
t 

Dans ce cas, J1 est appelé taux néper1en de croissance. Il peut être défini 

graphiquement ( J1 = j(t) ) 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 être définies ainsi : 

- la phase a, où N reste identique à No : phase de latence caractérisée par 11 = 0; 

- la phase b, ou phase d'accélération : N augmente, 11 augmente; 

- la phase c, où N augmente en fonction du temps de façon exponentielle. Log N est 

proportionnel à t. C'est la phase exponentielle où 11 est maximal et G (temps de génération) est 

constant; 

- la phase d, dite de décélération ou de ralentissement: l'augmentation de N est faible, 

11 diminue. 

- la phase e, où N est à son maximum et s'y maintient. C'est la phase stationnaire avec 

/.1 = 0; 

- la phase f, où N diminue proportionnellement à 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 maîtriser la conservation 

des denrées alimentaires; il faut déterminer, selon les conditions de préparation et de 

température, la durée de cette phase de latence où les bactéries de contamination ne peuvent 

pas se développer et où elles présentent moins de risques pour le consommateur, 

particulièrement dans le cas où leur nombre est faible . 

Cette phase, que l'on va décrire de façon détaillée, est une phase d'adaptation 

caractérisée au départ par une multiplication nulle, mais avec un développement individuel 

intense. Elle correspond à une grande activité métabolique des bactéries (nombreuses 

synthèses, essentiellement enzymatiques), que l'on peut apprécier en dosant séparément 

l'A.D.N. (Acide DesoxyriboNucléique) et l'A.R.N. (Acide RiboNucléique) dans la cellule. 

Au cours de cette phase, le taux de croissance est nul (/.1 = 0); elle peut être 

caractérisée différemment selon l'espèce 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 (N 0 ) 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 être extrêmement 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 à nouveau une phase de latence; celle-ci traduit l'absence d'enzymes 

nécessaires à 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 1 ARN est à son maximum juste avant la 

division, l'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'avère plus difficile sur une analyse directe des courbes de 

croissance. Elle est d'autant plus difficile pour des cultures à basses températures, où les 

prélèvements périodiques, allant de quelques heures à 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, à partir d'un modèle 

mathématique, de déterminer les différents paramètres de croissance avec plus de précision. 

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

Dans sa définition, l'analyse numérique est l'étude des méthodes permettant d'évaluer 

numériquement un (ou des) nombres, une (ou des) fonctions (GOURDIN et BOUMAHRAT, 

1983). 

L'approximation polynômiale ordinaire ne conduit pas toujours à des résultats 

satisfaisants, notamment lorsque le degré des polynômes est élevé. Par contre, l'utilisation des 

fonctions splines évite cet inconvénient. C'est pourquoi l'on trouvera dans le système ci-après 

deux aspects importants de l'approximation (ATTElA et PRADEL, 1990) : l'interpolation et 

l'ajustement par des fonctions splines (DE BOOR, 1978). 

a.- Interpolation 

L'~nterpolation est un outil auxiliaire de premter plan de l'analyse numérique, 

notamment dans l'intégration et la dérivation numériques, la résolution d'équations 

différentielles, etc.(BAKHV ALOV, 1976). 
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a.l.- Définition générale 

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

a < ft < f2 <···-< t11 < b 

et n nombres réels Zj, i = l...n. En général les valeurs zi représentent les valeurs en ti 

d'une certaine fonction f 

L'interpolation consiste à substituer à f une fonction qui, pour les valeurs fj, prenne les 

valeurs Zj, i = 1··· n. On peut chercher comme fonction un polynôme dont le degré ne dépasse 

pas n-1, c'est alors l'interpolation polynômiale classique. Le remplacement de f permet ainsi : 

- sif est connue mais d'expression analytique compliquée, de lui substituer une fonction 

aisément calculable; 

- si fn est mesurée pour les abscisses fj. i 

approchée de f pour f ::#- ti. 

1·· · n, de permettre une évaluation 

Cette méthode peut présenter de graves inconvénients : il est toujours difficile de 

manipuler numériquement des polynômes de degré élevé et le polynôme aura tendance à 

osciller de façon anormale entre les abscisses lj. Pour remédier à cette difficulté, on préfère 

subdiviser [a , b] en p intervalles et, dans chacun de ces p intervalles, pratiquer une 

interpolation polynômiale de faible degré (2, 3, 4···) : c'est l'interpolation polynômiale par 

morceau (méthode utilisée pour l'exploitation des résultats de cette étude). Il reste alors le 

problème 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 polynômiale par morceaux, mais avec raccordement des dérivées 

entre les divers morceaux : non seulement la fonction interpolante est continue sur [a, b] mais 

un certain nombre de ses dérivées le sont aussi. 

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

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

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

a< fi < t2 <···<ln< b 

On montre (LAURENT, 1972) que parmi toutes les fonctions appartenant à l'espace de 

SOBOLEV Hq ]a, b[ (fonctions réelles, définies sur ]a, b[ et leurs dérivées d'ordre q 

sommables sur ]a, b[ pour q;;:: 2), il en existe une et une seule, notée u, qui minimise le critère 

suivant: 

rb (2) 2 
10 (co) = JJ co) ( t) • dt 
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et qui soit telle que 

w(t;} = zt i = 1, ... 11 

où Zj sont les points expérimentaux. 

et où w(q) est la dérivée de w à l'ordre q 

La solution à ce problème est appelée fonction spline d'interpolation d'ordre q et elle 

vérifie les propriétés suivantes : 

Pl : u est un polynôme de degré 2q-l sur chaque intervalle ]ti, ti+ I[ i = l...n. 

P2 : u est un polynôme de degré q-1 sur chaque intervalle ]a , t 1 [ et ]tn , b[. 

P3 : Les dérivées à l'ordre k pour k allant de q à 2q-1 sont nulles aux instants t1 + et t11 -: 

P4 :La dérivée à l'ordre 2q-2 inclus est continue sur ]a, b[, c'est à dire: 

Pour chaque intervalle, la fonction spline u est déterminée : son expression est un 

polynôme de degré (2q-1 ), dont il faut déterminer les coefficients 2q. 

Dans ce cas, q = 2 , la fonction spline d'interpolation cubique est utilisée : on développe 

alors la méthode. 

a.3.- Spline cubique 

Entre deux points expérimentaux Zj et Zj+ 1 correspondant aux instants tj, ti+ J, on fait 

passer un polynôme u d'ordre 3 tel que : 

- U (tj) = Zj 

- U (tj+ I) = Zj+ 1 

Le polynôme passe par les points expérimentaux. 

La dérivée seconde du polynôme u, = ro(
2

) est continue sur l'ensemble de la courbe 

]a, b[. 
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Pour chaque intervalle, on utilise un polynôme d'ordre 3, la dérivée seconde peut alors 

s'écrire: 

w"(t)=~(ti+t-t)+ui+t(t-tJ pourtout tE[ti' ti+I] 
hi hi 

on pose Uo = un = 0 (cf. P3) 

et hi = ti+t -ti ,i = l, ... ,n-1 

ui = ro"(t;} 

En exprimant que la dérivée de co est continue en ti , (i = 2, . . . , n-1) on a : 

(1) 

En écrivant la relation précédente, pour tous les intervalles, les dérivées secondes ui 

sont calculées en appliquant la méthode de Gauss. 

En intégrant deux fois ro" sur [ti, ti+ 1J on obtient : 
' 

() (ti+l-t)[(ti+l-1)
2 

] t-ti[(t-t;}
2 

mt = -h u +-- ----
6 h J J 6 h 

J J 

pour t E [lj, ti+ I] i = 1, ... ,n-I 

z i+1 - -------------------------, 
1 

1 

1 

1 

z. - : 
1 1 

1 

a t . 
1 

F. 0 1" tgure n .-. 

b temps 

Si N est le nombre de points de la courbe, il y aura N-1 polynômes à déterminer. Ces 

polynômes 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 à l'intervalle [a , b] telles que : 

a< 11 < tz <··-< t11 < h 

et n nombres réels Zi, i = l...n. En général, les valeurs Zi représentent en ti 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 l'approximation de f et le lissage 

des valeurs expérimentales. 

L'ajustement consiste à trouver un critère qui permet de réaliser ce compromis. 

On exposera seulement le cas utilisé pour ces travaux. 

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

Pour définir le caractère lisse d'une fonction de HILBERT n2 [a, b], on choisit. 

12 ( (0) = s: [ (0(
2

) ( ,i ) r dt 

De même, la quantité 

N 2 

E ( ro) = L [ ro( t ) - z; ] 
i=l 

peut être choisie comme caractère d'approximation. 

Le compromis entre le lissage et l'approximation sera réalisé lorsque l'on voudra 

minimiser la quantité : 

Le paramètre Pi mesure l'importance relative du lissage et de l'approximation. 

Si Pi = 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 polynôme. 

On pose 

On a () 
(

U 1 U-U 1 ) (0 ti = Z; -Pi ~+ - l h I-

l 1-l 

(3) 
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où Pi est une pondération: si Pi est égal à zéro, on retrouve les splines d'interpolation. 

En substituant ru (tJ dans l'équation (1) par (3), on a: 

q,(ti+l)- q,(tj) 

h 

- pi+l u 
h h 1+2. 

j i+l 

(4) 

Les inconnues u2 ,u3 , .. • un-I sont les solutions d'un système pentadiagonal symétrique, la 

méthode de Gauss permet de résoudre ce système. Connaissant les valeurs Uj, on calcule les 

valeurs du polynôme avec l'équation (2). 

b.3.- Détermination de la phase de latence 

La phase de latence peut être déterminée avec précision par la méthode de LODGE et 

HINSWELHOOD, 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] = [ N ae ]e(!lt) 

log( N] = log( Na, ] + J11 

[Na, ] représente la concentration cellulaire au début de la phase exponentielle. 

La durée de la phase de latence L0 est déterminée par l'intersection de cette droite avec 

la droite Y = N 0 . 
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log de la biomasse 

y 1 

y 
0 

L 0 
(=latence) 

L 1 

Figure n° 1.3 : courbe de croissance 

ten1ps (h) 

La détermination deL 1 revient à déterminer le point d'inflexion où le taux de croissance 

est maximal ( derivée maximale). 

A partir des paramètres Y, y;, et Yo, on peut déterminer le temps de latence. 

Sachant que : 

Y= at+b 

J; = a4 +b 

Yo=aLo+b 

A partir de ces équations, on peut déterminer le . temps de latence L0 en calculant la 

valeur de b, Lo : 

a= et b= I;-a4 

Yo-J; L donc L0 = + 1 a 

L'algorithme déterminé pour le calcul des polynômes nous donne également les 

dérivées secondes des polynômes Ui : 

Si ui+ 1 < 0 etui> 0, le point d'inflexion de la courbe se trouve entre ti et ti+ 1 et pour 

trouver le point d'inflexion, on annule la dérivée seconde de u (t). 
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donc 

Sachant que : 

W; (LJ = y, 

t inflexion = 

u;ti+l -fui + tui+l - tiui+l = 0 

ti+l- ti 

t,+, + ui - tiui+l 

- L - 1 

w~') ( L,) = a : dérivée du polynôme = pente de la droite. 

et connaissant L 1, Y 1 et a, on détermine le temps de latence par 

latence= L Yo- y1 - L 
0 1 a 

Ainsi la fonction spline permet de lisser correctement la courbe de croissance et d'en 

déterminer les paramètres avec plus de fiabilité, à partir du modèle mathématique obtenu. 
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IV.- RESISTANCE DES BACTERIES A LA CHALEUR 

Chaque souche bactérienne a une résistance à la chaleur qui lui est propre, dans des 

conditions détenninées de milieu de chauffage. La connaissance des cinétiques de 

thermodestruction des bactéries est à la base de l'établissement des barèmes de cuisson 1 

pasteurisation. 

On détennine la durée et la température de cmsson nécessaires pour éviter tout 

problème d'infection ou d'intoxication alimentaire. On calcule ainsi la valeur pasteurisatrice 

minimale pour chaque bactérie : cette valeur correspond au barème temps 1 température 

permettant, pour les formes végétatives d'une espèce microbienne donnée, d'atteindre le taux 

de destruction souhaité. 

Pour les plats cuisinés à l'avance, la valeur pasteurisatrice se calcule à 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 à 

définir deux paramètres : le paramètre Dr et le paramètre z. Les valeurs D65 ou D121 1 
' 

expriment le temps nécessaire pour réduire au dixième de sa valeur initiale la population d'une 

souche bactérienne (forme végétative ou sporulée) aux températures de référence de 65°C et 

121,1 oc. Plus D65 ou D121 1 est élevé, plus la thermorésistance de la souche considérée est 
' 

grande. 

D65 est déterminé dans le cas d'une pasteurisation , il concerne les formes végétatives. 

D121 1 est déterminé dans le cadre d'une stérilisation et il concerne les formes 
' 

sporulées. 

Le paramètre z, qui est déduit de la deuxième loi de destruction des micro-organismes, 

exprime l'augmentation de la température nécessaire pour réduire de dix fois le temps létal de 

traitement. Plus z sera élevé, plus la souche sera résistante aux augmentations de température. 

A l'heure actuelle, en thermobactériologie, les définitions de la thermorésistance des bactéries 

sont très 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.- Première 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 à 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 l'inhibition profonde des 

capacités de reproduction d'une monoculture homogène, correspond à une réaction d'ordre 1 

(BALLet OLSON, 1957; MICHIELS et col. 1978; STUMBO, 1973; CERF, 1977). 

La cinétique de destruction est analogue à une cinétique chimique du premier ordr~ft 

a pour expression: 

(N): 

dN 

dt 

k: 

_dN = kN 
dt 

(1) 

Nombre de micro-organismes vivants au temps t, à une température 

létale constante T 

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) = j{t) 

Facteur de proportionnalité, exprime la vitesse relative de destruction 

thermique, aussi appelée constante de vitesse de réaction à une 

température donnée (en minutes) 

L'équation ( 1) peut aussi s'écrire : 

-dN = kdt 
N 

(2) 

En intégrant cette équation entre les limites du nombre des micro-organismes vivants 

N 0 au temps t = 0 et du nombre des bactéries \TÎvantes N 1 après un temps t de traitement à 

température constante, on obtient : 

J
N dN ir -= -k dt 

N 0 N 0 
(3) 

On obtient alors 

LogN0 - LogN = kt (4) 
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En modifiant l'équation (4) et en passant aux logarithmes décimaux, on obtient 

2,302 l N 0 
t = • og-

k N 
(5) 

où 
-k 

log N = log N 0 • t 
2,302 

(6) 

Avec N0 :Nombre de bactéries au temps t = 0 

N : Nombre de bactéries survivantes après un temps de réaction t. 

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

L'inverse de la pente a pour valeur 2,302/k: et correspond au temps qu'il faut pour 

traverser un cycle logarithmique décimal, c'est-à-dire le temps nécessaire pour détruire 90 pour 

1 OO_çles micro-organismes. Ce temps, représenté par la valeur Dr, permet de réduire de dix 

fois la population des micro-organismes à la température r de l'expérience; on peut donc écrire 

ou 

logN = logN,- UJ t 
N 

t =Dr •log-0 

N 

(7) 

(8) 

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

des micro-organismes. 

t est le temps de chauffage en minutes à la température r (en °C) 

Dr est l'un des paramètres de la thermorésistance de la souche bactérienne à une 

température donnée. Plus Dr 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 

(Première loi de destruction thermique des micro-organismes) 

logN 

logN 0 

n 
log JO 

n-1 
log JO 

Dr 

temps (minutes) 

log N 0 1 N peut être représenté par log 1 011 où 1 011 est la réduction de la population 

due au traitement thermique de t minutes. 

L'équation (8) est également représentée par: 

n : Exposant de 10 de la réduction de population 

Dr :Temps de réduction décimale 

(9) 

C'est ainsi que pour une réduction souhaitée N0 1 N d'un micro-organisme donné, on 

donne souvent P6~ (dans le cas de pasteurisation) et F;~11 (dans le cas de stérilisation). 

Dr est l'élément de comparaison des thermorésistances entre différentes souches 

bactériennes. Il permet aussi d'évaluer l'influence des conditions d'environnement (pH, aw, ... ) 

du milieu de chauffage, par exemple sur la thermorésistance. 
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La première 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 à la droite théorique (STUMBO, 1973) (figure 1.5). 

Les causes de ces déviations peuvent être 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 à l'inactivation d'une seule molécule mais de plusieurs, 

d'où l'épaulement observé au départ. 

~ -Rassemblement des micro-organismes en amas : les travaux de STUMBO, 1973, 

signalent 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 phénomène 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 

épaulements des courbes de survie de Streptococcus faecium et Streptococcus faecalis, 

chauffés dans différents milieux, sont dus à la présence de chaînettes de 4 à 6 bactéries. 

~~ - Délai dans l'établissement du traitement létal (CERF et al. 1988) : si la diffusion de la 

température n'est pas homogène dans la suspension bactérienne, il n'y a pas de relation 

logarithmique entre le nombre de bactéries survivantes et la durée de traitement. 

- Distorsions à cette loi constatées en début et 1 ou en fin de chauffage des spores 

(STUMBO, 1973; SENHAJI, 1973; CERF, 1977; MICHIELS et col., 1978; DRIADR, 1974; 

ETOA, 1983) : la plupart des spores g~'b~soin d'une activation pour germer et la chaleur est 

un excellent activateur, d'où une c6mpétition possible entre la destruction des spores et leur 

germination. 

/J -Présence de deux populations génétiquement différentes ou plus : quand 2 espèces 

sont mélangées au sein d'une population, la courbe de survie est biphasique. La première partie 

de la courbe correspond à la destruction de l'espèce la plus thermosensible (BALLet OLSON, 

1957; BOND et al., 1970; STUMBO, 1973; CERF, 1977). 

- Formation d'amas en cours de traitement : d'après 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 

c 

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 complètement immergées. ROBERTS et INGRAM expliquent ainsi le phénomène: les 

spores dans la partie supérieure de l'ampoule sont probablement soumises à des températures 

moins importantes que les spores emprisonnées dans la partie inférieure quand l'ampoule n'est 

pas complètement immergée, d'où la concavité observée. 

- Apparition d'un effet protecteur du milieu au cours du traitement : quand les 

suspensions sont chauffées dans des aliments, de nombreuses réactions chimiques se 

produisent, modifiant ainsi l'environnement des bactéries. CERF et al., 1967, ont observé un 

effet protecteur du lait cuit sur les spores de Clostridium butyricum. 

- Problème de la numération des survivants : la numération des survivants à des niveaux 

faibles (moins de 1 00 bactéries 1 g) est imprécise et source de nombreuses variations. La 

présence de traînées pourrait être liée à l'imprécision de la méthode de numération quand un 

nombre trop faible de dénombrements est effectué (CERF 1977). 

- Augmentation de la résistance des micro-organismes en cours de traitement, qut 

pourrait être due à une mutation (BUST A, 1967; HAN, 1975). 
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- Présence au sein de la population génétiquement homogène d'individus possédant 

différents degrés de thermorésistance. Cette variabilité serait physiologique et pourrait être 

notamment liée à l'âge des cellules (MOATS, 1971). 

Même si des divergences existent, de nombreux auteurs (STUMBO, 1973; BALLet 

OLSON, 1957; CHEFTEL J.C. et CHEFTEL H., 1977) considèrent que l'allure logarithmique 

de la destruction thermique est suffisament en accord avec la plupart des résultats 

expérimentaux pour pouvoir être tenue pour démontrée. Il est difficile de dire à l'heure actuelle 

si ces divergences résultent de phénomènes accessoires tels que l'activation des spores, la 

formation d'amas, l'hétérogénéité du traitement ou s'ils sont vraiment liés au mécanisme de la 

résistance. Seule la connaissance du mécanisme biochimique de la mort permettra de trancher 

la question (CHEFTEL J.C. et CHEFTEL H., 1977) 

Lors de l'établissement des courbes de survie, afin de limiter les risques d'obtenir des 

courbes non linéaires, un certain nombre de précautions sont à prendre (CERF 1977). Il faut 

notamment s'assurer de l'homogénéité de la population bactérienne et de la température du 

traitement, éviter la formation d'amas cellulaires, laver les cellules avant traitement afin 

d'éliminer les débris cellulaires et les traces du milieu de culture, 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.- Deuxième loi :Influence de la température 

Dans le domaine des températures létales (supérieures à 65°C pour la plupart des 

bactéries) toute augmentation de température permet de diminuer le temps de réduction 

décimale Dr Il est possible de faire varier la température et la durée d'un traitement thermique 

pour arriver au même effet, c'est à dire la destruction thermique des micro-organismes, et donc 

la stérilisation du milieu. L'expérience montre que la variation de Dr en fonction de la 

température T obéit à une loi du même type que celle de la variation de la population 

microbienne en fonction du temps. Ainsi, en portant le logarithme décimal de Dr 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) 

(Deuxième loi de destruction thermique des micro-organismes) 

log DT 

log (Dr1J 

log (DT2) 

Tl T2 Température (0 C) 

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

d'où 

log (Dn) = 
DT2 

T2-Tl 
.. .. 

(T2-T1) 

Dn = Dn •10 z 

Si on remplace T 1 par Tréf et T 2 par T dans (Il), on obtient : 

(T-Tréf) 

où Drréfest une valeur de référence à la température Tréf 

(10) 

(11) 

(12) 

Tréf est la température de référence à 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 Dr. Autrement dit, z représente 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 très souvent vérifiée, même quand les courbes de survie 

présentent des déviations par rapport à la première loi logarithmique (SENHAJI, 1973). 

L'équation (12) montre que l'on peut calculer Dr à n'importe quelle température létale. 

Dr pouvant donc varier d'une température à l'autre, les comparaisons deviennent plus aisées 

grâce à l'adoption d'une température de référence de pasteurisation (formes végétatives), égale 

à 150° Fahrenheit soit 65°C (BIGELOW, 1921~ BALL, 1923). 

c.- Notion de valeur pasteurisatrice 

Les barèmes de cuisson 1 pasteurisation des plats cuits sous vide sont calculés selon le 

même principe que les barèmes de stérilisation. 

La valeur P;,.éf (en minutes) est dite valeur pasteurisatrice minimale, nécessaire pour 

obtenir la pasteurisation pratique, c'est à dire le rapport (N !No). 

En multipliant les deux membres de l'équation (12) par le nombre n défini dans 

l'équation (9), on obtient la relation suivante : 

(r -Tréf) 

nDrréf = nDT •10 z (13) 

En remplaçant Dr par t, on obtient l'expression : 

(
T-Tréf) 

Pfrét = t•10 z (14) 

Cette équation permet de calculer, d'après une valeur pasteurisatrice à une température 

déterminée prise comme base (par exemple 65°C), la durée d'un traitement thermique 

équivalent à toute autre température. 

On retiendra que la thermorésistance d'une souche bactérienne en suspension dans un 

milieu de composition donnée est caractérisée par les paramètres D65 et z. 

Les mêmes barèmes peuvent être calculés pour les formes sporulées, il s'agit dans ce 

cas d'une valeur stérilisatrice F;~u . 

2.- Facteurs affectant la thermorésistance des micro-organismes 

Il est à souligner que la résistance des bactéries à 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 après 

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 espèces et peut également varier selon les souches ~ 6 
d'une même espèce. ' 

Les bactéries sporulées sont beaucoup plus résistantes que les formes végétatives, mais 

la réduction de la concentration en certains cations : Fe++, Cu++, Mn++ et Ca++, en deçà 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 à la chaleur au cours de la sporogenèse (EL-BISI et ORDAL, 1956; 

RUSSEL, 1971). 

La température de croissance et l'activité de l'eau (aw) 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 à la chaleur chez les 

thermophiles que chez les psychrotrophes. 

Les travaux de COOK et GILBERT, 1968, ont montré que des spores produites à 

60°C ont une thermorésistance supérieure à celle déterminée chez les spores de la même 

souche mais qui ont été cultivées à 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 très sensible à 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'âge des cellules pourrait influencer la thermosensibilité des cellules. Certains auteurs 

ont en effet observé une corrélation entre l'âge 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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En général, à pH neutre, la thermorésistance est plus importante qu'à 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 à être cuits sous vide, le pH est 

généralement voisin de la neutralité en fabrication industrielle. Il peut être intéressant de 

diminuer le pH des produits de manière à modérer les traitements thermiques. 

Le pH des plats participe aussi à la sélection des bactéries lors du traitement thermique: 

à pH inférieur à 4,5 peuvent se développer des moisissures et des bactéries anaérobies 

facultatives comme Bacillus coagulans, sans danger pour les consommateurs. Celles-ci 

résistent à des pH faibles, contrairement à la majorité des bactéries~ leur résistance est 

maximale à un pH voisin de la neutralité et elle s'abaisse lorsque le pH diminue. 

c.- Activité de l'eau (awl 

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. 

Il est acquis que la thermorésistance augmente de 10, voire de 100, lorsque le milieu est 

sec, donc à faible aw. La thermorésistance des spores est maximale pour des valeurs d'aw 

voisines de 0,3 (CERF et al. 1988~ ANGELOTTI, 1968~ MURELL et SCOTT, 1966). 

L'effet de l'abaissement de l'aw sur la thermorésistance des spores bactériennes est lui

même dépendant des types de solutés utilisés. Ainsi le chlorure de sodium, à même aw que le 

glycerol du milieu de chauffage, augmente la valeur de D121.1 (SPILIOTIS, 1983) alors que 

l'éthyl~ne glycol diminue la thermorésistance des micro-organismes (CERF, 1977 ~ HARNUL V 

et al., 1977). 

GffiSON, 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'aw comprises entre 0, 7 et 0,9. 

Dans les préparations à base de produits de la mer, des valeurs d'aw 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 à la chaleur alors que des concentrations 

élevées la diminuent (STUMBO, 1973). 

Il est à souligner que les matières grasses ont un effet protecteur sur les micro

organismes. TI est bien établi que dans une huile complètement exempte d'eau, la 

thermorésistance est nettement plus élevée qu'en milieu aqueux (THUILLOT et al., 1968; 

SENHAJI et al, 1976). Dans les produits type charcuterie de poisson, les matières grasses sont 

émulsionnées et la taille des particules est telle que l'effet protecteur est très improbable 

(SENHAJI et al. 1976). 

D'autres constituants peuvent avoir un effet sur la thermorésistance, 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). 

TI faut noter l'influence des conditions de croissance après les traitements thermiques : 

en effet, le nombre de micro-organismes survivants peut être 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 l'influence des paramètres 

physico-chimiques sur le développement microbien mais en fait, ces paramètres interagissent 

ensemble et, d'une façon générale, leur action est couplée à celle des micro-organismes eux

mêmes. 

Au cours de la prolifération des micro-organismes, il y a modification de certains 

paramètres physico-chimiques de l'aliment (pH, aw ... ); 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 à l'effet des facteurs physico-chimiques, et 

principalement à 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 
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effets des facteurs physico-chimiques sur la croissance microbienne. On peut citer l'effet 

combiné de l'aw, 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 à 

65°C, mais leur développement nécessite de l'oxygène, qui est absent dans le sachet sous vide. 

Dans ce cas, le risque est directement lié à la qualité de l'emballage et à son imperméabilité aux 

gaz (CHAZAL, 1983, DIDOU, 1985). 

Pasteuriser un aliment, c'est détruire en lui tous les micro-organismes pathogènes 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 à 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 à base de produits de la mer pouvant se conserver 

plusieurs semaines à basse température connaît 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, l'Institut Agricole et Alimentaire de Lille (I.A.A.L.) 

a répondu en 1989 à un appel d'offre du Ministère de l'Agriculture et de la Forêt (Direction 

Générale de l'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 à appliquer pour d~truire les bactéries de contamination dans 

ces aliments; 

- l'influence du choc thermique sur les bactéries sourruses à un traitement de 

pasteurisation et les modifications biologiques éventuelles. 
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PARTIE// 

MATERIEL ET METHODES 

Préalablement aux suivis de croissance, on a procédé à l'identification des bactéries les 

plus thermorésistantes. Cette identification a été réalisée à partir de colonies prélevées soit sur 

gelose Tryptose, soit sur gelose nutritive après culture de 24 heures à 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) à des pH allant de 4,6 à 8,2 et à des températures 

variant de 2°C à 43°C (voir les caractéristiques du milieu Fish, I.4b). 

Le biophotomètre (cf II.1) a permis de suivre la croissance des bactéries aux 

températures 2 30°C; pour les températures < 30°C, la culture a été effectuée dans des 

chambres tempérées sur table d'agitation. Les paramètres physicochirniques étudiés 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. 

1.- 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 la Mer (C.E.V.P.M.) sur des suspensions de chair de lieu noir entier ou sur des 

filets qui ont été chauffés à 60°C pendant 15 et 60 minutes ou à 70°C pendant 1 0 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 à l'aide de galeries API, après quelques tests d'orientation : 

- Examen microscopique à l'état frais 

- Coloration de Gram 

- Recherche de la catalase 

- Recherche du cytochrome oxydase. 

3.- Conservation des souches 

Chaque souche est congelée en plusieurs exemplaires à -70°C, en rajoutant à un volume 

de culture bactérienne dense de 18 à 24 heures trois volumes de glycérol pur stérile. Cette 

méthode de conservation des souches dans le glycérol s'av~re être la plus facile à réaliser. Elle 

permet de conserver un pourcentage de cellules viables important après 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) (A.P.H.A., 1967) (Milieu d'isolement et de 

dénombrement des aérobies totaux). 

Milieu C.I.N (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 jaecium). 

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

Pseudomonas paucimobilis). 

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

Préparé par la Coopérative de Traitement des Produits de la Pêche de BOULOGNE 

SUR MER (C.T.P.P.),.il se présente sous forme atomisée et est préparé à partir de chair de 

poissons et de produits marins. 

n 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 1 100g de produit 

brut) et l'oxyde de T.M.A. (68,5 mg 1 100g de produit brut), qui n'apparaissent dans le poisson 

qu'à la suite d'une diffusion des micro-organismes de la surface vers l'intérieur de l'animal. 

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

Physiques 

pH (à 10% dans l'eau) 

Solubilité (à 50°C) 

Viscosité 

Densité 

Chimiques 

Matières sèches 

Azote total 

Azote aminé 1 Azote total 

Azote basique volatil 

Matières minérales 

Matières grasses 

Polysaccharides 

Cellulose 

A. aminés libres 1 A. aminés totaux 

5,9 

99,9% 

2400 rn Pa.s 

1160 Kg!m3 

65,0% 

9,7% 

30,0% 

0,2% 

4,9% 

1,0% 

0,0% 

0,0% 

15,7% 
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Répartition des poids moléculaires de la fraction azotée 

Entre 1 0000 et 15000 

Inférieur à 10000 

Acides aminés libres 

Vitamines (en ppm) 

B1 

B2 

B6 

B12 

Niacine 

Acide folique 

Acide pantothénique 

Préparation du milieu Fish 

20% 

65% 

15% 

4,60 

21,50 

2,40 

0,06 

70,00 

0,82 

18,50 

Le milieu Fish soluble est utilisé à une concentration de 125 g 1 1 (MALLE, 1992). Le 

milieu est ajusté aux pH: 4,6 - 5,0 - 5,5 - 6,0 - 6,4- 7,2 - 8,2 avec l'acide acétique normal ou 

la soude normale. 

On effectue une centrifugation pendant 20 min à 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 J.lm, soit une stérilisation de 30 min à 105°C. 

Ce milieu riche convient à la culture des bactéries selectionnées. 

11.- LA CROISSANCE 

La croissance est suivie, d'une part en biophotomètre, d'autre part sur table d'agitation. 

1.- Culture en biophotomètre 

Les cultures en biophotomètre sont réalisées dans des tubes en verre (16 x 160) stériles 

contenant 5 ml du milieu à différentes températures et sous agitation. 

Le biophotomètre S.L.E.L. 01 V2 est un appareil qui permet de saisir automatiquement 

la densité optique à des intervalles de temps donnés, en vue d'établir les courbes de croissance. 

Ce prototype (MARAIS et al., 1981) contient un bain-marie à sec, constitué de deux blocs 

identiques, chaque bloc pouvant recevoir quatre tubes de cultures (Figure n° 11.1 ), 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 à 2 températures différentes. Devant chaque tube, 

une source de lumière monochromatique (longueur d'onde 600 nm) et un photodétecteur et 

son amplificateur sont montés face à face . La lumière captée par le photodétecteur est 

convertie en densité optique et est ensuite stockée en mémoire à l'intérieur du biophotomètre. 

A la fin de la manipulation, les valeurs de la densité optique stockées dans la mémoire 

du biophotomètre, sont transférées sur disquette par ordinateur et les résultats sont traités par 

le logiciel Lotus 1.2.3. 

1 • 

t 1 ·.'~ 
' > 
~ ~ ~·7. 

' 

;f>i 

'·-~ fl 1 1 • ' 1 . :•.t' . 
~,. ~: a 

Figure n°Il .1 : Photographie du biophotomètre S.L.E.L. 01 V 

(Société Lilloise d'Equipement de Laboratoire) 

On distingue à gauche le biophotomètre qui contient 2 blocs thermostatés et des 

boutons pour régler la température et l'agitation sur la face supérieure. En face : un afficheur à 

cristaux et des touches pour programmer le biophotomètre. 
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2.- Culture sur table d'agitation 

Le biophotomètre ne permet pas de sutvre des croissances à des températures 

inférieures à 30°C et par conséquent, cette partie de l'étude a été effectuée sur une table 

d'agitation dans des chambres tempérées, où l'on peut varier la température de 0 à 30°C. 

3.- Mesure de la densité optique et comptage des bactérie& 

La croissance bactérienne est suivie en fonction du temps par mesure de la DO à 600 

nm, soit au spectrophotomètre Zeiss, soit automatiquement par le biophotomètre. 

La lecture s'effectue toutes les demi-heures pour les cultures incubées à des 

températures supérieures à 20°C, toutes les heures pour les cultures à 20°C, toutes les deux 

heures pour les cultures à 15°C, toutes les quatre heures pour les cultures à 7°C, tous les jours 

pour les cultures à 5°C et tous les trois à quatre jours pour les cultures à 2°C. 

En parallèle avec les mesures de DO, le nombre de bactéries est estimé en réalisant des 

dilutions décimales des suspensions dans de l'eau physiologique (NaCl 1 %, autoclavage 20min 

à l20°C). 

On utilise des boîtes de Petri dans lesquelles on ajoute 15ml de milieu Fish; les boîtes 

sont incubées à 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 à l'aide d'un pHmètre. Par cette méthode, les 

optima de température à 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 à 2, 7 et 37°C seront 

analysées plus en détail. 

4.- Préparation des cultures 

a.- Pré-cultures 

Elles sont effectuées en tubes contenant 5ml de milieu Fish à pH 7,2 et inoculées, soit 

par 20J..ll d'une suspension bactérienne contenant environ 2.108 bactéries 1 ml, soit par une 

colonie issue d'un isolement. L'incubation est réalisée sur table d'agitation horizontale à 120 

saccades 1 min à 3 3 oc. 

b.- Cultures 

Elles sont effectuées en tubes contenant 5ml de milieu de culture et inoculées par 1 o6 

bactéries/ml d'une pré-culture en fin de phase exponentielle de croissance. L'incubation se fait à 

des températures déterminées, entre 2°C et 40°C, soit sur table d'agitation à 120 saccades/min, 

soit dans le biophotomètre (360 tours 1 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 manière à mettre en évidence 

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

Une gamme de pH allant de 4,6 à 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 biophotomètre (360 tours 1 min) 

-ou sur la table d'agitation horizontale (120 saccades 1 min). 

6.- Exploitation des résultats 

L'exploitation des résultats de la croissance bactérienne a fait appel à 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'avère plus difficile dans une analyse directe des 

courbes de croissance, et encore plus pour des expérimentations à basses températures, où les 

prélèvements périodiques, allant de quelques heures à 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 déjà 

utilisée par DUQUENOY, (1993), qui permet de tenir compte de toutes ces variations. 

Tous les résultats sont traités par ordinateur à 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 à partir des courbes exprimant le log 

(concentration bactérienne) en fonction du temps. Les différents autres paramètres de 

croissance bactérienne sont obtenus à partir des mêmes graphiques. 

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

Etant donné le pH relativement élevé du poisson (6,1 à 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 l'évolution du paramètre de résistance à 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 même milieu Fish, mais gélosé, qui a été utilisé après les chocs 

thermiques pour le dénombrement ou la revivification des bactéries. 

Le dispositif utilisé pour ces expériences a été décrit par CHEFTEL et al., 1963, et 

utilisé par MULAK, 1990. Il consiste à immerger les tubes TDT contenant les bactéries dans 

un bain d'eau thermostaté à des températures comprises entre 54°C et 68°C avec une précision 

de ± 0,1 °C, pendant des temps variables. Le chauffage des bactéries est arrêté en plongeant 

brutalement les tubes TDT dans un bain d'eau froide (0 à 4°C). 

1.- Préparation de la suspension 

Les suspensions mères sont réalisées de la manière 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 106 bactéries 1 ml. Ces tubes sont incubés 24 h à 30°C. 

Après 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 mères, conservées à 

4°C, on effectue des dilutions idoines pour obtenir une valeur de N0 déterminée. Des 

vérifications en parallèle à 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 à étudier; 3 

températures au moins ont été étudiées. 

Pour chaque température étudiée, on effectue 6 prélèvements échelonnés dans le temps, 

à raison de 2 tubes par prélèvement. 

L'étude de la thermorésistance est effectuée dans le milieu Fish et dans du tampon 

phosphate pH 6,4 préparé en mélangeant x ml 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 11). 
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2.- Tubes TDT 

Les tubes TDT sont obtenus à partir de tubes de verre borosilicaté, d'un diamètre 

extérieur de 10 mm et d'une épaisseur de 1 mm. Des tubes de 12 cm sont coupés, l'une des 

extrémités est fermée à la flamme. Les tubes sont ensuite stérilisés à l'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 à la multiplication bactérienne. 

La suspension de bactéries est ensemencée de manière à avoir 1 o6 à 1 0 7 bactéries 1 ml. 

Après ensemencement, l'inoculum est réparti dans les tubes TDT stériles à raison de 1 ,5 ml 1 

tube. Les tubes sont ensuite scellés à 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 contrôlée par un thermomètre étalon de haute précision et un 

thermomètre à sonde silicium avec affichage électronique de la température à ± 0,1 oc. L'inertie 

thermique du système tube-suspension des bactéries étant faible, l'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 paramètres DT et z 

La détermination des paramètres de thermorésistance DT et z exige de réaliser des 

traitements thermiques à température strictement contrôlée au niveau des bactéries. On a choisi 

la méthode des tubes décrite par CHEPTEL et al. 1963, et utilisée par MULAK, 1990. 

Après refroidissement, les tubes sont laissés environ 20 minutes à la température 

ambiante pour favoriser la croissance ultérieure des bactéries. Ils sont ensuite ouverts 

stérilement. La suspension est alors récupérée dans un tube à essai stérile. La suspension ou ses 

dilutions sont ensemencées en milieu Fish solide, puis les boîtes de Pétri sont placées dans une 

étuve à 37°C. Les lectures sont effectuées après incubation pendant 48 à 72 heures au plus. 
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Pour calculer les paramètres 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 = ftt) et de log Dr= f(T°C). Les inverses de pente des courbes de survie et de 

TDT donnent respectivement le temps de réduction décimal Dr et le coefficient de 

température z. 

6.-Dénombrements 

La plupart des dénombrements ont été effectués au bout de 48 heures. Cependant, sur 

quelques boîtes, on a pu observer une augmentation du nombre de colonies au-delà 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 BACTÉRIES DANS DES FILETS 

DE POISSON APRÈS TRAITEMENT THERMIQUE 

Sur le plan réglementaire,lors d'une conservation permanente comprise entre ooc et 

+3°C,les produits doivent rester conformes aux critères microbiologiques définis par l'arrêté du 

21 décembre 1979 pour les plats cuisinés à l'avance, jusqu'à 48 heures après la date limite de 

consommation (DLC),. 

La matière première utilisée est Je 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 1 5 est préparée. Cette suspension est utilisée pour l'étude de la 

microflore du poisson cru. 

Les traitements thermiques sont effectués à 60°C, les prélèvements sont faits à 

intervalle de temps très courts, en fonction de la bactérie, et l'expérimentation est arrêtée pour 

des concentrations d'environ 1 o3 à 1 o4 bactéries 1 g. 

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

1.- Analyse microbiologique 

En ce qui concerne les prélèvements effectués pour les analyses microbiologiques des 

produits crus, la démarche est la suivante : 20 g de produit à analyser sont prélevés stérilement 

et déposés dans un pot de 400 ml stérile. 80 ml de diluant sont ajoutés de manière à obtenir 

une solution mère 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 à 2°C. Après 

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 même 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 à vis ( 10 x 95), 

pour pouvoir par la suite effectuer des prélèvements. 

1 ,5 ± 0,1 g de produit broyé est réparti dans chaque tube stérile à l'aide d'une seringue, 

le volume de la suspension bactérienne est introduit à l'aide d'une pipette automatique, de façon 

à avoir environ 1 o6 bactéries /g, puis la suspension est mélangée à la chair du poisson. 

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

V.- ANALYSE ELECTROPHORETIOUE DES PROTÉINES 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 être stérilisés à 

l'autoclave à 1 05°C pendant 30 min. 

-L'ensemencement des fioles par 1 o6 bactéries 1 ml est effectué dans des conditions 

stériles et les fioles sont mises sous agitation pendant 16 h. 

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

-Le culot bactérien est récupéré dans un volume de 4 ml du milieu Fish et agité 

fortement pour avoir une suspension homogène. 

-2 ml sont mis dans les tubes TDT et les tubes sont scellés à la flamme. Les 2 autres ml 

sont conservés à 4°C. 

Les tubes sont ensuite complètement 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 no 11.2: Protocole d'extraction des protéines solubles totales 
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précipitation du surnageant dans du 
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-Staphylococcus aureus 1 0 min, à 60°C 

-Yersinia enterocolitica 14 min, à 60°C 

-Micrococcus varians 17 min, à 60°C 

-Enterococcus faecium 20 min, à 60°C 

-Pseudomonas paucimobilis 20 min, à 60°C. 

Dès 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 à 8000 g pendant 15 

min. Chaque culot obtenu est resuspendu dans 2 ml Tris-HCI 50mM pH8,0 et agité pour avoir 

une suspension homogène. Une nouvelle centrifugation pendant 10 min à 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 McKA Y (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 l'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 

(T2sE10 pH8,0) et agité fortement pour avoir une suspension homogène. 

-On ajoute ensuite 1 ml de lysozyme à 10 mg 1 ml, préparé dans le T25E10 pH 8,0 

et on incube 30 min au bain-marie à 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 à 

obtenir: l'action du lysozyme est remplacée par l'action mécanique de la presse de French. 

Cette dernière favorise la rupture des parois bactériennes et permet la libération du contenu 

cellulaire. 

-le culot bactérien est remis en solution dans 2 ml de T25E10 pH 8,0 et mis à 4°C. 

-Les bactéries sont alors lysées par deux passages en presse de French à 11000 psi 

(75845 kPa). La lyse cellulaire se traduit par l'obtention immédiate d'une solution visqueuse 

trouble homogène. 

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'après la technique de LOWRY et al., 1951, PETERSON, 1979, modifiée selon FIÉVERT

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 (à -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), f3-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. 

-Après précipitation, l'extrait est centrifugé (30000 g, 30 min, 4°C). Pour éliminer 

l'excès de TCA, le surnageant est éliminé et le culot est repris dans 2 ml de f3-mercaptoéthanol 

à 0,07 % (v/v) dans de l'acétone froid. Le culot est agité à l'aide d'un Vortex puis remis à 

précipiter à -20°C pendant 45 min. 

b.- solubilisation des protéines 

-Une nouvelle centrifugation est réalisée dans les mêmes conditions, le culot renfermant 

les protéines est placé sous vide pour éliminer l'acétone. Ce culot est repris dans le tampon de 

solubilisation "UKS" (tableau n° 1 , Annexe IV. 3 ) à raison de 20 à 40 J.d 1 1 00 à 150 Jlg de 

protéines. 
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-Après deux heures, une centrifugation (30000 g, 20 min, 22°C) permet d'avoir les 

protéines dans le surnageant. Elles sont alors conservées à -70 oc jusqu'à leur utilisation en 

électrophorèse. 

4.- Séparation des protéines par électrophorèse. (Electrophorèse bidimensionnelle) 

La séparation des protéines se fait en deux étapes et selon deux paramètres 

indépendants: 

-la charge électrique au cours de la première étape d'isoélectrofocalisation; 

-la masse moléculaire au cours de la 2ème étape d'electrophorèse en gel SDS. 

a.- Electrophorèse de première dimension ou isoélectrofocalisation (IEF) 

- préparation du gel 

Le gel de 1ère dimension contient des ampholines (molécules renfermant un nombre 

important de résidus polyamino-polycarboxyliques); l'application d'une tension de 1200 V est 

nécessaire pour permettre l'établissement d'un gradient de pH et la séparation des polypeptides 

jusqu'à leur point isoélectrique (pHi). 

L'isoélectrofocalisation est réalisée en gels cylindriques de polyacrylamide (15 cm de 

longueur et 1,5 mm de diamètre). 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 Ill d'ammonium persulfate (APS) à 10% et de 14 Ill 

de TEMED qui sont additionnés juste avant le remplissage par capillarité des tubes. 

Après une heure de polymérisation, les tubes sont placés dans le support de la cuve 

supérieure du système 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 à la cathode, la solution est auparavant dégazée une demi-heure afin 

d'éliminer le dioxyde de carbone (C02) qui pourrait nuire à 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 l'établissement du gradient 

du pH dans le gel (3W, voltage à 1200 V), cette étape est très importante pour la réussite de 

l'électrophorèse bidimensionnelle. 

- Electrophorèse 

Après la préfocalisation, les échantillons protéiques sont déposés au dessus des gels 

(1 00 à 150 jlg) ainsi que 1 à 2 Ill de bleu de bromophénol qui permet de suivre le front de 
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migration. De plus, 2,5 111 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 façon plus aisée les différents gels entre eux (Annex IV.3, Tableau n° 4). 

L'isoélectrofocalisation proprement dite est effectuée pendant 17 heures à 1200 V (dans 

les mêmes conditions que la préfocalisation). On achève la séparation en soumettant les gels à 

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 où leurs charges nettes s'annulent. 

Après la migration, les gels sont extraits des tubes par pression à l'aide d'une seringue 

remplie d'eau. Chaque gel est alors stocké à -70°C dans 500 111 du mélange d'équilibration 

préconisé par O'F ARRELL (1975), modifié par HILBERT et al. 1988 [Tris-HCL 0,5 M pH 

6,8 contenant du SDS à la concentration de 2,3 % et additionné de 50 J.Il d'une solution de bleu 

de bromophénol à 0,05% (rn/v)]. Ce dernier permettra d'apprécier la migration des protéines 

au cours de l'électrophorèse de 2ème dimension. 

b.-Electrophorèse de 2ème dimensiofb 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 chaînes polypeptidiques des protéines et leur 

confère la même charge électrique. 

L'électrophorèse de 2ème 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 première dimension (IEF) est ramené à 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 à 15 % dont la composition est donnée en Annexe IV. 3 (tableau n° 3); ce gel de 

séparation est obtenu après une polymérisation de 20 min. Les plaques sont alors fixées sur le 

support et l'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 à 350 V pendant 2 heures à 2,5 heures. 

Quand le front de migration (bleu de bromophénol) est arrivé à l'extrémité de la plaque, 

les gels de deuxième dimension sont démoulés et placés au moins 1 heure dans 200 ml d'un 

mélange éthanol à 50 % et acide acétique à 12 % additionné de 1 00 111 de formaldéhyde. Ce 
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traitement permet la précipitation des protéines dans le gel, ce qui les rend insolubles. Il 

autorise également l'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 IV.3 (tableau n° 6). 

-Pour éviter la perturbation de la révélation, l'acide acétique est éliminé par 2 lavages de 

30 min dans de l'éthanol à 50 % (v 1 v). 

-Pour améliorer la sensibilité et le contraste de la coloration, on a effectué une 

immersion dans du thiosulfate de sodium (0,2 g 11) pendant une minute. Un lavage de 3 x 20 

secondes à l'eau ultra pure permet ensuite d'éliminer le thiosulfate de la surface des· gels avant 

leur imprégnation à l'argent. 

-L'imprégnation argentique se fait durant 20 nün dans 200 ml d'une solution de nitrate 

d'argent (2 g 1 1) contenant 150 J.tl de formaldéhyde 3 7 %. Ce dernier permet d'améliorer le 

contraste et la sensibilité de la coloration. A la fin, les complexes protéines-nitrates d'argent 

formés sont indissociables, contrairement à ceux formés entre l'argent et le gel de 

polyacrylamide. 

-L'excès 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 11), de formaldéhyde (0,5 ml d'une solution à 37 %) et 

de thiosulfate ( 4 mg 1 1). C'est une étape délicate, car la durée de la révélation est variable selon 

la coloration désirée, mais en général, dès l'apparition des premiers spots protéiques, la 

solution est éliminée et remplacée par 150 ml du même révélateur. 

-La réaction est arrêtée par lavage à l'eau (1 min) des gels puis par immersion de ces 

derniers dans une solution d'éthanol à 50% contenant de l'acide acétique à 12% (v 1 v). 

-Les gels peuvent être conservés à 4°C dans de l'éthanol à 50 % pendant plusieurs 

semaines avant séchage. 

-Le séchage des gels se fait dans un bain de glycérol de 5 % (p/v) pendant 5 à 1 0 

minutes, afin d'éviter qu'ils ne craquèlent lors du séchage. Ils sont ensuite disposés entre 2 

feuilles de cellophane équilibrées de la même façon. 

Après 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, modèle 543). 
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6.- Lecture des gels 

La détermination des masses moléculaires des sous-unités protéiques est effectuée 

grâce aux marqueurs de protéines, en calculant le Rapport Frontal (R.F.) qui correspond à la 

migration des marqueurs protéiques connus. Après 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 

ÉTUDE CINÉTIQUE 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 à 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 à 3 7°C, en analysant en détail la croissance 

aux pH 6- 6,4- 7,2 et 8,2. 

- D'autre part, on a étudié le comportement de ces bactéries susceptibles d'être 

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 à 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 à un~ rupture de la chaîne du froid des produits à conserver. 

Dans tous les essais, la concentration bactérienne initiale est 1 o6 bactéries 1 ml. Aux 

basses températures, la phase stationnaire est appréciée par l'identité des valeurs de mesure de 

quelques prélèvements consécutifs sur des cultures. La mesure du pH est effectuée en début et 

en fin d'expérimentation. 

Les caractéristiques particulières de chaque courbe de croissance sont déterminées à 

l'aide du logiciel d'analyse numérique mis au point par LAURENT et DUQUENOY, 1993 : 

temps de latence (L0 ) et taux de croissance (J.t) sont obtenus automatiquement; cette méthode 

permet en outre un lissage de la courbe si nécessaire. 
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Les caractéristiques des courbes de croissance analysées en détails (3 7°C, 7°C et 2°C) 

sont données sous forme de tableau résumé. On a noté les valeurs de pH mesurées au début et 

à la fin de l'expérimentation, ainsi que les caractéristiques des courbes de croissance en 

fonction du pH du milieu : le taux de croissance (p.) est exprimé en heure-1 et le temps de 

latence (L0 ) 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. 
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I.- RECHERCHE DES CONDITIONS OPTIMALES DE CROISSANCE EN 

LABORATOIRE DES BACTÉRIES SÉLECTIONNÉES 

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 biophotomètre, à pH 

7,2 et à des températures situées entre 30 et 43°C; à titre d'exemple, on a précisé les 

caractéristiques de croissance à 37°C en fonction du p. 

1.- Enterococcus {aecium 

a.- Conditions optimale de croissance à pH 7,2 

Pour les températures étudiées (30°C, 37°C, 40°C et 43°C), on obtient des 

concentrations bactériennes finales supérieures à 1 o8 bactéries 1 ml. Dans le milieu Fish, la 

température optimale de croissance se situe entre 3 7°C et 40°C, le taux de croissance est 

maximal à 40°C : (1,045 ± 0,016) h-1 (tableau 111.1). Cependant, à 37°C, la concentration 

bactérienne obtenue en phase stationnaire est maximale (5,5.108 bactéries 1 ml) et le temps de 

latence est le plus court (figure 111.1 ). Dans des conditions normales, Enterococcus jaecium est 

capable de se développer jusqu'à 45°C (MUNDT, 1986), avec une température de croissance 

optimale à 37°C (MOL, 1971). 

Tableau n° lll.1 :Croissance d'Enterococcusfaecium entre 30°C et 43°C à pH 7,2. 

Température 30 37 40 43 
CC) 

Taux de 
0,338 ± 0,009 0,709 ± 0,011 1,045 ± 0,016 0,243 ± 0,012 

croissance (h-1) 

logN 8,73 8,74 8,68 8,51 
(bact. /ml) 

temps en heures 
20 pour atteindre N 11 9 28 

Les résultats obtenus concordent avec la bibliographie; cette température de 3 7°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 à 37°C 

A cette température, on a étudié différentes cultures à des pH compris entre 4,6 et 

8,2; on n'a pas noté de croissance à des pH inférieurs à 5 pour une période de 24 heures (figure 

III.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 même temps que le pH (tableau II1.2). 

Le temps de latence est inférieur à 1 heure entre pH 6 et 8,2 , il est par contre plus long pour 

des pH inférieurs à 6 et il est d'environ 2 heures à pH 5 (figure III.l ). A la fin de la 

manipulation, les pH mesurés sont supérieurs aux pH initiaux, sauf pour le pH 8,2 où il ne 

vane pas. 

pH 

Tableau n° 111.2: Cinétique de croissance d'Enterococcusjaecium en milieu Fish, 

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

pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (h) 

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 

7,2 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 delà de pH 8,2, étant donné qu'à des pH 

supérieurs, le milieu Fish précipite après stérilisation à 1 05°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 à des pH de l'ordre de 9,2 en milieu tryptose montrent bien qu'Enterococcus 

faecium est capable de se développer dans des zones de pH alcalin pouvant aller jusqu'à pH 9,6 

(F ACKLAM et WILKINSON, 1981; LECLERC, 1989). 

A 3 7°C, en milieu Fish, il est souhaitable de cultiver Enterococcus faecium entre pH 

7,2 et 8,2. 

2.- Staphvlococcus aureus 

a.- Conditions optimales de croissance à 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 à 40°C (1,43 ± 0,007) h-1et le plus bas est à 30°C 

(0,298 ± 0,002) h-1. A 37°C, on obtient la concentration maximale en 24 heures (7,6.108 

bactéries 1 ml). Elle atteint pour le même pH 6,2.108 bactéries 1 ml à 40°C (tableau 111.3). 
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Staphylococcus aureus est capable de se développer jusqu'à 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 à 39,4°C. 

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

Température 30 37 40 43 
(oC) 

Taux de 
0,298 ± 0,002 0,971 ± 0,011 1,429 ± 0,007 0,377 ± 0,010 

croissance (h-1) 

logN 8,83 8,88 8,78 8,58 
(bact. /ml) 

temps en heures 
pour atteindre 19 10 8 16 

N 

3 7°C semble être 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 à 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 à pH 4,6 pour une période 

de 24 heures (Figure III. 2). C'est à pH 7,2 que la concentration bactérienne finale est 

maximale (7,6. 108 bactéries 1 ml ) et que le temps de latence est nul (Tableau III.4). Les 

travaux de MAGRINI et al., 1983, montrent que Staphylococcus aureus résiste à des pH 

jusqu'à 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 à des pH 

extrêmes, jusqu'à 4,2 et 9,3, mais avec un optimum de croissance situé entre 6,8 et 7,5. 
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Tableau n° III.4 : Résultats de l'étude cinétique de Staphylococcus aureus en milieu Fish, à 

3 7°C, pendant 24 heures, à différents pH 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) Coefficient de latence (L0 } (bact. /ml) 

d'expérience corrélation r (h) 

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 à pH 7 ,2, il augmente avec la baisse 

du pH pour atteindre 5 heures à pH 5,5 (figure 111.2). 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 être réalisée sur milieu Fish à 

37°C et à pH 7,2. 

3.- Yersinia enterocolitica 1 

a.- Conditions optimales de croissance à pH 7.2 

Dans cette étude, on a trouvé que la température optimale de croissance se situe à 

3 7°C. Au pH 7 ,2, la concentration bactérienne finale est maximale (7, 1.1 o8 bactéries 1 ml après 

24 heures de culture). Le taux de croissance le plus élevé est à 3 7°C et le taux le plus bas est 

rencontré à 30°C et 43°C (tableau 111.5). Les pH mesurés en fin cfexpérience augmentent. 

OREFICE et al., 1989, ont mis en évidence que Yersinia enterocolitica est capable de se 

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

Par la suite, la température de 3 7°C a été sélectionnée pour la culture de cette bactérie. 
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Tableau n° III.5 : Croissance de Yersinia enterocolitica 1 entre 30 et 43°C à pH 7,2. 

Température 30 37 40 43 
(OC) 

Taux de 0,309 ± 0,002 0,996 ± 0,020 0,590 ± 0,005 0,306 ± 0,010 
croissance (h-1) 

logN 8,81 8,85 8,84 8,54 
(bact. /ml) 

temps en heures 
21 12 15 20 pour atteindre N 

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

A 3 7°C, il y a absence de toute croissance en-dessous du pH 5. Yersinia enterocolitica 

1 présente l'optimum de croissance à pH 7 ,2. Entre les pH 6 et 8,2 le temps de latence est plus 

court (inférieur à 1 heure) alors qu'il est plus long à des pH inférieurs à 6 et qu'il atteint 5 

heures à pH 5,5 (Figure III.3). 

Tableau 111.6 :Résultats de l'étude cinétique de Yersinia enterocolitica 1 en milieu Fish, 

à 3 7°C, pendant 24 heures, à différents pH 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) Coefficient de latence (L0 ) (bact.s /ml) 

d'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 

7,2 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, à pH 7,2, le taux de croissance est élevé, il est de (0,996 ± 0,02) h-1, la 

population bactérienne est maximale (7, 1.108 bactéries 1 ml) (Tableau 111.6). ABER et aL, 

1989, rapportent dans leurs travaux que Yersinia enterocolitica est capable de se multiplier 

entre pH 5 et 9 avec un optimum à 7-8. 
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Pour cette bactérie, au laboratoire, la température de 3 7°C sera utilisée par la suite 

pour la culture dans le milieu Fish. 

4. Yersinia enterocolitica 2 

a.- Conditions optimale de croissance à pH 7,2 

Yersinia enterocolitica 2 se développe jusqu'à 43°C; la concentration bactérienne finale 

dénombrée est toujours supérieure à 108 bactéries 1 ml. A pH 7,2, cette concentration est 

maximale en fin de croissance, elle est de l'ordre de 8,9.108 bactéries 1 ml (Tableau III.7). La 

zone optimale de croissance se situe entre 37°C et 40°C, et l'on a obtenu la même 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 

expérimentales obtenues, elle se situe entre 28°C et 30°C, mais ils ont également montré que 

cette bactérie peut se développer jusqu'à 42°C. 

Tableau no III. 7 : Croissance de Yersinia enterocolitica 2 entre 30 et 43°C à pH 7,2. 

Température 30 37 40 43 
(oC) 

Taux de 0,434 ± 0,004 0,611 ± 0,005 0,715 ± 0,006 0,297 ± 0,009 
croissance (h-1) 

logN 8,91 8,95 8,84 8,55 
_(bact. /ml) 

temps en heures 
20 pour atteindre N 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 très important; le comportement de ces 2 souches est à 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 l'on aie des souches bien adaptées à cette 

température de 3 7°C. 

b.- Exemple: détermination des caractéristiques de croissance à 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 à pH 5 (Figure III.4). C'est à pH 7,2 que la 
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concentration bactérienne finale est maximale (8,9.108 bactéries 1 ml), mais c'est à pH 6,4 que 

le taux de croissance est le plus élevé (0,971 ± 0,007) h-1 (Tableau III.8). 

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

à 37°C, pendant 24 heures, à différents pH 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience 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 

7,2 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 à des pH jusqu'à 4,6, sans réduction de la croissance, 

mais avec un optimum dans la zone allant de pH 6,4 à pH 7,2. La température de 37°C est 

sélectionnée pour la culture en milieu Fish de cette bactérie en laboratoire. 

5.- Micrococcus varians 

a.- Conditions optimales de croissance à pH 7.2 

Micrococcus 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 1 ml à 37°C. On obtient la même concentration bactérienne 

finale à 30°C, mais avec un taux de croissance moins important (tableau 111.9). SCHLEIFER et 

al., 1981, ont observé queMicrococcus varians a un optimum situé entre 25°C et 37°C. 

La température de 37°C peut être une température convenable pour la culture en milieu 

Fish de Micrococcus varians en laboratoire. 
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Tableau n° ITI.9: Croissance deMicrococcus varians entre 30 et 43°C à pH 7,2. 

Température 30 37 40 43 
(oC) 

Taux de 
0,429 ± 0,004 0,928 ± 0,008 0,747 ± 0,004 0,312 ± 0,005 

croissance (h-1) 

logN 8,84 8,84 8,73 8,43 
(bact. /ml) 

temps en heures 
21 12 14 26 _gour atteindre N 

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

A pH 7,2, la concentration bactérienne maximale est de 6,9.108 bactéries 1 ml, mais 

l'optimum de croissance se situe dans la zone de pH 6,4-8,2. Le taux de croissance baisse à 

partir du pH 6; en dessous de pH 5,5, la croissance est ralentie, voire absente à pH 4,6 (Figure 

IIT.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 à pH 5,5. 

3 7°C est effectivement une température convenable, à retenir pour la culture en milieu 

Fish de cette bactérie en laboratoire. 

Tableau no 111.10 : Cinétique de croissance de Micrococcus varians en milieu Fish, à 37°C, 

pendant 24 heures, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (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 à pH 7,2 

C'est à 37°C que l'on constate une croissance optimale de Pseudomonas paucimobilis. 

A 37°C, la concentration bactérienne maximale est égale à 109 bactéries 1 ml, et l'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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bien que les Pseudomonas sont capables de se développer jusqu'à 43°C. Il faut toutefois 

remarquer que d'après le BERGEY'S Manual, Pseudomonas paucimobilis ne peut pas être 

cultivé à 42°C. 

Tableau no 111.11 : Croissance de Pseudomonas paucimobilis entre 30 et 43°C, à pH 7,2. 

Température (°C) 30 37 40 43 

Taux de croissance 
0, 755 ± 0,001 1,257 ± 0,010 0,966 ± 0,011 0,289 ± 0,010 

(h-l) 

logN 8,78 9,00 8,72 8,56 
(bact. /ml) 

temps en heures 
24 Il 14 28 _Q_our atteindre N 

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

A pH 7 ,2, on obtient la concentration bactérienne maximale de 1.1 o9 bactéries 1 ml et 

un taux de croissance de (1,257 ± 0,010) h-1. A pH 6,4, on a le même taux de croissance, mais 

la population bactérienne finale est de 60% inférieure (Tableau 111.12). 

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 à pH 5,5 (figure III.6) 

Tableau n° III.12 : Résultats de l'étude cinétique de Pseudomonas paucimobilis en milieu Fish, 

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

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (h) 

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 premières 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 V AN 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 à 

des températures supérieures ou égales à 30°C. La validité de ces coefficients est toujours 

estimée supérieure ou égale à 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 

manière à 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 dernières vont être dégradées par les bactéries pour donner des amines diverses 

et du NH3, entraînant une augmentation du pH (RAGUENES, 1988). 

Entre 30 et 43°C, l'ensemble des souches bactériennes étudiées se multiplient pour des 

pH compris entre 5 et 8,2; à des pH voisins de 4,6, il y a absence totale de croissance en milieu 

Fish. On note cependant qu'à ce pH, ces bactéries résistent, puisque la concentration 

bactérienne finale reste de l'ordre de 1 o6 bactéries 1 ml. La comparaison de l'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 à des pH inférieurs à 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 à des températures allant de 20°C à 45°C, avec un 

optimum à 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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ll.- COMPORTEl\IENT AUX BASSES TEl\IPÉRATURES DES BACTÉRIES 

SÉLECTIONNÉES 

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 à 7°C, 5°C et jusqu'à 2°C, 

dans le milieu Fish. On a pu ainsi déterminer la durée permettant un développement à basse 

température. Le choix de la température de 2°C est fonction des normes de l'Arrêté de 1974 

concernant les produits réfrigérés, qui doivent être conservés à des températures comprises 

entre 0°C et 3°C (Annexes II-III). 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 à 2°C et à 7°C: 2°C pour son intérêt dans la 

conservation des produits alimentaires, et 7°C comme température facilement atteinte si la 

chaîne du froid n'est pas respectée à un moment ou à un autre entre la production et la 

consommation du produit. 

En l'absence d'un système de refroidissement dans le biophotomètre, on a utilisé une 

table d'agitation horizontale pour les températures inférieures à 30°C, et les cultures ont été 

faites dans des chambres tempérées réglées à la température souhaitée. 

1.- Enterococcus {aecium. 

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

Dès la température de 2°C, on observe une croissance d 'Enterococcus jaecium. 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 à 37°C. 

On obtient des concentrations bactériennes finales supérieures à 1 o8 bactéries 1 ml 

(tableau III.13), mais avec des durées de phases différentes (Figure III. 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 même concentration (tableau III.l3). 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 

particulièrement à 2°C (HUI, 1991 ). 
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Tableau n° III.13 :Croissance d'Enterococcusfaecium dans la zone de réfrigération à pH 7,2. 

Température 2 5 7 
ecJ 

Taux de 
0,017 ± 0,007 0,030 ± 0,005 0,041 ± 0,007 

croissance ( h-1) 

logN 8,74 8,65 8,36 
(bact. /ml) 

temps en jours 
43 13 7 pour atteindre N 

b.- Caractéristiques de la croissance à 2°C 

A cette température, aucune croissance significative n'a été détectée à des pH inférieurs 

à 5,5, mais la population bactérienne a été capable de survivre plus de 90 jours. Cependant, à 

pH 4,6, seule une faible partie de la population a résisté dans ces conditions extrêmes. A pH 

8,2, le démarrage de la croissance est très difficile, avec une phase de latence de près de 1 0 

jours, et une phase exponentielle de 20 jours; le taux de croissance est de (0,008 ± 0,005) h-1 

(figure III. 7). A pH 7,2, on a eu la même concentration finale qu'à 37°C (5,5.108 bactéries /ml) 

mais avec des durées très différentes. 

Tableau n° III.14: Cinétique de croissance d'Enterococcusfaecium en milieu Fish, à 2°C, 

pendant 90 jours, à différents pH 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 

d'expérience corrélation r (J) 

6 6,20 0,010 ± 0,005 0,976 9,31 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 très faible et à des pH inférieurs à 6, elle est quasiment absente en 

dessous de pH 5. A pH 4,6, la population bactérienne baisse considérablement, elle passe de 

106 à 1,3.103 (figure III.7). 

Si le temps de latence est de quelques minutes à 3 7°C, il est ici de plusieurs jours 

(figure III.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 à 10 jours pour les cultures effectuées (Tableau III.l4). 
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c.- Caractéristiques de la croissance à 7°C 

A la température de 7°C, on n'a pas noté de croissance à des pH inférieurs à 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 à celle obtenue dans des conditions optimales croissance à 3 7°C. 

Tableau n° III.15 : Cinétique de croissance d'Enterococcusfaecium en milieu Fish, 

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

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (J)_ 

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 

à 108 bactéries 1 ml., le temps de latence dépend du pH (il est de 16 heures à pH 7,2 et de deux 

jours et demi à pH 8,2). Le pH mesuré à la fin de l'expérimentation augmente. 

2.- Staphvlococcus aureus 

a.- Croissance à pH 7.2 aux températures de 2°C. soc 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 III.16). Cependant, il a 

fallu beaucoup plus de temps à ces cultures pour atteindre ces concentrations (90 jours au lieu 

de 1 jour). Les températures de réfrigération retardent la croissance des micro-organismes, 

même chez les psychrotrophes, qui se développent lentement à basse température (HUI, 1991). 
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Figure n° 111.9 : courbes de croissance de Staphy/ococcus aureus pour différents pH sous 
agitation à 2°C en milieu Fish. 
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Tableau n° III.16 : Croissance de Staphylococcus aureus dans la zone de réfrigération à pH 7 ,2. 

Température 2 s 7 
(oC) 

Taux de 
0,017 ± 0,006 0,029 ± 0,003 0,060 ± 0,003 

croissance (h-1} 

logN 8,SS 8,S6 8,SO 
(bact. /ml) 

temps en jours 
47 16 7 pour atteindre 

N 

Aux températures de soc et 7°C, les concentrations finales les plus élevées ont été 

également trouvées à pH 7,2. Elles sont de 3,2.108 bactéries 1 ml à 7°C en 10 jours et 3,6.108 

bactéries 1 ml à soc en 30 jours (tableau Ill.16). 

b.- Caractéristiques de la croissance à 2°C 

Les durées des différentes phases de croissance sont très allongées. Le temps de latence 

dépend du pH de la culture (allant de S à 9 jours environ) (figures 111.9 & III.l 0). 

Staphylococcus aureus ne se développe ni à pH 8,2, ni à des pH inférieurs à 6. 

Tableau n° 111.17 : Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus en milieu Fish, 

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

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 

d'expérience corrélation r (.1) 

6 6,13 0,016 ± 0,009 0,983 9,40 7,18 

6,4 6,S8 0,019 ± 0,010 0,982 7,11 8,60 

7,2 7,37 0,017 ± 0,009 0,973 4,9S 8,7S 

En dessous de pH 6, le développement de Staphylococcus aureus est limité, et la 

population finale chute aux pH 4,6 et S. A pH 4,6, il y a une baisse de 106 bactéries 1 ml 

jusqu'à 3.1 oS bactéries 1 ml pour une durée de 90 jours. Le taux de croissance chute 

rapidement aux températures de réfrigération -et la croissance est très faible. 
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c.- Caractéristiques de la croissance à 7°C 

A cette température, la multiplication de Staphylococcus aureus est ralentie en 

comparaison avec les résultats à 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 à 3 7°C. 

Tableau n° III.18 : Cinétique de croissance de Staphylococcus aw·eus en milieu Fish, à 7°C, 

pendant 10 jours, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial final max. (h-1) 
Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
corrélation r U) 

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 à 6, la croissance est très faible, et elle est quasiment nulle à pH 

4,6. Le temps de latence est inférieur à 2 jours pour des cultures effectuées entre pH 6 et 8,2; 

si la croissance bactérienne est supérieure à 108 bactéries 1 ml entre pH 6,4 et pH 7,2, elle 

baisse sensiblement pour les autres pH étudiés (Tableau III.18). 

3.- Yersinia enterocolitica 1 

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

Yersinia enterocolitica 1 se développe à des températures de réfrigération (2 à 7°C); 

pour ces zones de températures, il y a un retard de croissance et les bactéries se développent 

très lentement. On obtient des concentrations bactériennes finales proches des conditions 

optimales de croissance, mais avec des durées très différentes ( 1 jour à 3 7°C et plusieurs 

semaines à 2°C) (tableau 111.19). Plusieurs travaux ont montré que Yersinia enterocolitica est 

capable de se développer à des températures basses; ST ANFIELD et al., 1985, ont obtenu un 

développement lent de Yersinia enterocolitica jusqu'à des températures proches de+ 1 °C. 
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Tableau n° 111.19 : Croissance de Yersinia enterocolitica 1 dans la zone de réfrigération à pH 7,2. 

Température 2 5 7 
(oC) 

Taux de 0,015 ± 0,005 0,057 ± 0,011 0,073 ± 0,006 
croissance (h-1) 

logN 8,47 8,44 8,84 
(bact. /ml) 

temps en jours 
46 8 6 pour atteindre 

N 

b.- Caractéristiques de la croissance à 2°C 

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

différentes phases de croissance sont très allongées, leurs durées passent à plusieurs jours. A 

pH 8,2, on n'a pas observé de croissance significative (figure 111.11 ). 

Tableau n° 111.20 : Cinétique de croissance de Yersinia enterocolitica 1 en milieu Fish, 

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

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 

d'expérience corrélation r (J) 

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 à 5, la croissance est quasiment absente. A pH 4,6, la concentration 

bactérienne initiale est passée de 1 o6 bactéries 1 ml à 1 o3 bactéries 1 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 à (0,0 15 ± 0,005) h-1. 

c.- Caractéristiques de la croissance à 7°C 

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

croissance chutent, comparés à la croissance à 3 7°C. Le temps de latence est plus long et 

81 



dépend du pH de la culture (allant de 12 heures à 28 heures pour des pH entre 6 et 8,2) 

(Tableau III.21). 

Tableau n° III.21 : Cinétique de croissance de Yersinia enterocolitica 1 en milieu Fish, à 7°C, 

pendant 10 jours, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (./) 

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 à des pH inférieurs à 5, et les temps de latence s'allongent 

avec la diminution du pH (figure III.l2). A pH 6, en particulier, la population bactérienne 

totale est presque identique à celle obtenue à 37°C (environ 2.108 bactéries 1 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 à 2°C pour atteindre la même 

concentration bactérienne qu'à 37°C. 

4.- Y ersinia enterocolitica 2 

a.- Croissance à 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 à celles 

obtenues dans les conditions optimales de croissance à 37°C (tableau III.22). Cependant, dans 

ces conditions défavorables, il a fallu plusieurs jours ou plusieurs semaines pour atteindre la 

même concentration. Yersinia enterocolitica est un psychrotrophe qui se développe aux 

températures de réfrigération (McMULLEN, 1989). Comme déjà mentionné, STANFIELD et 

al., 1985, ont obtenu un développement lent de Yersinia enterocolitica jusqu'à des 

températures proches de + 1 oc. 
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Figure n° 111.13 : courbes de croissance de Yersinia enterocolitica 2 pour différents pH 
sous agitation à 2°C en milieu Fish. 
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Tableau n° III.22: Croissance de Yersinia enterocolitica 2 dans la zone de réfrigération à pH 7,2. 

Température 2 5 7 
ec) 

Taux de 0,063 ± 0,001 0,084 ± 0,009 0,096 ± 0,008 
croissance (h-1) 

logN 8,90 8,89 8,93 
(bact. /ml) 

temps en jours 
46 8 6 pour atteindre 

N 

b.- Caractéristiques de la croissance à 2°C 

Le développement est très faible à cette température, les phases de latence et les phases 

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

Tableau n° 111.23 : Résultats de l'étude cinétique de Yersinia enterocolitica 2 en milieu Fish, 

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

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r U) 

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 7,31 0,0063 ± 0,001 0,999 9,42 8,91 

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

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

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

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

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

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

croissance très allongées. A pH 8,2, il n'y a aucune croissance (Figure 111.13). 
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c.- Caractéristiques de la croissance à 7°C 

A cette température, malgré une concentration bactérienne importante au bout d'une dizaine de 

jours, Yersinia enteroco/itica 2 se développe lentement; la phase de latence est d'au moins une 

demi-journée (tableau III.24). La phase exponentielle est allongée, elle dure plusieurs jours. 

Tableau n° III.24 : Cinétique de croissance de Yersinia enterocolitica 2 en milieu Fish, 

à 7°C, pendant 10 j, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (.1) 

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 à 1 o8 bactéries 1 

ml. A pH 7 ,2, la population finale est inférieure de 5 % seulement au meilleur résultat obtenu à 

37°C, mais pour une durée de plusieurs jours. La croissance bactérienne est très faible à des 

pH inférieurs à 6. 

5.- Micrococcus varians 

a.- Croissance à 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 très allongées, on obtient des concentrations bactériennes supérieures à 1 o8 

bactéries 1 ml, du même ordre que les concentrations obtenues dans les conditions normales de 

développement à 37°C. Cependant, à 2°C, il a fallu plusieurs jours pour atteindre la même 

concentration (90 jours) (Figure III.l5). Cet allongement de la durée des phases peut 

s'expliquer par le fait qu'à ces températures, le métabolisme bactérien est ralenti. Micrococcus 

varians est une bactérie mésophile capable de se développer à des températures basses (HUI, 

1991). 
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Figure n° 111.15 : courbes de croissance de Micrococcus varians pour différents pH sous 
agitation à 2 °C en milieu Fish. 
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Tableau III.25: Croissance deMicrococcus varians dans la zone de réfrigération à pH 7,2. 

Température 2 5 7 
(oC) 

Taux de 
0,003 ± 0,001 0,045 ± 0,007 0,101 ± 0,007 

croissance (h-1) 

logN 8,14 8,40 8,39 
(bact. /ml) 

temps en jours 
49 10 6 pour atteindre 

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 à 7°C (Tableau 111.25). Les pH des cultures mesurés en 

fin d'expérimentation ont augmenté sensiblement, quel que soit le pH initial. 

b.- Caractéristiques de la croissance à 2°C 

Aux températures de réfrigération, les temps de latence sont plus longs, de l'ordre de 

plusieurs jours à 2°C (figure III.16). La concentration bactérienne finale est légèrement 

inférieure au résultat optimal obtenu à 37°C. Il semble qu'à pH 6,4, on a l'optimum de 

croissance à cette température. A pH 8,2, absence de croissance bactérienne : la concentration 

bactérienne a baissé, elle passe de 2.106 bactéries 1 ml à 7,6.104 bactéries 1 ml en 90 jours 

(figure 111.15). 

Tableau n° 111.26 : Cinétique de croissance de Micrococcus varians en milieu Fish, à 2°C, 

pendant 90 jours, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (./) 

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 

7,2 7,46 0,003 ± 0,001 0,999 5,61 8,14 
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Aux autres pH, les différentes phases de crmssance sont plus longues que celles 

obtenues aux températures plus élevées. A pH 6, le démarrage de la croissance est très difficile, 

avec une phase de latence de 9,96 jours et une phase exponentielle de 35 jours (Figure III.15). 

A des pH inférieurs à 5,5, on constate au cours du temps une diminution de la concentration 

bactérienne de départ (Figure III.15). 

c.- Caractéristiques de la croissance à 7°C 

A cette température, Micrococcus varian.., se développe lentement, les différentes 

phases de croissance sont plus allongées que celles observées à 3 7°C. Entre pH 6 et 8,2, la 

concentration bactérienne finale reste importante par rapport aux cultures effectuées à 3 7°C. 

Aux pH 7,2 et 8,2, les concentrations finales ne diminuent que de 5 % ; à pH 6,4, la 

concentration bactérienne finale est inférieure de 11 % et à pH 6, la population finale diminue 

de 15 % (Tableau III.27). 

Tableau III.27 : Cinétique de croissance de Micrococcus varians en milieu Fish, à 7°C, 

pendant 10 jours, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (J) 

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 à pH 7,2 

à 30 heures environ à pH 6. A des pH inférieurs à 6, la croissance bactérienne baisse et devient 

nulle à pH 4,6. 

6.- Pseudomonas paucimobilis 

a.- Croissance à 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 à 3 7°C 

(tableau III.28). La différence n'est donc pas significative, mais pour atteindre cette même 

concentration, il a fallu plusieurs jours à 7°C, et plusieurs semaines à 2°C (figure III.17). 

Pseudomonas paucimobilis est un psychrotrophe qui se développe à des températures de 
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Figure n° 111.17 : courbes de croissance de Pseudomonas paucimobilis pour différents pH 
sous agitation à 2°C en milieu Fish. 
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réfrigération (HUI, 1991 ); à ces températures, il y a retard d'activité enzymatique et le 

développement est lent. 

Tableau III.28 : Croissance de Pseudomonas paucimobilis dans la zone de réfrigération à pH 7 ,2. 

Température 2 5 7 
ecJ 

Taux de 
0,021 ± 0,006 0,044 ± 0,012 0,095 ± 0,012 

croissance ( h-1) 

logN 8,65 8,89 8,82 
(bact. /ml) 

temps en jours 
50 9 4 pour atteindre 

N 

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

capables de se développer jusqu'à 4 oc. Les observations faites dans cette étude permettent de 

constater que Pseudomonas paucimobilis est capable de se multiplier à 2°C, mais il a été 

rapporté dans le BERGEY'S Manual que Pseudomonas paucimobilis ne peut pas être cultivé à 

5°C. 

b.- Caractéristiques de la croissance à 2°C 

A cette température, la croissance est faible, elle est absente à des pH inférieurs à 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 

conservés à 4°C, apparaît avant toute autre bactérie de contamination. 

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

pendant 90 jours, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) Coefficient de latence (L0 ) (bactéries 

d'expérience corrélation r (J) 
/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 8,2, il n'y a pas eu de croissance et la population bactérienne a baissé à la fin de 

l'expérimentation (figure III.17). Le pH final des cultures, mesuré en fin d'expérimentation, 

augmente sensiblement. 

c.- Caractéristiques de la croissance à 7°C 

La diminution de la concentration bactérienne finale dépend du pH, elle est de l'ordre 

de 35 à 40 % du meilleur résultat obtenu à 37°C; le temps de latence passe de quelques 

minutes à 3 7°C à une dizaine d'heures à 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 III.30). 

Tableau n° III.30 : Cinétique de croissance de Pseudomonas paucimobilis en milieu Fish, à 

7°C, pendant 1 0 jours, à différents pH. 

pH pH Taux de croissance temps de logN 

initial en fin 
max. (h-1) 

Coefficient de latence (L0 ) (bact. /ml) 
d'expérience corrélation r (J) 

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 à fait acceptable puisque les 

valeurs moyennes des coefficients de corrélation étaient de 0,980 ± 0,023 pour les cultures 

incubées à des températures comprises entre 2°C et 7°C. La validité de ces coefficients est 

toujours estimée supérieure ou égale à 0,95 %. 

Toutes les bactéries étudiées sont capables de se développer jusqu'à des températures 

de + 2°C et présentent des comportements voisins aux basses températures. On a noté qu'à 

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 

l'évolution de la croissance en fonction des différents pH de culture montre que l'augmentation 

de la phase de latence est beaucoup plus importante pour les pH inférieurs à 6 ou voisins de 

8,2. 

Pour Enterococcus jaecium, on note à 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, à 2°C, on note surtout l'absence de croissance à pH 

8,2 et aux pH inférieurs à 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 très lentement, avec une période de latence d'au moins 10 jours; 

aucune croissance n'a été détectée à des pH inférieurs à 6. Micrococcus varians se développe 

lentement à 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 dû à la baisse de la température, et 

d'une absence de croissance à des pH inférieurs à 5,5. A ces basses températures, parmi les 6 

bactéries testées à 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 contrôles 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 même façon. En pratique, l'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 à des pH situés aux pH limites 

(inférieurs à 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 après traitement thermique, et 

qui pourraient se développer si le froid n'était pas immédiatement appliqué après cuisson, ou 

encore si la chaîne du froid, de ce moment jusqu'à 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 à 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 à la tomate (donc à pH acide) 

présente un risque moindre par rapport à une sauce crème (LEGRAND et al., 1978). Il n'est 

pas surprenant qu'une grande partie des plats cuisinés à sauce (les 2/3) soient des plats à sauce 

tomate. Ceci amène à penser qu'il faut encourager davantage la préparation, soit de plats sans 

sauce (car les contrôles d'hygiène montrent qu'ils sont moins souvent contaminés), soit de plats 

à base de sauce tomate. 
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Chapitre 2 

ÉTUDE DE LA THERMORÉSISTANCE 



Chapitre 2 
. ~ 

ETUDE EXPERIMENTALE DE LA TBERMORESISTANCE 

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

Etant donné le pH du poisson (6,1 à 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 l'évolution du paramètre de résistance à la chaleur pour chaque bactérie est 

effectué au moyen de tubes IDT 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 même milieu Fish, mais gélosé, qui a été utilisé après 

les chocs thermiques pour le dénombrement des bactéries. 

Le dispositif utilisé pour ces expériences a été décrit par CHEPTEL, 1963, et utilisé par 

MULAK, 1990. Il consiste à immerger les tubes TDT contenant les bactéries dans un bain 

d'eau thermostaté à ± 0, 1 oc pendant des temps variables, dans la gamme des températures 

comprises entre 52°C et 68°C . Le chauffage des bactéries est arrêté en plongeant brutalement 

les tubes TDT dans un bain d'eau froide (4°C max.). 

L'exploitation de l'étude de la thermorésistance est effectuée sous forme de courbes et 

tableaux: 

- chaque courbe de survie est accompagnée d'un tableau résumé où l'on a noté les 

caractéristiques des droites de régression : a représente la pente de la droite et b l'ordonnée à 

l'origine. On a également noté le nombre d'observations m, les coefficients de corrélation r, et 

les temps de réduction décimale Dr; 

Chaque courbe de destruction thermique (courbes de TDT) est accompagnée d'un 

tableau où 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 été dénombrés sur milieu Fish et l'incubation a été 

réalisée à 3 7°C pendant 72 heures. 
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Figure ID.19: Enterococcu'lfaecium 

Courbes de survie dans le milieu Fish. 
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1.- Enterococcus (aecium 

Les résultats de l'étude du traitement thermique d'Enterococcus jaecium sont donnés 

figures III. 19 à 21 et tableaux III. 31 à 3 3. 

Les valeurs de z d'Enterococcus jaecium ne différent pas significativement, pour le 

risque 5%, dans les deux milieux. Les valeurs de z d'Enterococcusfaecium 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, à 64°C, il faut 2,5 minutes pour réduire de 90% la population 

d'Enterococcusjaecium 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 à ceux la 

présente étude, on constate qu'il faut à peu près le même 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 à celle trouvée ici. 

En ce qui concerne les valeurs de z, on a trouvé la même valeur dans les deux milieux 

(z= 9,6°C). Cette valeur est supérieure à celle obtenue dans les travaux de MULAK, où z = 

5, 7°C dans le tampon phosphate, 4°C dans le lieu Noir et soc 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 jaecium dans les pâtés 

de thon, de homard et de poisson blanc, ils ont trouvé des valeurs de DT comprises entre 10,5 

et 11,5 minutes, supérieures à celles obtenues ici (6,46 minutes en milieu Fish et 4,8 minutes en 

tampon phosphate).Ils ont trouvé des valeurs de z voisines de 7°C. 

D'après l'ensemble de ces résultats, la thermorésistance d'une même bactérie peut varier 

d'un milieu à l'autre. 
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Figure III.20 : E11terococcus faecium 

Courbes de survie dans le tampon phosphate. 
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Figure Ill.21 : Enterococcus faecium 

Courbes de destruction thennique. 
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Figure Ill.22 : Staphylococcus aureus 

Courbes de survie dans le milieu Fish. 
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2.- Staphvlococcus aureus 

Les résultats de l'étude du traitement thermique de Staphylococcus aureus sont notés 

figures III 22 à 24 et tableaux 111.34 à 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 à la température de 

59°C. Staphylococcus aureus est donc plus thermorésistant dans le milieu Fish que dans le 

tampon phosphate aux températures strictement supérieures à 59°C. 

Les temps de réduction décimale à 60°C, déterminés à 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 à celles déterminées par SPENCER ( 196 7) dans diverses volailles. Celui-ci a en 

effet obtenu des temps de réduction décimale à 60°C compris entre 2,2 et 5,45 minutes. 

Les valeurs de z sont plus ou moins différentes puisque l'on a obtenu des valeurs variant 

de 6,2 à 1 0,3°C et SPENCER,des valeurs comprises entre 5 et 6,83°C. 

Les valeurs de D6o 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 D6o 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 ill.25 : Yersinia enterocolitica 1 
Courbes de survie dans le milieu Fish. 
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3.- Yersinia enteroco/itica 

3.a.- Yersinia enterocolitica 1 

Les résultats de l'étude du traitement thermique de Yersinia enterocolitica 1 sont 

donnés figures III.25 à 27 et tableaux III.37 à 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 à 

56,7°C. 

Les temps de réduction décimale à 60°C, déterminés à 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 étudié la thermorésistance de cette souche dans le tampon 

phosphate, dans le lieu noir et dans la terrine de poisson, elle a obtenu des valeurs D6o 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 à 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 soc 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 à 60°C pour éliminer toute la population de Yersinia enterocolitica. 

FRANCIS et al., 1980, ont étudié 21 souches de Yersinia enterocolitica et des espèces 

apparentées dans du lait, ils ont obtenu des valeurs comprises entre 0, 7 et 17,0 secondes pour 

réduire de 90 % la population à 62,8°C. 
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Figure III.26 : Yersinia enterocolitica 1 

Courbes de survie dans le tampon phosphate. 
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Figure ll.27 : Yersinia enterocolitica 1 
Courbes de destruction thermique. 
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Figure III.28 : Yersinia enterocolitica 2 
Courbes de survie dans le milieu Fisb. 
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3.b.- Yersinia enterocolitica 2 

Les résultats de l'étude du traitement thermique de Yersinia enterocolitica 2 sont 

donnés figures IIL28 à 30 et tableaux III.40 à 42. 

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

pendant 72 heures. 

Les valeurs de z de Yersinia enterocolitica 2 ne diffèrent pas significativement, pour le 

risque 5%, dans les deux milieux (annexe V). z est légèrement 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 à 60°C, déterminés à 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 même résultat pour cette souche dans la terrine de poisson 

(D6o = 1 minute), par contre ses valeurs de z sont inférieures : elles sont comprises entre 4 et 

5,7°C. 

MER GUI et al., 1985, ont étudié la therrnorésistance de 10 souches de Yersinia 

enterocolitica et d'espèces apparentées dans du lait UHT écrémé, ils ont obtenu des valeurs de 

taux de réduction décimale à 58°C comprises entre 1 et 10 minutes, concordant avec celles 

trouvées ici ( 3 et 7,94 minutes). 

Pour Yersinia enterocolitica 1, D6o 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 légèrement plus résistante que Yersinia enterocolitica 2, mais 

seulement dans le tampon phosphate. 

98 



~ ..e 

Figure 111.29 : Yersinia enterocolitica 2 
Courbes de survie dans le tampon phosphate. 
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Figure Ill.30 : Yersinia enterocolitica 2 
Courbes de destruction thermique. 
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Figure 111.31 : 1Uicrococcus varians 
Courbes de survie dans le milieu Fish. 
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4.- Micrococcus varians 

Les résultats de l'étude du traitement thermique de Micrococcus varians sont donnés 

figures III. 31 à 33 et tableaux III. 43 à 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. Mitrococcus 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 à 

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 à 55,97°C. 

Par ailleurs, à 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: 

DT est donc plus faible dans le tampon phosphate que dans le milieu Fish. 

Le temps de réduction décimale à 60°C est calculé à 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 D6o supérieures à 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 lll.32 : Micrococcus varians 
Courbes de survie dans le tampon phosphate. 
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Figure 111.34 : Pseudomonas paucimobilis 
Courbes de survie dans le milieu Fish. 

7 ~----------------------------------------------------------~ 

5 
i 
1 

4 ~ 

~ i 
3 -1 

... i 
..... 1 

1 

2 1 

~1 

1 

1 -1 
i 

1 

0 

0 2 

température 

CC) 

60 

62 

64 

4 6 8 10 12 14 16 18 

Temps (min) 

• 60T + 62'C (; 64'C 

rn r a b 

14 0,995 -0,183 6,752 

14 0,975 -0,322 6,692 

14 0,985 -0476 6,569 

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

20 

Dr( min) 

5,5 

3,1 

2,1 



5.- Pseudomonas paucimobilis 

Les résultats de l'étude du traitement thermique de Pseudomonas paucimobilis sont 

notés figures III. 34 à 36 et tableaux III. 46 à 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 III.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 à 60°C dans le milieu Fish est de 5,5 minutes alors qu'il 

est de 9,1 minutes dans le tampon phosphate (cette valeur a été calculée à 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 à 

des températures inférieures à 60°C (1 min< D55 < 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 D6o largement supérieures à 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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Courbes de destruction thermique. 
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6.- Commentaires et conclusion: 

La thermorésistance des bactéries varie en fonction des milieux dans lesquels ils sont 

chauffés (Figures III.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 ll,6°C. 

Ces résultats montrent qu' Enterococcus faecium est la bactérie la plus thermorésistante 

dans les gammes habituelles de température de pasteurisation (65 à 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 jaecium à de telles températures. 

D'après l'analyse de ces résultats, Pseudomonas paucimobilis possède 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 à l'état 

naturel, il est éventuellement possible de considérer ce dernier comme bactérie de référence 

pour la contamination. 
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Enterococcus 

faecium 

p F 

Dr(min) 4,8 6,5 

Z (°C) 9,6 9,6 

Staphylococcus Yersinia Yersinia }vficrococcus varians 

aureus enterocolitica 1 enterocolitica 2 

p F p F p F p 

1,5 1,3 2,7 1,6 1,6 1,6 2 

10,3 6,2 11,6 8 7 7,4 4,7 

Tableau n°: III. 49 Valeurs de D6o des différentes bactéries dans les 2 milieux. 

(P : tampon phosphate, F : milieu Fish) 
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7.- Détermination des valeurs pasteurisatrices minimales à appliquer 

Les valeurs pasteurisatrices P;réf sont calculées à partir de la relation suivante : 

-z et DTréf sont les paramètres du micro-organisme considéré, 

-Tréj est la température à laquelle est défini le temps de réduction décimale, 

-log( No 1 N) est le taux de destruction. 

La cuisson sous vide s'effectue à des températures comprises entre 65°C et 1 00°C (la 

majeure partie des plats cuisinés sont cuits à des températures comprises entre 65°C et 85°C), 

c'est à dire à des températures plus basses que pour les autres modes de cuisson, et parfois 

même à des températures inférieures à 65°C. 

On a calculé les valeurs pasteurisatrices minimales à 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 Jaecium et Pseudomonas paucimobilis - qui 

pourraient être considérées comme des bactéries de référence-, on a considéré que dans les cas 

les plus défavorables, on pourrait avoir initialement 1 oS bactéries 1 g de produit, et qu'il 

faudrait 1 o-5 bactéries 1 g en fin de cuisson. 

- pour les 2 bactéries pathogènes Staphylococcus aureus et Yersinia 

enterocolitica, on a considéré que dans les cas les plus défavorables, on pourrait avoir 

initialement 1 o4 bactéries 1 g de produit; d'après les critères 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 w-6 bactéries 1 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 10-5 bactéries 1 g après cuisson. 

Les résultats du calcul des valeurs pasteurisatrices minimales à appliquer pour détruire 

les bactéries de contamination les plus représentatifs des plats cuisinés sous vide étudiés sont 

notés dans le tableau III. 50. 

Enterococcus Staphylococcus Yersinia Yersinia Micrococcus Pseudomonas 

ff!ecümt aureus enterocolitica 1 enterocolitica 1 varians paucimobilis 

No 104 104 104 104 104 104 

N 10-5 10-6 10-6 10-6 10-5 10-5 

log(No/N) 9 10 10 10 9 9 

065 (minutes) 1,95 0,20 0,374 0,286 0,435 1,61 

070 (minutes) 0,59 0,031 0,09 0,06 0,065 0,487 

Oss (minutes) 0,016 0,00012 0,0012 0,0005 0,0002 0,014 

zee) 9,6 6,2 8 7,4 6 9,6 

p6~ (minutes) 17,55 2 3,75 2,86 3,915 14,49 

P1~ (minutes) 5,31 0,31 0,9 0,6 0,585 4,383 

P8~ (minutes) 0,144 0,0012 0,012 0,005 0,0018 0,126 

Tableau ID.50: Valeurs pasteurisatrices minimales déterminées dans le milieu Fish soluble à 

appliquer à 65°C, 70°C et 85°C. 

D6s, D7o et D85 ont été déduits des courbes de TDT déterminées précédemment. 

Pour Enterococcus faecium et Pseudomonas paucimobilis, les valeurs pasteurisatrices 

calculées à 65°C sont 3 fois plus élevées que celles calculées à 70°C. 

Pour Staphylococcus aureus et Micrococcus varians, les valeurs pasteurisatrices 

calculées à 65°C sont plus de 6 fois plus élevées que celles calculées à 70°C. 
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Enfin pour Yersinia enterocolitica, les valeurs pasteurisatrices sont au moins 4 fois plus 

élevées que celles calculées à 70°C. 

Les valeurs pasteurisatrices à appliquer pour détruire Enterococcus faecium et 

Pseudomonas paucimobilis sont légèrement supérieures à celles à appliquer pour détruire les 

autres bactéries. En s'assurant de la destruction de ces deux bactéries les plus 

thermorésistantes, on devrait donc être assuré de la destruction de la quasi-totalité de tous les 

micro-organismes non sporulés pathogènes et responsables de l'altération. 

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

valeurs calculées à 65°C. 

Cette recherche fondamentale de la thermorésistance a été effectuée dans un milieu 

liquide et non pas dans les aliments, où il pourrait y avoir un effet protecteur dû aux 

nombreuses réactions chimiques qui se produisent en modifiant l'environnement des bactéries 

(CERF et al., 1967). 

Les conditions de chauffage réalisées grâce à ce dispositif ne paraissent pas se 

rapprocher assez fidèlement 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'après l'ensemble de ces résultats, pour être assuré de la destruction de la quasi

totalité des formes végétatives des bactéries, il faudrait appliquer une valeur pasteurisatrice 

minimale de P7~'6 = 5, 31 minutes, c'est à dire qu'il faudrait 5,31 minutes à 70°C pour réduire la 

population au milliardième. 
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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 notr, inoculés par les mêmes bactéries 

sélectionnées. Un traitement à 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 à +2°C et +7°C. Les analyses sont 

effectuées à intervalles réguliers et l'expérimentation est arrêtée après 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 à intervalles de 7 jours pour les lots conservés à 2°C et à intervalle de 4 jours pour 

les lots conservés à 7°C. L'évolution du pH a été mesurée lors de l'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. 1 oS bactéries 1 g et de 3. 1 o6 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 à l'évolution de 

la contamination dans un échantillon témoin (qui n'a pas subi de traitement thermique à 60°C), 

l'autre correspond à l'évolution de la flore après traitement thermique à 60°C. 

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

Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les filets de lieu noir sont 

notés dans le tableau n° 111.51 

Tableau n° III. 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.(/ .S)_ 

FLORE AEROBIE <50 <50 

PSYCHROTROPHE (/ g) 

COLIFORMES (/ g) <5 <5 

STREPTOCOQUES 0 0 

FECAUX(Ig) 

MICROCOQUES 0 0 

STAPHYLOCOQUES(Ig) 

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. 

TI.- 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 1 o6 bactéries /g de chair pour les 

échantillons avant traitement thermique (le traitement thermique devrait ramener le niveau de 

cette microflore entre 1 o3 et 1 o4 par g); 
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- pour les échantillons non traités (témoins), cette concentration est comprise 

entre 5. 1 o3 et 1 o4 bactéries 1 g. 

Le pH des échantillons augmente au cours de la conservation (annexe VI); on a 

souhaité une concentration de 1 o3 bactéries 1 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 contrôler la qualité microbiologique des filets, l'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 étudiées, on a repéré sur chaque 

profil d'évolution : 

- le temps nécessaire pour que les échantillons analysés aient une concentration 

bactérienne égale à 3.105 bactéries 1 g (norme de l'anêté du 21 décembre 1979, soit< 3.105 

bactéries 1 g); 

- le temps nécessaire pour que les échantillons analysés aient une concentration 

totale au moins égale à 3. 1 o6 bactéries 1 g (la zone comprise entre 3 .1 oS et 3 .1 o6 bactéries 1 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 à l'avance. 
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Figure n° III.39 : 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 à 60°C pendant 20 
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement. 



a.- Enterococcus (aecium 

Le traitement thermique est appliqué aux lots de chair de lieu noir initialement 

contaminés avec une population initiale de 2, 7.1 o6 bactéries 1 g. Après 20 minutes de 

traitement à 60°C, la population initiale passe à 5.1 o3 bactéries 1 g, et la concentration 

d'Enterococcus faecium dans les filets non pasteurisés est d'environ 7.1 o3 bactéries 1 g. Le 

dénombrement est effectué sur milieu B.E.A.. L'ensemble des résultats est la moyenne entre 2 

expérimentations indépendantes d'un même lot. 

Tableau 111.52 : Nombre de jours de conservation à 2°C et 7°C pour obtenir en 

moyenne 3. 1 o5 et 3. 1 o6 bactéries 1 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 
J.u)5 3.106 J.to5 J.to6 

pH6 

filets non pasteurisés 12 > 28 4 9 

filets pasteurisés >28 > 28 8 20 

pH6,4 

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 à 2°C. Pour 

les lots témoins, comme pour les lots traités, il faut 2 fois plus de temps à 2°C qu'à 7°C pour 

que tous les échantillons atteignent une concentration totale au moins égale à 3.1 o5 bactéries 1 

g. A 2°C comme à 7°C, l'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, l'évolution de la contamination est plus rapide qu'à pH 7 et qu'à pH 6. A pH6 

et à 2°C, s'il faut 12 jours pour que l'échantillon témoin atteigne 3.105 bactéries 1 g, 

l'échantillon traité n'a jamais dépassé cette concentration pour la durée de 28 jours (Figure 

111.39). 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 3.1 o6 bactéries 1 g sur la période 

d'expérimentation. Par contre, à 7°C, 3.1 o6 bactéries 1 g est atteint au maximum en 20 jours. 
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Figure n° III.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 à 60°C pendant l 0 
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b.- Staphvlococcus aureus 

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

Staphylococcus aureus est de 1 0 minutes à 60°C. 

La population initiale de l'inoculum après traitement passe à des concentrations voisines 

de 1 o4 bactéries 1 g. Le dénombrement est effectuée sur milieu Chapman. 

Tableau III.53 : Nombre de jours de conservation à 2°C et 7°C pour obtenir en 

moyenne 3. 1 o5 et 3. 1 o6 bactéries 1 g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non 

pasteurisés ensemencés avec Staphylococcus aureus. 

Staphylococcus 2°C 7°C 
temps en jours pour obtenir temps en jours pour obtenir 

au reus 3.to5 3.to6 3.to5 3.to6 

pH6 

filets non pasteurisés 14 >28 4 Il 

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 Il >28 4 9 

filets pasteurisés 21 >28 8 16 

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

pH 6,4, l'évolution de la contamination est plus rapide. Par ailleurs, aucun des lots conservés à 

2°C n'atteint une concentration de 3.1 o6 bactéries 1 g pendant la période fixée pour 

l'expérimentation, sauf le lot non pasteurisé à pH 6,4. Par contre tous les lots conservés à 7°C 

dépassent cette concentration, mais dans des temps variant entre 8 et 20 jours (tableau III. 53) 
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Figure n° III.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 à 60°C pendant 14 
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c.- Yersinia enterocolitica 1 

Le traitement thermique est appliqué aux lots de chair de lieu noir initialement 

contaminés avec une population initiale d'environ 3,5.106 bactéries 1 g. Après 14 minutes de 

traitement à 60°C, la population initiale passe à environ 5. 1 o3 bactéries 1 g; le dénombrement 

est effectué sur milieu C.I.N. 

L'ensemble des résultats est la moyenne entre 2 expérimentations indépendantes d'un 

même lot. Ces évolutions de contamination sont suivies en fonctions du temps, de la 

température de conservation et du pH de l'échantillon. 

Tableau III.54 : Nombre de jours de conservation à 2°C et 7°C pour obtenir en 

moyenne 3. 1 oS et 3. 1 o6 bactéries 1 g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non 

pasteurisés ensemencés avec Yersinia enterocolitica 1. 

Yersinia 2°C 7oC 

enterocolitica 1 temps en jours pour obtenir temps en jours pour obtenir 
3.to5 3.to6 3.to5 3.to6 

pH6 

filets non pasteurisés 14 > 28 4 8 

filets pasteurisés 17 >28 7,5 16 

pH6,4 

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 mêmes observations que précédemment pour les deux souches étudiées, à 

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 à pH 6,4, tandis qu'à pH 6, la 

multiplication est ralentie. Cependant, et pour la première fois, les lots témoins aux pH 6,4 et 7 

dépassent la concentration de 3. 1 o6 bactéries 1 g, alors que le lot témoin à pH 6 ne l'atteint pas 

et qu'aucun des échantillons traités ne dépasse non plus cette concentration (figure 111.41). 

Cette capacité de développement est vraisemblablement liée au caractère psychrotrophe de la 

bactérie. 
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Figure n° III.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 à 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. 1 o6 bactéries 1 g est de 14 min. Après ce traitement, l'inoculum est de l'ordre 

de 6 à 8.1 o3 bactéries 1 g, le dénombrement est effectué sur un milieu sélectif de Yersinia 

enterocolitica (milieu e.I.N.). 

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

moyenne entre ces 2 expérimentations d'un même lot. 

Tableau III.55 : Nombre de jours de conservation à zoe et 7oe pour obtenir en 

moyenne 3. 1 o5 et 3.1 o6 bactéries 1 g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non 

pasteurisés ensemencés avec Yersinia enterocolitica 2. 

Yersinia 2°C 7°C 

enterocolitica 2 temps en jours pour obtenir temps en jours pour obtenir 
3.to5 3.to6 3.105 3.to6 

pH6 

filets non pasteurisés 11 28 4 10 

filets pasteurisés 21 > 28 8 16 

pH6,4 

filets non pasteurisés 7 21 3 6 

filets _l)asteurisés 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 

même à pH 6, les lots témoins, à zoe, atteignent la concentration de 3.1 o6 bactéries 1 g, mais 

en 27 jours (figure III.42). 
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Figure n° III.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 à 60°C pendant 17 
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement. 
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e.- Micrococcus varians 

On applique aux lots de chair de poisson de lieu noir, préalablement contaminés par une 

concentration de 2, 1.1 o6 bactéries 1 g, un traitement thermique de 60°C pendant 1 7 minutes. 

Après traitement thermique, la population survivante dénombrée sur milieu Chapman est 

voisine de 4,5.103 bactéries 1 g. L'ensemble des résultats est la moyenne entre 2 -

expérimentations indépendantes d'un même lot. 

Tableau 111.56 : Nombre de jours de conservation à 2°C et 7°C pour obtenir en 

moyenne 3. 1 o5 et 3. 1 o6 bactéries 1 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 3.1o5 3.1o6 o5 6 3.1 3.10 

pH6 

filets non pasteurisés 13,5 28 4 12 

filets pasteurisés 21 > 28 8 21 

pH6,4 

filets non pasteurisés 7 21 
_., 

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. 1 o6 bactéries 1 g à 2°C à 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° III.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 à 60°C pendant 20 
minutes, et un échantillon témoin n'ayant pas subi ce traitement. 
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t- Pseudomonas paucimobilis 

Un traitement thermique à 60°C est appliqué aux lots traités de chair de lieu noir 

initialement contaminés avec une concentration de Pseudomonas paucimobilis d'environ 4.1 o6 

bactéries 1 g. 

Après 20 minutes de traitement thermique, l'inoculum initial passe à environ 9.103 

bactéries 1 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 l'échantillon. 

Tableau 111.57 : Nombre de jours de conservation à 2°C et 7°C pour obtenir en 

moyenne 3 .1 o5 et 3 .1 o6 bactéries 1 g dans des filets de lieu noir pasteurisés et non 

pasteurisés ensemencés avec Pseudomonas paucimobilis. 

Pseudomonas 2°C 7°C 

paucimobilis temps en jours pour obtenir temps en jours pour obtenir 
3.to5 3.to6 3.to5 3.to6 

pH6 

filets non pasteurisés 7 21 4 12 

filets pasteurisés 14 > 28 7 16 

pH6,4 

filets non pasteurisés 6 15 3 7 

filets pasteurisés 10 228 5 12 

pH7 

filets non pasteurisés 6 15 3 7 

filets pasteurisés 11 228 5 12 

Pseudomonas paucimobilis est une bactérie psychrotrophe capable de se développer à 

des températures basses (HUI, 1991). Si les tendances générales de l'évolution de la 

contamination sont comparables à 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 hypothèses 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 premières bactéries de contamination. 
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m.- COMMENTAIRES 

A 2°C, après traitement, la flore étudiée évolue très lentement, mais cette multiplication 

est variable selon le pH de la chair du poisson et elle est significativement plus rapide à pH 6,4. 

Par contre, l'acidification de la chair de poisson à pH 6 ralentit nettement le développement des 

bactéries. 

Les résultats de cette étude montrent que pour une même population initiale dans les 

échantillons témoins et dans les échantillons traités avant conservation, l'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 gènes, aboutissant à 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 à se multiplier. 

L'examen en détail des tableaux montre que, quelle que soit la bactérie, on a 

pratiquement la même 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 3.1 o5 bactéries 1 g, alors qu'il faut environ deux semaines pour les lots traités pour 

atteindre la même concentration, mais on constate que Pseudomonas paucimobilis est capable 

de se développer à des températures basses; il possède en outre le temps de latence le plus 

court. 

A pH 6 et à 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 à 60°C, il faut au 

moins 14 jours pour atteindre la concentration de 3.1 o5 bactéries 1 g, et on note qu'aucun 

échantillon traité n'a dépassé la concentration de 3.1 o6 bactéries 1 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 à ce que les concentrations de 3.1 o5 et de 3.1 o6 bactéries 1 g soit atteintes 

plus rapidement à pH 7. Cependant l'ensemble des résultats à 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 3.1 oS et 3.1 o6 bactéries 1 ml dans des temps plus courts. 

Encore une fois, les résultats à pH 7 montrent que les bactéries des lots témoins se développent 

relativement plus rapidement que les mêmes bactéries traitées à 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 3.10s bactéries 1 g à 2°C et il faut au moins 3 semaines pour 

atteindre la concentration de 3 .1 o6 bactéries 1 g. Pour les lots traités, il faut entre 11 et 21 

jours pour atteindre 3 .1 oS bactéries 1 g, par contre aucun échantillon n'a dépassé la 

concentration de 3.1 o6 bactéries 1 g pour la période de l'expérimentation. 

A 2°C et à pH 6,4 seules les bactéries : Yersinia enterocolitica 1 & 2, Pseudomonas 

paucimobilis et Micrococcus varians atteignent la concentration de 3 .1 o6 bactéries 1 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 l'ensemble des 

échantillons atteint la concentration de 3.1 o6 bactéries 1 ml. Il suffit de 3 à 10 jours pour que 

tous les micro-organismes testés atteignent la concentration de 3. 1 oS bactéries 1 g, et 3 

semaines au maximum pour q~'ils atteignent 3.1 o6 bactéries 1 g. On note que la contamination 

initiale par 1 o6 bactéries/g classe les produits dans la zone de seuil limite d'acceptabilité sur le 

plan réglementaire, mais il faut garder à l'esprit que les bactéries présumées pathogènes ne 

rentrent pas dans cette catégorie, car le seuil toléré est beaucoup plus bas et la contamination 

est en général moins importante (Arrêté de 1974). 

Etant donné l'évolution rapide de la contamination dans les lots où 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 déjà limitée en 

agro-alimentaire, celle de la soude est encore beaucoup plus restreinte. 

L'évolution de la multiplication bactérienne se fait d'une façon exponentielle dans les 

conditions optimales de croissance : on s'attendait à ce que la période pour passer de 3.1 oS 

bactéries 1 g à 3. 1 o6 bactéries 1 g soit plus courte que celle nécessaire pour passer de 1 o3 

bactéries 1 g à 3.1 oS bactéries 1 g, or on constate qu'il a fallu le même temps pour atteindre ces 

deux valeurs. Ceci est vraisemblablement en relation avec la faible quantité d'oxygène 

initialement présente à 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 à 

vitesse réduite dans des conditions de basse pression en oxygène. 

Cette étude montre bien que la cuisson à basse température ( 60°C) ne permet qu'une 

période de conservation relativement courte des produits. Ceci montre l'intérêt 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 à craindre, en particulier par des spores de 

Clostridium botulinum E.. La forme végétative de Clostridium botulinum est capable de se 

développer à 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 empêche 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 à 60°C 

est insuffisante pour détruire la majorité de la flore banale de contamination des plats à 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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Chapitre 4 

ESSAIS PRÉLIMINAIRES EN VUE DE L'ÉTUDE DES 
PROTÉINES BACTÉRIENNES A V ANT ET APRÈS 

TRAITEMENT THERMIQUE 

L'étude est réalisée sur l'ensemble des 6 bactéries sélectionnées. Un traitement à 60°C a 

été réalisé dans les mêmes conditions que précédemment (Chapitre 2). Les concentrations 

bactériennes au départ sont voisines de 1 o9 bactéries 1 ml. Après traitement, les concentrations 

de survivants sont entre 10 7 bactéries 1 ml et 1 o3 bactéries 1 ml selon la bactérie (Tableau 

111.59). Si la concentration des survivants d'Enterococcus faecium représente une baisse de 

1/lOème de la concentration initiale avant traitement, l'ensemble des autres bactéries baisse en 

dessous de 1 1 1000 ème de la concentration initiale, sauf Pseudomonas paucimobilis dont la 

concentration de survivants est d'environ 1 1 40 ème de la concentration initiale. C'est pour 

cette raison que l'on ne comparera pas les différents résultats entre eux, car le degré d'atteinte 

est variable selon la thermorésistance de ces bactéries à 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 

bactéries différentes (Gram positif et Gram négatif). 

Dans un premier temps, on a développé une procédure d'extraction et de solubilisation 

des protéines adaptée à l'analyse par électrophorèse bidimensionnelle de protéines bactériennes; 

dans un deuxième temps, on a cherché à mettre en évidence l'existence de modifications 

physiologiques dans des conditions hostiles de température par la comparaison des profils 

électrophorétiques des protéines avant et après le traitement thermique. 

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

En théorie, l'électrophorèse monodimensionnelle, en conditions dénaturantes, permet la 

résolution à 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 197 5, O'F ARRELL optimisa la séparation des protéines 

en fonction de 2 paramètres indépendants : la charge électrique, et la masse moléculaire 
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relative des polypeptides. Il caractérisa ainsi plus de 1 000 polypeptides à partir de cultures 

cellulaires d'Escherichia coli. 

L'analyse des protéines bactériennes solubles par électrophorèse 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 

l'extraction. 

Pour obtenir des électrophorèses 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 première 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 très difficile, voire impossible dans le cas de Micrococcus varians. Par ce protocole, 33 à 

105 polypeptides seulement sont répertoriés dans le cas d'Enterococcus jaecium (Planche 

IAB). Ces polypeptides se situent dans une gamme de poids moléculaires allant de 7 à 120 

kDa avec des pHi de 3 à 10. 

- Dans la deuxième méthode, les bactéries sont soumises à la presse de French. Dans 

ces conditions, pour Enterococcus jaecium, 423 à 491 polypeptides sont observés (Planche 

1CD), dans la même gamme de poids moléculaires et dans la même zone de pH que celles 

observées précédemment avec la première méthode. De plus, grâce à cette technique, 

l'utilisation de piperazine di-acrylamide (PDA) à la place du bisacrylamide a permis 

l'amélioration de la séparation des protéines (BOYER, 1992). C'est donc cette dernière 

technique qui a été retenue dans la suite des travaux. 

ll.- ANALYSE ELECTROPHORETIQUES DES PROTEINES AVANT ET APRES 

TRAITEMENT THERMIQUE 

L'électrophorèse bidimensionnelle a été appliquée aux extraits protéiques totaux des 

bactéries obtenus avant et après traitement thermique. L'étude des profils protéiques se fait, 

pour une même souche, par comparaison entre un échantillon témoin n'ayant pas subi de 

traitement thermique et l'échantillon traité. Les deux états étudiés présentent des polypeptides 

répartis dans une gamme de pH de 3,5 à 9 et des masses moléculaires allant de 8 à 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° 111.58 : Analyse électrophorétique des profils des protéines avant et après 

traitement thermique des différentes bactéries. 

Enterococcus Staphylococcus Yersinia Yersinia Alicrococcus 

jàecium aureus enterocolitica 1 enterocolitica 2 va rians 

durée du traitement 20 min 10 min 14 min 14 min 17 min 
température du traitement (60°C) (60°C) .(60°C) (60°C) (60°C) 

nombre total de polypeptides avant 491 458 494 490 353 

nombre total de polypeptides après 423 475 433 403 321 

nombre de bandes non présentes 87 (17,7%) 86(18,8%) 124 (25 %) 36 (7,5 %) 70 (19,8%) 

nouvelles apparitions après traitement 69 60 63 49 38 

augmentation de concentration 21 (4,3 %) 14(3,1 %) 20 (4,1 %) 62 (12,7%) 7 (2 %) 

diminution de concentration 30 (6,1 %) 21 (4,6 %) 37 (7,5 %) 1 26 (7,4 %) 
--- -·--

Pseudomonas 
! 

paucimobilis 

20 min 
(60°C) 

400 

411 

79 (20 %) 

90 

78(19,5%) 

8 (2 %) 



Dans le tableau résumé n° 111.58 , 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 après traitement pour Staphylococcus aureus et Pseudomonas paucimobilis; 

pour les quatre autres souches, le nombre de protéines est plus faible après traitement 

thermique. Si le nombre de protéines des 2 échantillons témoins de Yersinia enterocolitica est 

voisin, l'évolution après traitement est différente (tableau n° 111.58) 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 l'étude 

bibliographique : en effet, un grand nombre d'auteurs y ont recours (BOYER, 1992), c'est à 

dire qu'après une analyse détaillée des profils protéiques, ils s'attardent sur les zones qui 

présentent le plus d'intérêt pour leur étude. Dans le cas présent, c'est par simplification que l'on 

a choisi ces 3 zones, où l'on a noté un nombre important de différences entre l'échantillon 

témoin et l'échantillon traité. Ces zones ne sont pas exactement les mêmes dans chaque 

électrophorégramme, elles varient en fonction des poids moléculaires et du pH isoélectrique. 

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

-les flèches "A" correspondent aux polypeptides qui sont détectés de manière spécifique 

à la fin du traitement; 

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

-les flèches "c" correspondent à ceux dont la concentration a augmenté; 

-les flèches "D" correspondent à 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 mêmes 

polypeptides. 
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Planche 1 
Electrophorèses bidimensionnelles de protéines totales d'Enterococcus faecium, dans un gel contenant 
15 % d'acrylamide 1 PDA, ampholines 3,5-9 LKB et ampholines 5-7 BioRad. 
(A) & (8 ) : bactéries témoins, la lyse bactérienne est effectuée par l'action du lyzozyme . 
(C) & (0 ) : bactéries qui ont subi un traitement thennique, la lyse bactérienne est effectuée par la 
presse de French . 
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1. Enterococcus (aecium 

Après 20 minutes de traitement thermique à 60°C, le nombre de polypeptides passe de 

491 chez le témoin à 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 à 58 kDa et 

une gamme de pH allant de 3 à 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 après traitement, il y a détection de 7 nouveaux polypeptides : A30; A36, 7; A39; 

A40; A51; A52; A59,2. Enfin, 2 polypeptides détectés voient leur concentration augmenter (C5I; 

C59). 

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 20 à 65 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 6 à 8 . 

Elle est marquée par de profonds remaniements: en effet, 20 polypeptides ne sont plus 

détectés après 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 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 1 0 à 20 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 5 à 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 (AIO; Ail; AI2; A13; A13,5; A16,5; AI7). 

2. Staphvlococcus aureus 

Le choc thermique a été effectué à 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 
Staphy lococcus 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 à 60°C. 
Staphylococcus aureus 
(C) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thennique; (D) échantillon qut a subi un 
traitement thermique pendant 10 minutes à 60°C. 

126 

s 
D 
s 



' 
B 

A B 

' 

Planche 3 
Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales d'Enterococcus faecium avec 
ou sans traitement. (A) bactéries témoins; (8) bactéries après traitement à 60°C pendant 20 minutes. 
Les flèches A, s, c et D correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu, qui ont disparu, 
dont la concentration a augmenté, dont la concentration a diminué. 
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Planche 4 
Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Staphylococcus aureus 
avec ou sans traitement. (C) bactéries témoins; (D) bactéries après traitement à 60°C pendant 10 
minutes. Les flèches A, s, c 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 à 90 kDa et dans 

une gamme de pH allant de 3 à 4,5 . 

L'analyse des profils protéiques montre les différences suivantes : 26 polypeptides ne 

sont plus détectés après un traitement thermique à 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 à 120 kDa 

et une gamme de pH allant de 6 à 8 . 

Au niveau de cette zone, plusieurs polypeptides disparaissent aussi après le traitement 

thermique : 16 polypeptides disparaissent (Planche 4 C2D2). 12 nouveaux polypeptides 

apparaissent : A39; A40; A46a; A46b; A60; A93; A102a; AI02b; AI02c; A106a; AI06b; Al20. 4 

polypeptides détectés ont une concentration plus faible (D58; D58,5; D83; D84) alors que 4 

polypeptides voient leur concentration augmenter (C32,2; C47; CI07; Cl20). 

Zone 3: elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 15 à 32 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 5 à 8 unités. 

Elle est aussi marquée par un nombre élevé de disparitions après le traitement effectué : 

en effet, 15 polypeptides ne sont plus détectés (Planche 4 C3). A l'inverse, 7 polypeptides 

apparaissent (A17,5; AI8; 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 à 60°C pendant 14 minutes. Le nombre total de 

polypeptides passe de 494 chez le témoin à 433 chez la bactérie après traitement (Planche 

SEF). Après traitement, 124 polypeptides (25 %) disparaissent par rapport au témoin (Planche 

SE), 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 SEF). 

Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires de 17 à 100 kDa et une 

gamme de pH allant de 3 à 4,5. 

Les Planches 6 E 1 et 6 F 1 montrent respectivement les profils des protéines totales de la 

bactérie à la fin de la croissance et après 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 à 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 à 60°C. 
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Planche 6 
Régions des électrophorégranunes bidimensionnels des protéines totales de Yersinia enterocolitica 1 
avec ou sans traitement. (E) bactéries témoins; (F) bactéries après traitement à 60°C pendant 14 
minutes. Les flèches AB, c et D correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu, qui ont 
disparu, dont la concentration a augmenté. dont la concentration a diminué. 
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disparaissent après traitement (B30; B33a; B33b; B34; B53; B63,5a; B63,5b; B90; B99a; B99b; BIOO). 2 

polypeptides voient leur concentration diminuer (D63; 066,7}, alors que 4 nouveaux 

polypeptides sont détectés (Al7,5; 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 à 110 kDa 

et une gamme de pH allant de 6 à 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 à 25 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 5 à 8. 

Cette zone est marquée par un certain nombre de disparitions (BI2,7; BI5,3; Bl7,J; 

B20,5a; B20,5b; B22). Par contre quatre apparitions sont détectées (AI2,2; AB; AI4; Al6). 9 

polypeptides sont détectés en concentration plus faible (Planche 6 E3F3), alors qu'un 

polypeptide voit sa concentration augmenter (Cl8). 

4. Y ersinia enterocolitica 2 

Le traitement thermique a été réalisé comme précédemment. Le nombre de 

polypeptides total passe de 490 au départ à 403 après un traitement thermique de 14 minutes à 

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 à 96 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 3 à 4,5 . 

Après 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 G1Hl), 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 à 110 kDa 

et dans une gamme de pH allant de 6,5 à 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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Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Yersinia enterocolirica 2 
avec ou sans traitement. (G) bactéries témoins; (H) bactéries après traitement à 60°C pendant 14 
minutes. Les flèches A, B, c et D 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 à 35 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 5 à 8 . 

Cette zone accuse 4 disparitions (B23,5; B33a; B33b; 34,8), 8 nouveaux polypeptides sont 

détectés (Al5; Al5,8: Al8,8; A20,8; A21,2; A25,5; A27; A29). Quelques modifications sont liées à 

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 même 

façon à la chaleur : cela peut être lié à des différences au niveau génétique des bactéries. 

5. Micrococcus l'arians 

Pour Micrococcus varians, le traitement thermique était de 17 minutes à 60°C, le 

nombre total de polypeptides passe de 353 chez le témoin à 321 chez le lot traité. Après 

traitement, 70 polypeptides (19,8 %) disparaissent par rapport au témoin (Planche 8 1), 26 

polypeptides (7,4 %) voient leur concentration diminuer et seulement 7 polypeptides (2 %) 

voient leur concentration augmenter, 38 nouveaux polypeptides étant observés (Planche 8 U). 

Zone 1 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires de 18 à 67 kDa et une 

gamme de pH allant de 3 à 4,5 . 

Au niveau de cette zone, 2 polypeptides (B49; B52) disparaissent. Par contre, 18 

nouveaux polypeptides sont détectés (Planche 9 lUI). 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 à 98 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 6 à 8 . 

Dans cette zone, 22 polypeptides disparaissent (Planche 9 12J2), mais il y a 5 

apparitions (A35,5; A43,6; A60a; A60b; A60c). Il 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 à 27 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 5 à 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 
(1) échantillon témoin qui n'a pas subi de traitement thermique; (J) échantillon qui a subi un traitement 
thermique pendant 17 minutes à 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 à 60°C. 
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Régions des électrophorégrammes bidimensionnels des protéines totales de Micrococcus varians avec 
ou sans traitement. (I) bactéries témoins; (J) bactéries après traitement à 60°C pendant 17 minutes. 
Les flèches A, a, c et o correspondent respectivement aux polypeptides qui ont apparu, qui ont disparu, 
dont la concentration a augmenté, dont la concentration a diminué. 

136 



Dans cette zone, aucun polypeptide nouveau n'est détecté après le traitement thennique 

(Planche 9 13)~ 4 polypeptides ne sont plus détectés (Bl4; B16a; Bl6b; B21). 4 polypeptides 

voient leur concentration diminuer (013,75; 016; 017; 020), alors que 4 polypeptides voient leur 

concentration augmenter (C17,6: C18,5: C19a; Cl9b). 

6. Pseudomonas paucimobilis 

Pour Pseudomonas paucimobilis, le nombre total de polypeptides est de 400 au départ, 

ce nombre passe à 411 après un traitement thermique à 60°C pendant 20 minutes. Après 

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 à 3 5 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 3 à 4,5 . 

Dans cette zone, 7 polypeptides ne sont pas détectés après traitement (B22,5; B23; B32a; 

B32b; B32,5; B33; B34). 4 nouveaux polypeptides apparaissent (A16; A17; A27; A29,5), 12 

polypeptides détectés voient leur concentration augmenter (Planche I 0 K 1 L 1 ), alors qu'un seul 

polypeptide voit sa concentration diminuer (017,6). 

Zone 2 : elle se situe dans une gamme de masses moléculaires allant de 26 à 103 kDa 

et dans une gamme de pH allant de 6,5 à 8 . 

Au niveau de cette zone, 26 polypeptides disparaissent (Planche 10 L2), mats 

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 à 29 kDa et 

dans une gamme de pH allant de 5 à 8 . 

Cette zone est marquée par 21 apparitions (Planche 1 0 L3 ), seules 3 disparitions sont 

détectées (B18: B26,5; B28,8). La concentration de 9 polypeptides augmente (C7; C7,4; C12,75; 

C13; C16a; C16b; C17,75a; Cl7,75b; C18), tandis que celle de 3 polypeptides diminue (09; 021a; 

021b). 
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Planche 10 
Régions des électrophorégratruues bidimensiom1els des protéines totales de Pseudomonas 

paucimobilis avec ou sans traitement. (K) bactéries témoins; (L) bactéries après traitement à 60°C 
pendant 20 minutes. Les flèches A, B, c et n correspondent respectivement aux polypeptides qui ont 
apparu, qui ont disparu, dont la concentration a augmenté, dont la concentration a diminué. 
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llL- 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 complète des polypeptides totaux des bactéries : 

en effet, les profils polypeptidiques renferment moins d'informations que ceux obtenus par 

extraction à 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 : après culture à 3 7°C pendant 16 heures, une 

moitié de la culture, constituant le lot témoin, est conservée à 4°C, l'autre moitié est traitée à 

60°C; la température de 60°C est choisie arbitrairement. Cependant, pour tenir compte des 

résultats de l'étude de l'effet thermique sur les bactéries les plus thermorésistantes, la durée du 

traitement a été allongée. Dans les échantillons soumis à 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 après 

centrifugation de chaque culture est du même ordre de grandeur; cependant sa composition n'a 

pas été analysée. On s'est limité par la suite aux protéines cellulaires de l'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'à 60°C, la température a réduit la population bactérienne de 1 1 1 Oème de sa valeur dans le 

cas d'Enterococcus faecium après incubation, et les autres bactéries survivantes ont baissé de 

Ill OOOème de la concentration initiale, sauf Pseudomonas paucimobilis, où le taux des 

survivants n'est que de 1 1 40ème de la population initiale. C'est cette température qui peut être 

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 
Jaecium au reus enterocolitica enterocolitica va rians paucimobilis 

1 2 

No 1,1.108 3,2.109 4.109 6.109 4.108 8,9.108 
(bact./ mll 

N 1.107 7,3.103 0,8.103 1,2.103 2,3.104 2,3.107 
(bact./ ml) 

temps 
20 10 14 14 17 20 d'incubation 

(min) 

D6o 6,5 1,3 1,6 1,6 2,7 5,5 
(min) 

Tableau III.59: Tableau résumé des conditions expérimentales des traitements thermiques des 

bactéries à 60°C 

D'autres facteurs peuvent provoquer la perturbation de l'environnement des micro

organismes comme les ultraviolets, l'irradiation (NYSTRÙM et al., 1992), l'acide nalidixique 

(KRAMER et al., 1988), l'éthanol (MÂRÉN et al., 1987). 

L'apparition d'un grand nombre de polypeptides serait à attribuer aux différents stress 

subis par les bactéries. Les polypeptides de poids moléculaire faible peuvent provenir, soit 

d'une synthèse non achevée de polypeptides (on pourrait supposer une synthèse nouvelle, mais 

cette hypothèse est moins probable en raison de la température d'incubation très 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, chezMycobacterium bovis BCG, cultivé à 37°C et incubé par la suite 

à des températures de 42°C, 45°C et 48°C, des prélèvements ont été effectués toutes les 15 

minutes pendant 90 minutes. Ils ont constaté qu'il faut seulement 15 minutes pour l'apparition 

des premières synthèses protéiques qui donnent des constituants de poids moléculaires faibles~ 

les auteurs ont également constaté qu'à 48°C, après 45 minutes, peu de synthèses 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 être due à sa dégradation~ celle-ci peut aussi être accélérée sous l'effet d'une activation des 

protéases dans des conditions hostiles. La diminution peut aussi correspondre à plusieurs 

mécanismes, soit affectant la traduction des ARNm ou le stock de ribosomes, soit provoquant 

des lésions 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 gènes, aboutissant à 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. 

Il a été démontré que l'ensemble des organismes - de la bactérie à l'homme - répondent 

à un stress par la synthèse 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 [35s] 

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 synthèse de molécules 

témoins de l'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 même matériel après marquage spécifique 

permet d'apprécier les polypep!ides synthétisés. 

Dans cette étude préliminaire, on est en présence d'un nombre très important de 

différences entre les profils, ce qui rend très difficile l'appréciation des phénomènes de choc 

thermique et la détermination du niveau réel d'atteinte des protéines. Il serait souhaitable de 

s'intéresser seulement à 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 synthèse continue après plusieurs croissances dans des 

conditions optimales. Cette étude peut être réalisée par une analyse quantitative des 

fluorographies d'électrophorèses bidimensionnelles des protéines synthétisées au cours de la 

croissance des bactéries ayant résisté au choc du traitement thermique. Ainsi pourrait-on 

répondre à la question : la reprise normale de la croissance après traitement est-elle corrélée à 

une absence de synthèse des protéines HSP? 
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CONCLUSION GENERALE 

Six souches bactériennes isolées de filets et de terrines de poisson après 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 première partie de cette recherche, on a réalisé les cinétiques de croissance de 

ces six souches bactériennes, isolées de filets ou terrines de poissons après pasteurisation, en 

étudiant particulièrement deux facteurs : température et pH. Ces cinétiques révèlent 

l'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 à basse température; 

la durée de la phase de latence est toujours supérieure à 3 jours aux températures inférieures 

ou égales à 7°C. L'étude du deuxième facteur montre bien que pour ces bactéries, les pH 

extrêmes semblent intéressants, mais peut-être difficilement applicables industriellement. En 

combinant pH acide (c'est à dire voisin de 5,5) et basse température (+ 2°C), l'évolution 

microbienne est arrêtée durant 12 semaines (durée de l'expérimentation), mais ces conditions 

ne semblent pouvoir être appliquées qu'à certaines préparations acides. Il faut noter que dans 

des conditions plus habituelles, par exemple à pH 6,4 et à +2°C, le développement de certaines 

bactéries psychrotrophes (Pseudomonas paucimobilis) commence dès le 3ème jour. 

Pour bien s'assurer de la thermorésistance de ces bactéries, on a effectué l'étude 

complète de chacune d'elle, dans le milieu Fish, et on a calculé la valeur pasteurisatrice 

minimale à 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 à 60°C est de 6,5 minutes pour Enterococcus faecium et 5,5 

minutes pour Pseudomonas paucimobilis. Les autres bactéries étudiées ont des temps de 

réduction moins importants dans ce milieu, particulièrement les bactéries présumées 

pathogènes, qui disparaissent en premier lors d'un traitement à 60°C : Staphylococcus aureus 

est la première bactérie détruite lors d'un traitement thermique (D6o =1,3 minute et z= 6,2°C) 
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ensuite Yersinia enterocolitica 1 & 2 avec les caractéristiques respectives (D6o = 1,6 minute et 

z = 7,4°C) et (D6o = 1,6 minute et z = 8°C). Pour détruire de façon 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:0'6 = 5, 31 minutes dans le 

milieu Fish. 

Par la suite, on s'est intéressé au comportement de ces bactéries dans des filets de lieu 

noir après pasteurisation à 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 même 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. Il faut en moyenne deux semaines dans des températures de réfrigération 

( + 2°C) pour atteindre 3.1 oS bactéries 1 g, alors qu'une conservation à + 7°C équivaut à une 

rupture de la chaîne 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 à 

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 électrophorétique de ces protéines révèle 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 mêmes conditions de température et de pH, l'ensemble des bactéries ont 

des comportements voisins; de plus, à 2°C, la croissance est ralentie, voire inhibée à des pH 

inférieurs à 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 à l'aide des valeurs pasteurisatrices soit pratique au 

niveau industriel, il serait préférable de définir des valeurs pasteurisatrices communes à tous les 

produits fabriqués. 

L'ensemble des constatations qui précèdent permet d'estimer que pour assurer aux 

préparations cuites sous vide à 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 à celle que l'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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ANNEXEI 

Réglementation des plats cuisinés à l'avance sous vide: 

principaux textes 

(1) Arrêté du 26 Juin 1974 (J.O. du 16 Juillet 1974- tiré à part n° 74163), réglementant les 

conditions d'hygiène relatives à la préparation, la conservation, la distribution et la vente des 

plats cuisinés à l'avance. 

(II) Circulaire du 3 Mars 1975, publiée pour application de l'arrêté du 26 Juin 1974 en vue de 

l'attribution de la marque de salubrité. 

(III) Circulaire du 4 Avril1980, relative aux critères microbiologiques. 

(IV) Arrêté du 18 Juin 1980, réglementant les conditions d'hygiène applicables aux denrées 

animales ou d'origine animale dans les entrepôts frigorifiques. 

(V) Circulaire du 27 Juin 1980, relative aux conditions d'hygiène applicables aux matériels. 

(VI) Arrêté du 26 Septembre 1980, (J.O. du 15 Octobre 1980), réglementant les conditions 

d'hygiène applicables dans les établissements où 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'arrêté 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 à l'avance; modification du protocole permettant d'obtenir les 

autorisations, prenant pour référence l'arrêté du 26 Juin 1974. 

(X) Brochures "Hygiène Alimentaire - Textes Généraux" éditées par le Journal Officiel, 

reprenant l'ensemble des textes principaux sous les numéros 1488. I et 1488. II. 

(XI) Arrêté ministériel du 28 décembre 1992 concernant les conditions d'hygiène applicables 

dans les établissements de manipulation des produits de la pêche. 
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ANNEXE II 

J.O. du 16 JUILLET 1974 

ff-l R R E T E DU 26 JUIN 1 974 
-=-=-..::::--=- -ao:ooe:-=-=-=--=-==-=-

REGLEMENTANT LES CONDITIONS D'HYGIENE RELATIVES A LA PREPARATION, LA 
. CONSERVATION, LA DISTRIBUTION ET LA VENTE DES PLATS CUISINES 

A L'AVANCÉ 

-=-=-=-=-=-

ARTICLE 1er 

Les dispositions du présent arrêté concernant toutes les préparations 
culinaires composées pour tout ou partie de denrées visées à l'article 1er du Décret 
n, 71 •. 636 du 21 Juillet 1971, cui tes ou précuites dont la consommation peut être diffé
rée et a lieu soit à l'intérieur de l'établissement dans lequel est situ~ la cuisine 
ou l'atelier de fabrication, soit à l'extérieur dudi"t établissement. 

Dans le premier cas n9 sont visés par ces dispositions que les plats 
CU1s1nés dont la consommation est susceptible d'être différée au moins jusqu'au lende
main du jour de leur préparation et de leur cuisson. 

Sont exclus des prescriptions ci-dessous énumérées les produits apper
~ tisés ou stérilisés ainsi que les produits de charcuterie et les salaisons. 

ARTICLE 2 : 
Sous réserve des modalités particulières concernant la déclarati~n des 

établissements de surgélation, toute personne resp·1nsable d'un établissement dans lequel 
sont préparés des plats cuisinés à l'avance est tenue d'en faire la déclaration au Préfet 
(Pirection des Services Vétérinaires) du département dans lequel est situé cet établis
sement. 

, Cette déclaration est établie, en double exempl~ire, sur des impri~és 
c~nformes au modèle qui a été agréé par le Centre d'Enregistrement et de Révision des 
Formulaires Administratifs (C.E.R.F.A.) sous le numérc 504114 et est annexé au prtsent 
arrêté ( 1). . . 

la déclaration doit être faite dans le mois qui suit l'ouverture de 
1' établissement. 

Les établissements existants antérieurement à la ·date de publication du 
présent arrêté doivent être déclarés dans les six mois suivant cette publicatidn. 

Il est délivré un récépissé sans frais de cette déclaration qui devra 
être présenté à toute réquisiti0n des agents de contrôle tles Services Vétér~ires. 

ARTICLE 3 

CHAPITRE I - Dispositions re la ti ves à 1' aménagement et, à 1' équipement en 
·-matériel de. cuisine et ateliers de fabricaticÏi.de plats cuisinés 

à l'avance et à l'hygiène du Personnel. 

Les locaux et annexes doivent être de dimensions suffisantes afin que les 
activités professionnelles~·puissent s'y exercer dans des conditions d'hygiène convenables. 
~a locaux et postes de travail doivent·être disposé~ de façon à réaliser une progression 
continue des différentes opérations. 
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La hauteur sous plafond des locaux doit être au m~ins égale à deux mètres 
cinquante. 

Les locaux doivent être construits, agencés et équipés de façon que leur 
température intérieure soit compatible avec la bonne conservation des produits visés à 
l'article 1er quelle que puisse être notamment la température extérieure. 

ARTICLE 4 

Les installations doivent être conçues de telle s0rte que soient évitées 
les pnllutions à l'intérieur des locaux et annexes, notamment celles provoquées par le 
vent, les afflux d'eau, les insectes et les rongeurs. 

Les locaux et annexes ne doivent pas communiquer'directement avec des 
vestiaires, cabinets d'aisance ou des salles d'eau. 

Des locaux ou emplacements particuliers doivent être réservés pour 

- L'entreposage des em~allages et conditionnements ; 

- La réception et l'entreposage des matières premières 

- La préparation et le traitement des produits avec Aventuellement, un 
local ou emplacement particulier pour la cnngélation ou la surgélation 

- Le conditi~nnement ou l'emballage des produits finis 

- L' entreposage~aes produits finis ; 

Le dépôt momentané des récipients contenant des déchets. 

ARTICLE 5 : 
Le sol, les murs et les cloisons, jusqu'à une hauteur d'au moins un' mètz 

s•ixante quinze, sont constitués ou revêtus de matériaux résistants aux choo3,.imperméa 
bles, imputrescibles, faciles à laver, à nettoyer et à désinfecter. Si des éléments 
juxtap~sés sont utilisés, ils doivent être jointoy0s de manière à assurer l'étanchéité 
aux liquides. 

Les raccordements des murs avec le sol doivent être aménagés en gorge 
arrendie. 

La pente du s~l est réglée de façon à diriger les eaux résiduaires cu de 
lavage vers un orifice d'évacuation, muni d'un grillage et d'un siphon avec raccordemer 
à l'égeût public chaque fois qu'il existe. 

Lorsque les loca~~ ne sont pas desservis par le réseau d'ég~ût ~ublic, J 
eaux usées sont collectées et évacuées de telle sorte qu'en aucun cas elles ne c~msti t1.: 
un risque d'insalubrité pour les produits, ni pour l'dnvironnement. 

ARTICLE 6 

Les locaux doivent être aménagés de telle sorte que l'aération et la ver 
lation à l'intérieur soient assurées en tant que de besoin, afin de permettre le captaé 
et .l'élimination rapide des odeurs, fumées, buées ou vapeurs. 

Les locaux doivent être pourvus d'un éclairage suffisant, naturel ou 
artificiel ne modifiant pas les couleurs. 
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ARTICLE 7 -

Les locaux doivent être approvisionnés en eau potable chaude et froide 
sous pression~ Les prises d'eau doivent être en nombre suffisant et convenable
ment disposées de telle sorte que soit éonvenablenent assuré le nettoyage du 
sol, des nurs et du matériel. 

Les tuyauteries froides sont, si nécessaires calorifugées afin qu'elles 
ne puissent donner lieu à des condensations de vapeur à leur surface. 

ARTICLE 8 -

Les locaux ne doivent pas renfer~er des tuyaux d'évacuation d'eaux 
usées ou pluviales ou aboutissant à 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 piert doivent être installés à la sortie 
des 'il. C. et à proximité des postes de travail. Ils doivent être pourvus d 1 eau 
chaude et d'eau froide ainsi que des produits nécessaires au nettoyage et à la 
désinfection des mains. Ils doivent être munis d'essuie-mains à n'utiliser 
qu'une fois. 

Les locaux où sont manipulées les denrées p~Srissables sont également 
équipés de dispositifs pour le nettoyage des couteaux et du petit matériel. 

ARTICLE 9 -

Tous les établissements doivent dis~oser d'une ou plusieurs installa
tions rte froid dont la capacité doit permettré au minimum l'entreposage des 
produits entrant dans la composition des plats correspondant à la production 
journalière de l'établissement. Une capacité d'entreposage correspondant à la 
production journalière de l'établissement doi~ être prévue pour les produits finis. 
Le revêtenent intérieur de ces installations doit être constitué ou revêtu de 
matériaux résistant aux chocs imperméables, imputrescibles, faciles à laver, à 
nettoyer et à désinfecter. 

Les installations de froid doivent être réalisées de telle sorte que 
la température intérieure soit en tous points 

inférieure ou au plus égale à- 18°C si les produits entreposés sont congelés ou 
surgelés ï 

-compris entre 0° Cet+ 3°C si les produits entreposés sont réfrigérés. 

Ces installations frigorifiques doivent être munies de thermomètres 
et, en ce qui concerne les enceintes visées à l'article 28, d'un thermomètre. 
enregistreur. Dans ce cas, les graphiques seront conservés pendant un mois au· 
moins à la disposition des Services d'Inspection. Ces thermomèt~es doivent être 
installés et placés de façon apparente et leur pArtie thermosensible doit se 
trouver dans la partie du local la plus éloignée de la source de froid et à une 
hauteur correspondant à la hauteur maxinum de chargement des denrées; 
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ARTICLE 10 : 

Tous les maté.riaJ.1X../susceptibles d'ê·tre en contact avec les produits visés 
à l'article 1er doivent satisfaire à la réglementation en vigueur concernant les matériaux 
au contact des aliments. 

Les tables, surfaces de découpage, récipients, ustensiles et appareillage 
divers sont constitués ou rev~tus d'un matériau im~e, lisse, imputrescible-résistant 
aux chocs, facile à nettoyer et à dési.nfec"'cer. 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 conçus 
et installés de telle sorte que ces émanations puissent être évacuées rapidement sans 
constituer une source d'altération pour les denrées. 

ARTICLE 12 1 i. 

Les récipients ou emballages ou conditionnements utilisés pour l'expédi
tion ou l'entreposage des produits vis~s à l'article 1er, doivent être conçU$ de telle 
sorte qu'ils assurent la préservation et la conservation des produits dans des conditions 
satisfaisantes. Au moment de leur utilisation, ils doivent être en parfait état de propre
té. 

ARTICLE 13 

CHAPITRE II s DLspositions relatives à l'utilisation et à l'entretien des 
c~sines et ateliers de fabrication de plats cuisinés à l'avance 
et de leur matériel. 

Les locaux et leurs annexes ne doivent en aucUn. cas sà:cvir à Phab.itation 
.ni être utilisés comme garages, vestiaires ou réfectoires. 

Il est interdit d • y fumer. 

Ils ne doivent pas contenir d'objets ou de produits susceptibles de nans
mettre aux denrées des propriétés nocives ou des ca.'!ëactères anor::nau;:., 

La présence des animaux et notarmnent des chiens est interdite. 

La destruction des rongeurs des insectes et de tout autre ve~ne doit y 
être systématiquement réalisée a 

ARTICLE 14 : 

Le sol doit être nettoyé et lavé en tant que de besoin et en particulier 
à l'issue de chaque journée de travail ou au moment de la relève des équipes" .Le balayage 
à sec est interdit. L'utilisation de la sciure sur des sols est inte~dite. 

Les eaux de lavage ainsi que toute autre matière liquide ou solide ne 
doivel'\t pas ~tre déversées sur la voie publique. 



ANNEXE II 

Les murs, les cloisons, les tuyauteries ainsi que les plafonds doivent 
être propres et entretenus de telle sorte qu' il.s ne constituent pas une source __ ® _conta-
mination pour les produits. -~ 

ARTICLE 15 z 

Tous les matériaux susceptibles d'être en contact. avec les produits visés 
à l'article 1er doivent être maintenus en bon état de propreté. 

Le matériel, les tables et les récipients doivent être après le travail 
quotidien-, soigneusement nettoyés, désinfectés et rincés. Leurs éléments démontables en 
contact avec les denrées, couteaux et grilles notamment, doivent à la fin des opérations 
êtr~ séparés, nettoyés, désinfectés et mis à l'abri de toutes pollutions jusqu'à la pro
chaine utilisation. Le petit matériel, tel que les couteaux, doit être entreposé, en 
dehors du temps de travail, dans un lieu propre, à l'abri des souillures. 

Les enceintes froides doivent être maintenues en constant état de propre-_ 
té et désinfectées chaque fois que de besoin. 

Les produits utilisés pour le nettoyage et la désinfect!on de ces maté
riaux doivent être conformes à la réglementation en vigueur. 

Les insecticides, désinfe.-tants, ou tout autre substance pouvant présen
ter une certaine toxicité sont entreposés dans des locaux ou armoires fermant à clé. Ils 
sont utilisés sans risquer de contaminer les produits. 

ARTICLE 16 : 

Le personnel est tenu à la plus grande pro~té corporelle et vestimen-
taire. ·. 

Il doit notamment porter des vêtements de travail et une coiffu;e propres, 
~lle-oi enveloppant la totalité de la chevelure. Les mains sont lavées et désinfectées 
plusieurs fois au cours d'une rœne journée, nota.mment à chaque reprise du ,travail et après 
usage des cabinets d'aisaace. 

CHAPITRE III - Dispositions relatives à la préparation et à l'utilisation 

ARTICLE 17 1 ..... ·.:: 

des plats cuisinés à l'avance conaervés par la çha~eur, -... 

Les denrées employées doivent avoir été reconnues propres à la consomma
tion et ne présenter aucune trace d'altération même superficielle. 

ARTICLE 18 : 

Les plata---cuisinés à l'avance-destinés à être conservés avant leur con
sommation par. le chaleur doivent ê~e dès la fin de ~~~quïs~mis dans des récipients 

'-qui seront.,_.au.$s.itt7t munis de leur couvercle. 
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ARTICLE 19 : 

Depuis la fin de la cuisson jusqu'au moment de la remise au consommateur 
la :tèmpérature à coeur des plats cuisinés doit être constamment égale ou supérieure à 
+ 65° c. 

ARTICLE.20: 

Les plats cu~sJ..nés i{ 1' avance conservés par la chaleur doi "ent êtr.e 
i .. 

consommés le jour inême de leur préparation et cuisson. 

lAis récipients réutilisables destinés au tra1l5port aas .. plats' cuisinés 
doivent être avant leur remplissage, nettoyés, lavés, désinfectés par un procédé autorisé 
et rincés. · · 

ARTICLE 22 

Dès qu'ils sont vides, les récipients réutilisables doivent ~tre nettoyés 
et lavés sur ie lieu trême où sont consommés les plats cuisinés 1 leur transport est inter
dit si ces opérations n 1 ont été, au préalable, correctement effec'cuées •. 

'CHAPITRE IV - Dispositions relatives à la préparation et à 1 'utilisation 
des plats cuisinés à l'avance conservés par un proc~dé dè 
réfrigération, de congélation ou de surgélation. 

·-··· ·-~----------------

ARTICLE 23 

~s composants d'origine animale des plats c~s~nés à l'ava~ conservés 
par un procédé de réfrigération, de congélation ou de surgélation doivent être eonforme:s 
·a~ dispositions des articles 5 à 11 de ,l'arrêté du 26 Juin 1974 réglementant les· éondi..r.' 
tions hygièniques de congélation, de conservation et de décongélation des den..Jées animales 
et d'origine animale.. · · 

AR.TICLE 24 : 
0 • p 

Les plats cuisinés à 1 • avance destinés à être conservés avant leur con
sommation par un procédé de réfrigération, de congélation ou de surgélation, doivent ~tre 
conditionnés, immédiatement après leur cuisson, en unités indiv~duelles ou aon, de telle 
manière que leurs dimensions ne fassent pas obstacle au respect des prescription~ énoncée~ 
à l'article 26 ci-dessous. 

Tout transvawement..est interdit, sauf dans un délai de deux heures _précé
dant la mise en consommation. 

ARTICLE 25 : 

Les pl~~s cuisinés à l'avance conditionnés doivent subir~ refroidisse
ment rapide dan~ une encein-te isolée conforme aux normes hygièniques en vic:JUeur$ 
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ARTICLE 26 : 

La durée du refroidissement entre la fin de la cuisson et 1' obtention 
d'une température à coeur de + 100 c doit être inférieure ou égale à deux heures. 

ARTICLE 27 : 

Si le conditionnement est effectué dans des récipients réutilisables, 
oeux-ci doivent être utilisés conformément aux prssci:ripti.ons des articles 21 et 22 ci
dessus. 

ARTICLE 28 : 

Dès la fin de la phase de refroidissement, les plats .cuisinés à 1 1avanoe 
réfrigérés doivent être -entreposés dans une enceinte froide assurant une tempé.rat.ure- de 
conservation inférieure ou égale à + 3° c en tous points de la· denrée. 

ARTICLE 29 : 

La durée de conservation des plats cuisinés à 1 1 avance .. ré.frigé.rés-entre 
la fin de la cuisson et la. consommation doit. être inférieure ou égale à six jours. 

Toute.fois, cette durée pour1:a être proronqée _·.Pal?. déci.sion-ministérielle. 

ARTICLE 30 

La mise en congélation des plats cuisinés à ~'avanee destinés à être 
oongelés ou surgelés doit suivre immédiatement le refroidissement. 

La température d'entreposage des plats cuisinés, co~lés ou.~lés 
doit être inférieure ou égale à - 18° c. 

ARTictB 31 : 1 .• 4 

Sur l'une des faces· externes de chaque conditionnement doivent figurer 
les inscriptions suivantes 

• Température d'entreposage obligatoire ; 

~ Ma~ue de salubrité conforme aux dispositions de l'article 35 ci-dessous~ 

En outre 

- Pour les plats cuisinés à l'avance, congelés ou surgelés, la date inscrite en clair, 
de la conqélation suivie pour les plats cuisinés-congelés de la lettre C ou T conformé
ment aux dispositions de l'article 13 de içArrêté du 26 Juin 1974 réglementant les con• 
ditions hygiéniques de congélation, de conservation et de décongélation des ~ 
males ou d • origine animale.. -.......... 

Pour les plats cuisinés, réfrigérés : la date, inscrite en clair, du jour qe la cuisson~ 
à consOII'Clœr avant le o •••••• 
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ARTICLE 32 

Lorsque les plats cu~~nés à l'avance, conservée par un procédé de ré
frigération sont destinés à ~tre consommés dans un établissement de restauration public 
ou privé, ils doivent être réchauffés par un procédé autorisé de telle manière que ia 
température d'entreposage du plat soit élevée jusqu'à + 65° C à coeur en moins d'une heu 
et maintenus à cette température jusqu'au moment de leur utilisation. 

Sauf dérogation pouvant ~tre accordée par décision ~~istérielle, la 
décongélation des plat$ cuisinés à 1' avance, congelés ou surgelés doit précéder immédia..; 
tement le réchauffe ment et être incluse dans le délai d'une heure prévu pour cette opé
ration. 

ARTICLE 33 : 

La décongélation avant la vente des plats c~s~nés congelés est interdi 
sauf dérogation pouvant être accordée par décision ministérielle. 

CHAPITRE V - Conditions Sanitaires 

ARTICLE 34 : 

Sont reconnus propres à la consommation, les plats cuisinés à l'avance 
qui satisfont à des critères d'appréciation favorables du point de vue organoleptique et 
qui préparés, entreposés, transport~s et distribuPs dans les conditions d'hygiène-prescr 
tes par le Décret n° 71.636 du 21 Juillet 1971 et les arrêtés pris pour son application 
réponàent aux normes publiées en annexe du présent arr~té. 

ARTICLE 35 ; 

Cette conformité est attestée : 

- Pour les plats cuisinés à l'avance, conservés par un procédé thermique, par le remise 
de docwnents accompagnant les denrées durant leur traasport sur lequel est reproduite 
la marque de salubrité : bon de livraison, facture ••• 

~ pour les plats p»éparés à l'avance, conservés par un procédé frigorif~que, par l'appos 
tion sur chaque conditionnement de la marque de salub~ité. 

Le modèle de la marque de salubrité et les modalités concernant son att 
bution, son utilisation et son retrait figurent en annexe du présent réglement. 

ARTIClE 36 

Sont considérés comme impropres à la consommation : 

Les plats cuisinés à l'avance qui ne satisfont pas aux conditions et normes définies 
à l'article 34 ci-dessus. 

Les plats cuisinés à l'avance conservés par la chale~ et non consommés le jour même 
de leur cuisson. 

~s plats cuisinés à l'avance, réfrigérés et non consommés dans les cinq jours qui~nt 
suivi le jour de leur fabrication. 
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Les plats cuisinés à l'avance conservés par un procédé frigorifique et réchauffés, mais 
non consommés le jour même du réchauffement. 

Avant leur retrait de la consommation, conformément aux dispositions 
de l'article 6 du ~cret n° 71.636 du 21 Juillet 1971, ils sont entreposés dans un local 
ou une partie du local uniquement affecté à cet usage et fermant à clef. 

ARTIClE 37 : 

Les responsables d'établissements où sont préparés des plats cuisinés 
à l'avance doivent faire procéder à leurs frais à des centrales microbiologiques périodi
ques. La périodicité de ces centrales figure en annexe du présent arrêté. 

Les résultats de ces examens sont mis à 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 à compter de la date de publication du présent arrêté. 

Pour les établissements existants, ces dispositions sont applicables dans 
un délai de douze mois, à compter de la date de publication du présent arrêté. 

ARTICLE 39 : 

Le Directeur des Services Vétérinaires, le Chef du Service de la Répres
sion des Fraudes et du Centrale de la Qualité, le Directeur des Pêches Maritimes et le 
Directeur de l'Institut Scientifique et Technique des Pêches Maritimes sont chargés, chacun 
en ce qui le concerne, de l'application du présent arrêté, qui sera publié au Journal Offi
ciel de la République Française. 

~ Secrétaire ~t aux 
Transports 

Pour le Secrétaire d'Etat· 
~ et par délégatioa, 

~Directeur du Cabinet, 

.. "bl~e --AlPjlZI Hlti 
~- -,_ 

FAIT A PARIS, le 26 Juin 1974 

Le Ministre de l'Agriculture, 
Pour le Ministre, 

et par ~léqat~on, 
Le Directeur du Cabinet 

F. BLA.IZOT 
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-L/-l N NE XE S 
= ;;z ::.- a c .,_ 

CRI'ŒRES MICROBIOLCGlQUES DES PLATS CUISINES A L'AVANCE 

Pour qu'un plat cuisin~ à l'avance puisse être reconnu propre à la con
sommation conformément à l'article 3 du Décret n° 71.636 du 21 Juillet 1971, il doit cor
respondre aux critères microbiologiques suivants : 

Germes pathogènes : 

Salmonella •••••••••••••••••••••••••••••• Absence dans 25 grammes de produit 

staphylocoques présumés pathogènes....... Moins de 10<) germes au gramme de produit 
-absence- dans 1 cg de produit - ( 1) 

Germes témoins de contamination fécale : 

Coli formes ............................... 

Escherichia Coli ........................ 
Anaérobies sulfitoréducteurs (formes 
végétatives et spores) (incubation a 

Moins de 1000 germes au gramme de produit 
(moins de· 100 germes dans 1 dg de produit) 
( 1) 

Moins de 10 germes au gramme de produit 
(absence dans 1 dg de produit) (1) 

46• C) ••••••••••••••••••••••••••••••••••• Moins de 30 germes au gramme de produit 
(moins de 3 germes dans 1 dg de produit (1) 

Germes aérobies mésophiles (2) 
(3~32° c, 72 H) •••••••••••••••••••••••••••• Au plus 300 000 germes au gra~ de produit 

(au plus 150 germes dans o,S mg de produit} 
( 1). 1 

-=-=-=-=--=-=----==-- =---

( 1) "Absence dans •• " "moins de ••• " ''au plus .... " signifient qu'en utilisant \li1 inoculum 
de masse correspondante, on peut contr8ler le critère. Toutefois,. !.'ensemencement 
simultané de masses inférieures et supérieures doit être conseillé en vue d'obtenir 
un meilleur renseignement concernan~ la contamination du produit et une expression 
plus complète des résultats. 

( 2) Ce c.ritère n'est pas applicabla_aux- produits dont .J.a préparation comporte normalement 
1.\pe fermentation lactique. 
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METHODES D 1ANhl.YSES CONCERNANT LES PLATS CUISINÉ$.-~ ·t;• AVANCE 

Les techniques générales sont celles qui ont été définies dans le r~cueil 
Hygiène des deprées d'origine animale. Techniques de laboratoire du Service Vétérinaire : 

1. Les salmonelles sont recherchées selon les modalités ci-après 

Préenrichissement : Mettre 25 grammes de produit dans 100 ml d'eau peptonée tamponnée, 
incuber six heures à 37° c. 

Enrichissement : Prélever 2 ml de la cul ture et les inoculer dans 20 ml de bouillon 
au tétrationate,. Incuber vingt-quatre heures et quarante-huit heure~ à 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 diamètre 140 mm)e 

2. Les staphylocoques présumés pathogènes sont dénombrés après vingt quatre heures d'incu
bation à 37° C en milieu Baird-Parker. 

3. Les coliformes sont dénombrés sur gélose au désoxycholate après'vingt quatre heures 
d'incubation à 300 c, ou sur bouillon lactosé bilié au vert brillant incubé à 300 C 
durant vingt quatre heures et quarante huit heures. 

4. Les escheric}lia coli sont dénomb:tés sur gélose au désoxyf'.holate après vingt q'Qfitre heurE 
d'incubation à 44° c, ou sur· bouillon lactosé bilié au vert brillant incubé à 30° C 
durant vingt quatre heures et quarante huit heures, suivi deune co~firmation par test 
de Mackenzj.e. 

5., Les anaérobies sulfitoréducteurs sont dénombrés après vingt quatre heures et quarante 
huit heures d'incubation à 46° C sur gélose T.SvN. ou S.P.S. 

6. ~ flore mésophile est recherchée sur gélose pour dénombpement après soir~n$e douze 
heures d'incubation à. 30° c. 

METHODES DE REFERENCE 

Lorsque les résultats des examens pratiqués par les professionne~s et par 
les Services de centrale seront divergents peur un produit de même nature et de m@me prove 
na~~ les examens que ce litige rendrait nécessaires seront pratiqués selon les méthodes 
de référence AFNOR (norme expérimentale V.08.011 (Décembre 1973) "Microbiologie al;!.Iœntair 
~ctives générales pour le dénombrement des germes aérobies mésophiles V.OS A-doc (Janvi 
1974), projet de norme relatif au dénombrement des coliformes et escheriehia coli et d'au
tres normes à paraître dans cette série) ou, à défaut~ AFNOR~ selon la méthod 
préconisée dans le recueil Hygiène des ~es et d'origine anima e~ de 
laboratoire--du_..8ervi ce vétéri na.i-re-.;------

Lorsqu'il y aura lieu de vérifier si des "staphyloeoques présumés pat})ogè 
nes" sont réellement des "staphylocoques potentiellement dangereux" on ret.iendra comme cri 
tères de confirmation des colonies suspectes la mise en évidence soi·c d'une coagul.ase, soi 
d'une prophatase et d'une DNase conjointement. 
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PERIODICITE DU CONTROLE MICROB.IOI..O:iiQUE QUE DOIVENT FAIRE EFFECTUER 
LES RESPONSABLES D'ETABLISSEMENTS OU SONT PREPARES DES 

PLATS CUISINES.A L'AVANCE 

-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-

Les responsables q'établissements où sont .préparés des plats cuisinés à 
l'avance doivent faire effectuer au moins le contrôle microbiologique d'un plat par semai
ne. 

Ce contrôle comprend la recherche de tous les germes énumérés à 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 à une 
portion individuelle. 

CONDITIONS D'I'JATTRI~UTION, D'UTILISATION ET DE RETRAIT DE LA 
HARQUE DE SALUBRITE 

-=-=-==--=--__..,;::-=-=-· 
MODELE DE LA MARQUE CE SALUBRITE 

-=-=--=-=-=-=--

I - ATTRIBOriON 

Pour obtenir la marque de salubrité prévue à l'article 35 du présent arr$
té, toute personne responsable d'un établissement dans lequel sont préparés des plats cui
sinés à l'avance doit en avoir fait la demande au Directeur des Services Vétérinaires du 
Département où est implanté l'établissement. 

La demande doit être renouvelée à chaque changement d'expleitant et lors 
de toute modification importante dans l'installation des locaux, leur aménagementr leur 
gros équipement ou leur affectation. 

~ marque de salubrité est attribuée après enquête des services·vétérinai,
res ~ux fins de déterminer si les locaux, les installations et le matériel utilisé répon
dent aux conditions fixées par le présent arrêté. 

II - UTILISATION 

~ marque de salubrité doit êt~ reportée ; 

Sur 1' une des faces externes de chaque-!ilonditionnement. de plats cuisinés 
à l'avance conservés par des procédés de réfri~ation, congélation ou s~élation 1 

Sur le document accompagnantr durant leur transport, les plat§ c~és_ 
à 1 'a vance conservés .. par la chaleur. 
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III - RETRl';.IT 

Indépendamment des sanctions prévues par les lois du 1er Août 1905, du 
8 Juillet 1965 et les textes pris pour leur application, le non-respect des disposition$ 
du pré~nt arrêté pourra entraîner le retrait de la marque de salubrité. 

IV - MODELE 

La marque de ~salubrité doit être de forme circulaire. Son diamètre est 
de 20 mm. Les mentions suivantes doivent figurer en caractàres parfaitement lisibles : 

dans une couronne marginale, la mention Inspection Sanitaire Vétérinaire ; 

au centre, le numéro d'immatriculation de l'établissement dans lequel sont 
préparés les plats cuisinés à l'avance ; 

au dessous,du numéro d'immatriculation~ les lettres P C désignant la nature 
de l'activité de l'établissement. 

Critères microbiologiques auxquels doivent satisfaire certaines denrées animales ou 
d'origine animale. Arrêté ministériel du 21 Décembre 1979 - J.O. du 19 Janvier 1980-
784 NC. 

Plats cuisinés à l'avance, escargots préparés, pièces de viandes cuites tranchées ou non. 

• MICROORGANISMES - AEROBIES 300 C (par gramme) 

• COLIFORMES 30° C (par gramme) 

• COLIFORMES FECAUX ( 44° C) -par gramme-

• STAPHYLOCOCCUS - A URE US (par gramme ) 

• ANlŒROBIES SULFITO-REDUCTEURS 46° C (par gramme) 

• SALMONELLA dans 25 grammes 

--=-:.-=-----=-=-=--=--=-

300 000 

1 000 

1Q 

100 

30 

abseooe 



ANNEXE III 

175 



ANNEXE III 

R E P U B L I Q U S F R A N C A 1 S E 
M I N I STE R E D E L' AG RI CU L TU R ~ 

DIREC'l'IOO GE.."lERALE DE L 1 ALIMENTATION 

Service Y~t~cinair-e d 'Hy•jiène Alirœntaire 
Bureau 
Adresse 

Produits Carnés 

Note de Service ·"' .. , 11 J'-

lX>AL/SVI-1 A/N88/N o 81 qr, :::; __ .;!:~~_-.;;rf:; :f 1 f J;~'1 i1 ~_,_: 
175, rue du Chevalecet 
75646 PARIS CEDEX 13 

du 31 mai 1ng 
13. JUIN 1988 

Téléphone : 45.84.13.13 Poste : 54.98 Classement : PA 3L)2~-~--- -4···--··-~-----

1 V fi-' ~; i 
1\NM. :'!-~ 1 

. -·· __ j 

CB/JJB - W 76 11 1 11 1 u 1 /~ 
de Service 

Objet : Prolongation de la durée de vie des plats cuisinés à l' c1vancEî, modification 
du protocole pern-et tant d' obtenH· les autorisations. 

Référence : Arrêté du 26 jui.n 1974, relatif aux conditions d' hyqiène 
applicables dans les ateliers de préparation de plats cuis1nés 
à l'avance. 

L'arrêté du 26 juin 1974 définit dans ~ ac-ocle pcerru.er- les 
plats cu1sinés à l'avance cornrœ l'ensemble des prépàrat1ons rul1naires conposées r:our 
tout ou pactle des denrées v1sées à l'article du lerr du déccet 7l.b36 du 21 d[<:errbce 
1971 cult.~~; ou précu1 tes dont. l..l consomrMtion p:ut ~tre d1 [férée. 

Les produ1ts apf.>.:!rtlsés ou stérü1sés atr1s1 que les pcodu1 t.s de 
charcuterie et. les sëÜdisons sont exclus du champs d' appllcation ·de l'arrêt&. 

1 ; . 
t • 

L' acucle 29 r&.Jlenente la duc~ de Vle des plats cu1s1né.s 
réfrigérés et précise que cette durée ne peut normalement pdS excéder six jours elle 
peut toutefois être prolonyée par décis1on ministérielle. 

En eftet, certains plats cuisinés -à l'avance r-éfrigérés pewent, 
du fa1t des condi uons p.'lr.tlculières de leur traiteril:.?nt, ou de la qualité des denrl.oes 
mises en oeuvrt!, rester plus longtemps confor."''''es au~ critèces rnicrobiologiques pc~vus 
pac l'Arrêté Ministériel du 21 décerrbre 1979 et con!;lecver égalerrent ~nddnt ce délai 
leurs qual1tés organoleptigue~ initiales. 

La présente note de service a p:>ur- but de rappeler les 
dispositions existantes en fT'dtièce de pr-olongation de la durée de vie des plats 
cuisinés réfrigérés et de rœttre en place un pr.·otocqle d'autorisation allégé lorsque 
les plats cuisinés sont pr-épar-és selon des technologies of fcant le rn..':lxirnum de 
sécLlrité. 

I -Rappel des dispositions existantes 
i 
1 
f 

Le protocole mis en place-en 1977 pour s'assuree du maintien des 
caracter1st1ques rmcrobiologiques et organoleptiques satisfaisantes au-delà des s1x 
joues accocdés par la réglementation, et pecmettre la délivrance des autocisations de 
prolongation de la· ducée de· vie est le sui va nt : 

... 1 ... 

=r-=-L-AN-:--=-D-=-E-o=-=-rF=ru:-:-s-=---=-ro-=-N-:---------------,--------------------------- ·)-
Pour exécution : 

D.S.V. 
- Directeucs des Laboratolres 

des Services Vétér1naires 

---------------------

' •1 

Pour. lnforfT'dtion 
Pr-éfets 

- Contrôleurs Généraux 
D.R.A.r: 
D.D.A.F 

1 7 6 
... ~-' 



ANNEXE III 

-La dernancie d'autorisation ne peut être formulée que par 
l'exploitant d'un atelier titulaire de la rrargue de saluht:""ité rxévue pût:'" l'an:·êté 
du 26 juin 1Y74. 

. ' 

Cet exploitant précise, dans le cout:""t:""ier qu'il adresse, pour 
formuler sa demande, au Duecteur Départenental des Set:'"v1ces Véténn<nres la liste des 
produits pour lesqL)2ls il souhaite obtenir cette autorisation, leUt- rrode de 
conditionnerrent 1 le poid'3 de chaque unité, et la durée de vie dermndée pour chacun 
d'eLix. 

Jusqu'en 1983 les contrôles nécessaires pout:'" accot:""det:"" les 
autorisations étaient tous t:""éalisés par le C.N.E.R.P.A.C., à l'ex'ception des raviolis 
et pizzas qui pouvaient êtt:""e examinés au Laboratoir-e des Services Vétédnaires des 
Bouches du Rhône ; par- la sui te le norrbre cr-oissant de derrandes a conduit à répartir 
ces examens bactériologiques et organoleptigues entr:e le C.N.E.R.P.A.C. et d'autres 
Laboratoir-es des Services·Yétérinair:es, qui les réalisent selon le pr:otocole mis au 
point par le C.N.E.R.P:A.C. 

La liste de ces laborato1res désignés est rreintenant la suivante 

l - C.N.E.R.P.A.C. - PARIS 
2 - Laboratoire National des Services Vétérinàir:es de EDULCGNE 

(PAS de CALAIS) 
3 - Laboratoire du Centr:e Nad.onal de 1.-~onnation des Techniciens 

des Services Yétéz:-ina1resl de LYON OJRBAS (RHONE) 
, i 

4- Laboratoire De~rtementalides Ser-vices Vétérinaires de 
l'AVEYRON 

5 - Laboratoir-e Départemental: des. Services Vétér-inaires des 
LDUOlES DU HJJONE ; 

G- Laboratoire Départemental!des Services Vétér-inair:es de la 
OlARENTE MARITIME l 

7- Laboratoire Dépar-temental·des Ser-vices Vétérinaires de la 
Dl{a1E \ -

8 - Laboratoir-e Dépar:temental! des Services Vétér:inaires du 
fiNISTERE 

9 Laboratoire oépa rtemen tal· des ser-vi ces Vétérinaires de 
LOI RI:: ATLANTIQUE 

LO - l.alX>ratoir-e Dépar-temental. des Services Vétér-inaires du 
I'DRBIHAN 

11 - Laboratoir-e Départemental' des Ser-vices véLédnaires de 
VENDE:E 

12 Laboratoire Départemental des Ser-vices Vétér:inaires de 
VIENNE 

la 

la 

la 

L'exploitant demandeur doit donc indiquer le laboratoire dans 
lequel il souhaite yue soient effectués les contrôles. 

Le Dir-ecteur Départemental des Services Vétérinair-es, dans la 
rres.uce où il est favor-able à cet te detronde, la trànsrret au Bureau des Produits 
Transformés du Service Vétérinaire d'Hygiène Alimentaire de la Direction Générale de 
l'Alirrentation; s'il ne.peut donner un tel avis il doit en avertie l'intéressé en 
motivant ron refus. 

La demande, après examen au BUreau des Pr-oduits Tr-ansformés est 
adcess&e au Labor-atoir-e désigné gui prend contact:avec l'exploitant. Il lui indique 
par ailleurs le ncmbre d'échantillons qu'il doit fair-e pan•enir, les rrodalités et le 
rythn--e de leur transmission ainsi que le cq9t de l' enserrble des analy.s~s. 
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Ces édwntlllons font l'objet de te[>t~ m1crobiologiques et 
orgëtnoleptiques dont les résultats oont. ensuite odr.-essés paz:- le laboratoire, avec .S<.)n 
a vi 5 , au Bureau des l?cocJul ts Trans tonnés ; celui-ci ét LX:he les conclusions du la~>ocil
toire, délivce ou r:-~fuse l'autonsation et notifie .s'a oécision au Directeur dés 
S€rvices Véténnair:-es du dépa.Lt.errent où se trou~ l'atelier, à chë1I:"9e pour:- ce dern1ec 
de la communiquee à l'int•?ressÉ! en lui ra[Jt.:elant. les cègles auxqUt:lles i1 devc.:1 se 
conforner en rratièce cl'autocontrôles ec d'étlquetaye. Le numéro de la cJk1s1un doit er; 
eltet êt.ce ref.Orté sur le curhjit.ionnernent de chilcur1 oes pldl.'J cui:Jltlf~s qui en 
bénétic1e, lorsqu' 11 est ex[x.>sè à la v•=nte. 

II -Mise en pldce de nouvelles dlsc..x.;siuons 
---~----- ... ---------------·-------~------

L' allÈ.><Jement du pr::otoco.le existant est aujour:-rJ' lnJi r.ossl!)lt~. Er1 
' ' d . ' ' effet les tecr,nolo<JlèS ont [)et:Jocoup evolue ces ecn1eces annees avec en I.xl!~l.lCuJiec 

l' aç:pctn tion de nouveaux systèmes de cond1 tiormernent et des trai tE.ment.-; physlCC>
clumiques appliqués aux pcodùi t.s dans leur candi tionnerrent final. 

Le:; ex!>écie:1ces en tn:Jt.lèx:-e de cuntcô.le nDntu:-nt. une nei lleun~ 
naitr:-1se de la proauct1on des plats cuisinés à l'avance 

r.:._\lalité des rTBtière.s [.Xt.'lnières, 
f{l<Jueur dans le choix et l' ap~_.lication ue:J technolO<Jies, 

. Maîtr·ise des c1ccuits et aménage10ents des lc.<:.:\Ux, 
. l:'z:-o-:.Jr-ès en hygiène. 

Le:.; applicc1t1ons de la mi.crobiolO<Jie se sont lacqemenc dévelClpr.-ées 
et il est [.x:Jssilllt: .1ujuun:l' hu1 d~. nesurer:- la saloon t& des produ1t.s ~:~elen ufle <JotJ;le 
analyse de ris<..Jues : r:- 1 syue patrlCXJène et risque d'al tésation. 

Le osque pathogène s'appréhende pax:- l'étu-Je cks bactéci.es 
pathO<Jènt?S et de::; bac:t(~ctes test d'h'J''Jlène; il est l1é à ld fXé:Jenct: rési<Juellt: rJ'Lln•~ 
tlore f)<.JUlO<.Jène nùtl sp .. :n-ul~ ou, en CûS de r·upture de troicJ, à ld qenltlrWtlütl dt~ 
SfX>I:"es SL~)Slstant c:Jans le produit et dont leB forme~-; végét<Hives ,;)ut-ront en~-;ult:t~ 
proll t ére r. 

Le osque d'al té r-ation se He sure par l' évolution au couu> du temps 
des dl ftérenr.es l)acténes d' altécation de la flore rrésophile et psychcoLcophe. 

La sécur-ité d'un pcoduit seca conditionnée par- l'hyg1ène 'j\Jl 

{-Jcéslder-a à Sd pté{->cli:"dllO!l, le t.rcut.ell-ent. tl1ennique gLu lu1 ~ti.l ctpl)ltqu€:, le:J 
tt'rnpécatures aLLxquelle.s 11 seca conservé et distribué. 

Les pc-c.,duits pour lesquels cet allègement est [X)ssible sont le!; 
PLAT!;; OJlSINE:.S A L'AVANCE REFfUGëRES dont le traitenent thermique, é~ventuellerrent 

pt-écédé d'w1e pr:-écuisson, est effectué dans le conditionnement fioaJ de telle sorte 
qu'aucune contamination nr;! puisse intervenir ultér:ieurenk?nt sur. le pcodui t. 

1 

Conditions pcéalables 

Les r::è<.Jle:3 auxquelles doivent r:é!?:::rndre ces pr:oclu1ts !_;ont le.'> 
sul vantes 

1) - ProJuction dans un atelier p:>ssèdant la m3r:-que de· salLl':>rité. 
2)- Contr-ôle r-ég~lier- de la conformité des rrati~z:-E:s prem1è.u:>~> i:lux 

cntèr:-es nLicrobiologlques,prÉ:vus par l'an-êté du 21 déce!llbce 1979. 
3) - Trallenl:nt thenniguet,. réalisé en r-espectant un bÇlrêrne 

préétabll dont le fabricant s'est assuré àe l'efficacité auprès d'un organisne ru 
d'une per:-sunne corrpétente. 
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ANNEXE Ill 
Le fabr:-1cant do1t notamrrent avoir- la cer-utuJe qt~:? les pr-odult.s 

r-ester-ont après ce tr-aitement, conformes aux critères micr-obiolo]iques pr-évus par:-
1 'ar-rêté ministér-iel du 21 décerrbre 1979 pour les plats cu1sinés à l'avance, et ce 
jusqu'à 48 heur-es après la date limite de consornrnation lors c.l'une cons·~rvwtlon 
permanente à + 3°C. Le fabr-icant doit, pour tenir co~te d' all~ùs éventuels, ef. fee tuer

une vérification complémentaire de conformité, à .savoir : 

. Pour- les produits ayant une durée de V le de 21 JOUI:"S 

jour-s à + 4 °C, suivis de 7 jour-s à + Ô°C. 
. Pour- les pr-oduits ayant une durée de Vl e cJe ·12 jour~ :w 

JOurs à + 3oc, suivis de 14 jour-s à + 8°C. 

4) - Contr-ôle du tr:-ai tement ·à chaoue c:yc le de cuisson 
refroidisserrent, effectué de l'une ou l'autr-e des façon suivantes. 

a) -Contr-ôle de la température à coeut· du produ1t (ti) à 
par-tir d'un échantillon sacrifié, (.:BC theC"rt'Ornètre Sonde pOUL\'U d'un dispo._c;itif 
d'enr-egistr-ement. 

b) -Contr-ôle de la tenpér-ature de l'enceinte (te) par.
thenromètr:e enregistreur:, cette température pouvaht être r.:lppxtée, à la suite dt2 
l'étu::le préalable r-éalisée lors de l'établissement du barème, à celle c1 laqt)'.!lle est 
alocs p::>r.-tée la totall té du lot à coeur-. 

Dans un cer-ta.in nombr:e de cas on exiqera les deux prises de 
tempér-atur-es notamn>=nt dans ceux [XJUI:" lesquels la· connaissance (Ji2 te. est insuff1sar1r.e 
pour décJu1r-e lcl v;üc~ur- dt! ti. 

Les <Jraphiques résultant de c.es enr:-e<Jistce~nents rlevront être 
conser-vés, à dl.S!:XJ.Sl uon des ser-vices de contr-ôle1 p4ndant une dur:-é-.2 excédant d'un 
mois la ciurée de vie des produits fabdqué.s. 

Le REFROIDIS::ir.i"•\E.:NT RAPIDE, en cellule à froid cryO<jénique ou 
mécamque, ou dc:ms un ba1n d'eau glacée ser-a c:onfor-~ aux disp::>sltlons de l'M·-rêtf= rJu 
26 juin 197,1, il devra éqülement fair-e l'objet d':un enr-eqistrement. 

i 
1 . 

5) - Véntications de 1' étanchéité des conditionnerrents et fectuée.s 
régulièrement par l' eXtJl 01 tant qui consigne ces vén fications sur- un registr-e pr-ésent~ 
à tout.: r:-équ1s1tion des Services Vétérinalr-es. 

6)- l\utocontrôles r-égulièren\ent réal1s~s, au rythme d'au rroins 
une tois par semünt! sur chacun des produits après stockage à+ 3°C jusqu'à la cjcJte 
llmite de consomrrBtlon et à+ soc pendant un temps fonction de lü dur-ée de vie (·.-oir.' 

.. .:. 
cl-dessus). Dans c:lél<JW cas, les résultats doiverit êtr-e contorm~.s aux cntèt·e.-; 
rrtic:r-ot)lolo<;Jiques rég lernentai res. 

7) -Indication, le cas échéant, .sur- .l'étiqueta')P. des différ.-e11te:: 
rrodal i tés de r-échaut t ê.l':Je. Ces rrodali tés doivent po~nœt tr-e la renon tf:~· cJu produ1 t .) u:w 
tempér-ature égale ou supér-ieut·e à 65°C en 1roins d'une heur-e. 

Durée de vie des produi~s 

Lor-sque ces r-ègles sont respectées la pr-olon:J<H.ion de la dat•! 
limite de consomrnat(TIJ

1 
est p::>ssible dans les condit1ons suivante:> : · 
- Plats cu1sinés r:ortés à coeur à une temr>érature ccwor- lS•! 

•. 
entre 57°C et 65°C. 

La pr-olonyation d~ la durée de vie de·na t.:nçe l'objet de la 
présenta tl on d'un dossier technique qu1 sera tcansmis à un des lctbora toi res ( i ;urant 
page 2·. 

..~ 
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ANNEXE III 

@- Plats cuisinés portés à coeur à une tempérdture au rrou1s 
égale à 65°C, avec application d'une valeur pasteurisatrice au rroins égal..? à lOO 

(v plO 
70 

lOO, gerrre de r-éfér-ence entéroccx1ue (Streptoccx:cus faecd.l.ls) 

La déternnnation de la durée de vie du prouuil est placée 
sous lù responsabilité du fabdcant jusgu' à 21 ·jom· s. 

@- Plats cu1s1nés ç.cr:-tés b coeur- à une tE>!npf?rdture au rTOHl.9 
égale à 70°C, avec application d'ww valeur pasteurisc1tricc dU 1101ns écJale à 1000 

(y plO = 1000, germe de t·éférence entér-ocoque (Sreptcx::cx::cus [aecal is) 
70 

, , 1, 
generalement appe es 

La date limite de conoomrration de ces préparations 
"plats pasteur-isés" par- le fabricant est placée sous la 

responsabilité de ce der-nier. 

S'agissant d'une date linnte de cont",.,::xnrrat.ion (et non d'une 
date limite d'utilisation optirrale) elle ne devra pas être sur:kneuce à •12 jour-s. 

Le quantième du jour de cuisso:-; devra fic;Jurer sur le 
conditionnement du produit. 

!Modalités d'autorisation! 

~ 

(1);- Dans le Pr-emier- cas, vousme t:ransmettrez l'ensemble du 
~- . 

dossier- afin qu'll soit examiné par un laboratoire a~torisé. Ce do~>sier Cüi!l[.Drte 1.iJ 

liste des produits préparés, les dia~r:-arnm?s de tr:-ai-t.ement des rxoduiu;, la valeur:
pasteur-isatrice atteinte et les r-ésultats des contr-ôles bélctériolo<JHJues. 

( 2))- Dans le deuxième cas l' exploi tdnt doit vous aclre:->ser une 
demande pr-écisant le's- pr-oduits pr-éparés, la techrio-h_ogie et les Villeurs pê!Steu
risatnces appliquées, et la dur-ée de vie demandée, il joindrd ,\ cette der11anrlf! les 
résultats des contcôles bactériologiques effectués sur ces pr:-odui ts à la date l1mi te 
de consornrl\:1 t 1 on. 

Apr-ès inspection de l' établissement et vé nf. ica ti on du 
fonctlonnera:!nt: et des 1nd1cations fournies vous rn' adresserez, ddfiS le cas où votre 
avis est favot·dt)le, cette demande. Un numéro d'autor:-1sauon sera ,üoc:; uél1vré Z1 
l'exp loi tant pour l' ensenole des prépara tl ons rél=Ondant aux c<H <JCl én.st 1ques préc1sé-es 
dans la demande. 

N.!3. - Pour ces deux premières catégor-ies l'exploitant üev(·a, 
au titre de l'auto-contrôle, adr-esser- tro1s fois par- an à l'm des labor:-ato1res 
désignés indiqués plus haut, cinq échantillons d'un des plats r.:our lesquels il 
bénéficie d'une autorisation de prolongation de la durée de vie. 

,.,..---
3): - Dans le tr-oisième cas lè fabr-1cant devra simplement vous 

déclarer son actiVltê~- de productlon de plats "pasteurisés" en vous préclsdnt le.s 
tcai tements thermiques àppl iqués à ces pr:-cx:lui ts et les valeur~> pa.steurisdt ci ces 
atteint es. 

! 
Après inspection de l'établissement, vét· i flcat ion du 

fonctionnement et des indications fournies vous n1' adresserez dans le cas. ou votre a vi~ 
esc favor-able, m courr-ier auquel' sera jointe la déclaratlon du f:abLicanL. 
Aucw1 nurr.?.r:-o d'autocisation ne sera néceqsaire pour ce ty[:;e (je pcoc.ll:ction, n-e1s tne 
liste des établissements les fabriquant sera établie et mise à jour "par- le t>ureau des 
Produits Tr-ansformés. 
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ANNEXE Ill 

•1) - Pour tous les autres cas les rrodalité.s d'autorisation se 
feront .selon le protocole en place depuis 1977. Toutefois lorsque ap:-è.s obtention 
d'une autorisation l'exploitant rret au point de nouveaux pt:"oduits, selon la Jnêrne 
technologle et en appliquant un trai te~nent identique, la même autod.::~ation lui sera 
accor-dée sans qu'un nouveau protocole d'analyses soit mis en place. Il suf(it·a que 
vous rn' indiquiez le nombre et l'appellation des nouveaux produits en rre pcécisant: que 
vous avez contrôlé qtJ<? leur n-ode de préparation ne tliffère pas de celui pcééédemrrent 
mis en pl ace et que les analyses réalisées sur les (X·odui t.s en fin de da te lirni te de 
consornrnation sont favorables. 

Enfin, il impot"te de védfiet" t"égulièt"ement que les cègles 
mises en place au rron\?nt où l'autot"isation a été accor-dée sont nBintenues avec 
cigueur-, des inspections inopinées réalisées au rroins deux fois par:- an et à .chaque 
nouvelle pcoduction annone~ devront être effectuées. A la suite de ces inspections 
vous rn' indiquecez celles des autorisations qui doivent êtce ceticée.s ou suspendues. 

Macguaqe de salubc1té 

les conditionnements de tous les plats cuis1nes à l'avance 
do1vent être r-evêtus de la ll'acque de salubr-ité attcibuée à l'atelier:- de provenance 
dans les conditions prévues par l'at"cêté Ministédel du 26 juin 107<1. 

Les entreposes bénéf1ciant d • un agrérrent communautaire pour leur-s 
plats cuisinés à base de viandes et de viandes .de volailles peuvent fair-e figur-er de 
plus l'estampille cornrnunautaire telle que définie par l'acticle 29 de l'Arcêté du 3 
mar-s l9tll. 

L'app:)sition de cette estampill~ n.e·les dispense pas de celle de 
la rTBcgue de salubnté "plats cuisinés à l'avance". i • 

! 
J'attir-e également votr-e attention sur le fait gu'il n'est pas 

possible de vo1r fiyuz:-ec une estampille canmunautad·e sur les pt"épar-ations à bdse 
d'autrt>S denr-èes gue les viandes de bouchecie et de,vQlailles. 

1 

" 

---•: ••. ·.·.·;. -4·:: . .-:.··· ·-- .• 
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ANNEXE III 

Nouan de valeur .29steuE_~satcice 

La pasteurisation désigne m trai. terne nt then11iqLk? qui détruit de 
rmr.ière plus ou rTDins poussée les espèces micr-ob1ennes sous leuc fonre ·Jégétative. 

Elle vi~e à éviter- cer-t.Jins r-isques liés à la présence et à la pr-olifér-ation de 
, ' 1, bacteries ~3thoJenes non spocu ees. 

Appliquée seule, elle n'assure qu'ufle conset-:vation tr-ès temp:>r-air 
au pr-oduit tr-ait~ 

Sou~3 réserve que les prOduits ne soient pa~ recontëll1inés et que 
leur conser-vation se fasse à 3 oc, leur dur-ée de v1e sera fonctlon de la valeur
pasteurisa t r ice à!:Jplh].uée·. 

Pour établir- ces valeur-s pasteur:-isatrices un certain nanbre de 
données sont nécessaires. 

- A me temr.Jérature d'essai To, le temps D de. rC.duction décimale 
riécessair-e pour- d1viser par- 10 le nonbre de bactér-ies existant dans le milieu 
(destr-uction de YO % de la çx:>pulation) est identifiée sour la forme DTo· 

- La valeur- D diminue si la température a~rrente ; dans les 
intervalles de tempécatur·e qui n'altèr-ent pas trop les propriétés nutritives et 
organoleptiques, il est possible de calculer les variations de O. 

L'intervalle de températur-e Z pour lequel les valeurs de D sont 
entre elles dans un rappxt de 1 .;_ 10 est, pour- la plupart des bactéries, de l0°C 
(avec des variations rie 6°C à l4°C). 

1\in.si Sl p:>ur détruire 90% d't]ne population i.l (aut 60 minutes i 

60•c, il faoor-a 6 r:unutes pour obtenir le mên-e résultat à 70"C. 

- Le risque de survie d'un certain norrbre de rnicnxn·ganisnes d._'ln: 
le produit est d'autant plus faible gue la population initiale est petite, cu que le 
ncxnbr-e de dlvisions décimales est plus grand. · 

Le tctux de destr:-uctlon est le nanbre de di vi si ons décimal es que 
l'on désl re obtenir a la su~ te du trcti tenent. ther1ru.que. 

Ainsi si l'on souhaite me réduction de PJpulation de 1er par 
granme d'une denrée contenctnt lù-2 bactéries par .'J:JraiT\rre. ( 1 qe nœ par lOO gramrœs) 
Il faut appliquer 6 divisions décimales. Le taux ,ide destruction est de 6. 

Le temps nécessaire pour: 
température To est la valeur pasteurisatrice 
cuisson, il est ex~r1mè par t = n DTo" 

1· 

obtenir un taux de destruction n à la 
partielle minimale à obtenir- en fin de 

les tempér-atures 
r-efroidissement, 
D corres~~ndante 

, Par les relatio~s ent~e DTo èt z, il est possible dans le cas où 
a coeur d'u1 prodult var1ent au;cours de la cuisson, et du 
de calculee pour- chaque tempér-atuce partielle intermédiaire, la val• 
et donc .les valeucs pa.9teurisatdces partielles intermédiair-es. 

La somme .des valeur-s interrrkdiaires aboutit à la valeur 
pasteunsatrice totale cJèsirée. !, 
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ANNEXE III 

Choix d'un ge~me de ~éfé~ence 

La notion de germe de ~éférence est nouvelle en rtBtière de plats 
cuisinés ; dans l'attente de notion plus p~écise sur ~a flore spécitlque, la b.:Jc
térle retenue sera celle classiquement choisie dans l'industrie de la semi-conserve, 
l'entérocoque (St~eptococcus faecalis). Ce sont les valeurs o et. Z de cette bactéd·~ 
qui seront utilisées dans le calcul des valeurs pasteurisatdces recherchées. 

Précisions relàtives au choix des valeurs pasteurisatrices 

La classi. ticauon des plats <..l..lisinés sous vide a été ré<11lsée en 
tenant compte des observations suivantes : 

l) - Une ~aleur [->aSteudsatr:-ice théorique sur:.érieure r) 40 est 
total errent suffisante vis-à-vis de toutes les fonres végétatives (flores p3 thogène t:! t 
banc:Üe). Cependant, Sd détt!nlllndtion néces.slte : 

a) Une pr-ise de température 'fiable au r.:oint le plus froid de 
chaque loc. fabriqué ; celle-cl est de déterrmnation mÏüa1sée dilns les concl1 uor1s 
pcauques de fabrication en r<.~ison.de la variabil1té bes ternpér<Jture~;.-1 l'lntéoeur de 
l'enceinte chauffée. 

Or, les vctr-lations d.e température ont des inc1dences 
impoctant.es sur le::; Cdlcul:; <Je valeurs pasteuc-isatrices ; les exemples .cl-dessous en 
térno1gnent. Ces exemplès supposent une estimation de -la températun~ à coeur b ·2u C: 

près. 

Temi'é ca t ur-es 

ll'1 0. c+ 20 c 

71° c+ 20 c 

74° c+ 20 c 

75,3° c·t 20 c 

b) Une 
de l'enr-egistren~nt thermique 
mesure de fdire le calcul. 

Temps V.P. lü 
~/ (J 

50 mn 2S à i) J 

50 1 - 40 1 ()() nn é.l 
1 

40 1 
mn j GJ à .15':) 

295 !TU1 631 à 1584 

déduction exacte de la valeur. pastt::tKisatcice b pdrtlr 
très peu de fabcican~s de plats cu1s1nés sont en 

1 

2) Compte tenu dt: ce qui pr-écède. et de l' e;:t->é!Ti,~rtC<! acquise en 1.-.~ 
matière, il apl,)dcaît q~ des val eues pasteut:lScttcices seuils tenènt conpte d'une n<:trg~ 
de sécur-ité sont aujourd'hui nécessd_ires. Cepenaant,rl'emploi d'un~ t~chnoloqie et 
d 1 un n.atériel d 1 enre')lStCen-ent de tempécature assurant une pr-écis.l:On Sdtlsfalsante 

- •• l 

peut;permettre, après étu::le par le Secv~ce Vétérlnaire d'Hygiène alirn~ntaire, ~ 
l' acceptatlon de valeurs inféneu~es à cell~s pCOf:Osées de lOO et 1 UCJU. 
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!.-Milieux de cultures utilisés 

D.E.A., bile-esculine-azide 

Pastone 

Peptone pepsique de viande 

Extrait de levure 

Bile de boeuf déshydratée 

Chlorure de sodium 

Citrate de sodium 

Esculine 

Citrate de fer ammoniacal 

Azide de sodium 

Agar 

Eau distillée 

17 g 

3g 

5g 

lOg 

5g 

1 g 

1 g 

0,50 g 

0,25 g 

13g 

1000 ml 

Ajuster le pH à 7, 1. Stérilisation à 120 oc pendant 15 minutes. 

Chapman-mannité 

Peptone bactériologique 

Extrait de viande de boeuf 

Chlorure de sodium 

Mannitol 

Rouge de phénol 

Agar 

Eau distillée 

10 g 

1 g 

75 g 

10 g 

0,025 g 

14 g 

1000 ml 

Ajuster le pH à 7, 4. Stérilisation à 120 oc pendant 15 minutes. 

PCA (Plate Count Agar) 

Peptone 

Extrait de levure 

Glucose 

5g 

2,5 g 

lg 

ANNEXE IV 
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Agar 

Eau distillée 

15 g 

1000 ml 

Ajuster le pH à 7,0. Stérilisation à 121 oc pendant 15 minutes. 

C.I.N ( Cefsulodin-Irgrasan-Novobiocin) 

Peptone spéciale 

Extrait de levure 

Manitol 

Pyruvate de sodium 

Chlorure de sodium 

Sulfate de magnesium 

Désoxycholate de sodium 

Rouge neutre 

Cristal violet 

Agar 

20 g 

2g 

20 g 

2g 

1 g 

0,01 g 

0,5 g 

0,03 g 

0,001 g 

12,5 g 

Supplément 

Cefsulodin 7,5 mg. 

Irgasan 2 mg 

Novobiocine 12,5 mg 

Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. Refroidir à 50°C et ajouter stérilement le 

contenu d'un flacon de supplément après l'avoir reconstitué avec 2 ml d'eau distillée et 1 ml 

d'éthanol. Mélanger doucement. 

Milieu tryptose gélosé 

Tryptose 

Extrait de levure 

Chlorure de sodium 

Glucose 

Phosphate bipotassique 

Agar 

Eau distillée 

20 g 

3g 

5g 

1 g 

1g 

17 g 

1000 ml 

Ajuster le pH. Stérilisation à 1 05 oc pendant 25 minutes. 

Milieu bouillon nutritif 

Peptone 

Extrait de viande 

Extrait de levure 

Chlorure de sodium 

Eau distillée 

5g 

1 g 

2g 

5g 

1000 ml 

Le pH final est ajusté. Stérilisation à l20°C pendant 15 minutes. 
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Diluant tryptone sel 

Tryptone 

Chlorure de sodium 

Eau distillée 

Stérilisation à 120°C pendant 15 minutes. 

1 g 

8,5 g 

1000 ml 

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 72 h à 30°C APHA 
mésophile totale (PCA) en aérobiose 1967 

Flore aérobie (PC A) 10 jours à 8°C APHA 
psychrotrophe en aérobiose 1967 

Entérobactéries Gélose glucosée biliée au cristal 24 h à 30°C MOSSEL et al. 
violet et au rouge neutre en aérobiose 1962 
(VRBG) 

Coliformes Vert Brillant 24 à 48 h à 3 7°C MACKENZIE et al. 
(BLBVB) en aérobiose (1948) 

Streptocoques Gélose Bile, Esculine,_ Azide 24 à 48 h à 3 7°C ISEMBERG et al. 
fécaux (BEA) en aérobiose 1970 

Staphylocoques/ Gélose de Baird Parker 24 à 48 h à 3 7°C BAIRD-PARKER 
Microcoques (BP) en aérobiose 1962 

Anaérobies Gélose Sulfadiazine 24 à 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% 

pH 4 à 6,5 0,8% 200 ,.d 

pH 3,5 à 9 3,2% 800 ~1 

Triton x 100 2% 10ml d'une solution à 10% (v/v) 

Urée 9,5mM 28,5 g 

K2C03 5mM 0,345 g 

DTT 0,5% 0,25 g 

H20 qsp 50 ml 

Tableau n° 2 : Composition des gels de première dimension 

Urée 10 g 

acrylamide (30 %) 2,5 ml 
+ PDA (0,8 %) 

H20 ultrapure 6 ml 

Triton x 100 10% (rn/v) 2ml 

ampholines pH 3,5 à 9,5 800 ~1 

pH 4 à 6,5 200 ~1 
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Tableau n° 3 : Composition des gels de deuxième dimension 

Acrylamide à 30% 
15% 

+PDAà0,8% 

H20 ultrapure 12,9% 

Tris 1,5 M pH 8,8 27% 

SDS à 10% 1% 

Temed 0,05% 

APS à 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° 5 : 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'après Blum et al.,(1987) 

Etapes Solutions Durée du traitement 

50% (v/v) éthanol 
minimum 1 heure Fixation 12 % (v/v) acide acétique 

0,05 %(v/v) formaldéhyde à 37% (plv) 

Lavages 50 % (v/v) éthanol 3 x 20 minutes 

Prétraitement Na2S203, 5H20 : 0,2 g/1 1 minute 

Rinçages H20 3 x 20 minutes 

Imprégnation 
AgN03: 1 g/1 

20 minutes 
formaldéhyde à 37%: 0,75 ml 11 

Rinçages H20 2 x 20 secondes 

Développement 
Na2S203 : 60 g 1 1 

10 minutes 
formaldéhyde à 37%: 0,5 ml 11 

Na2S203, 5H20 : 45 mg/1 

Lavages H20 2 x 2 minutes 

Arrêt 
50 % (v/v) éthanol 

10 minutes 
12% (v/v) acide acétique 

Lavage 50 % (v/v) éthanol minimum 20 minutes 
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ANNEXE V 

Tests statistiques 

résultats 
( S : différence 

Courbes de TDT pente de écart coefficient degré significative pour le 

comparées la droite type de de Student de liberté risque 5 %) 

-a- -a- -t- -ddl- (NS : différence 
significative pour le 

risque 5 %) 

Bactéries Milieux 

Enterococcus Tampon -0,10408 0,013797 
faecium phosphate 0,015 4 NS 

Fish -0,10383 0,019930 

Staphylococ- Tampon -0,09721 0,007453 
cusaureus phosphate 7,53 6 s 

Fish -0,16177 0,015417 

Yersinia Tampon -0,08623 0,017520 
enteroco- phosphate 2,87 7 s 
litica 1 Fish -0,12426 0,021224 

Yersinia Tampon -0,14205 0,016226 
enteroco- phosphate 0,27 6 NS 
litica 2 Fish -0,13593 0,036034 

Micrococ- Tampon - -0,16552 0,027205 
cusvarians phosphate 2,1 4 NS 

Fish -0,21193 0,026908 

Pseudomonas Tampon -0,12375 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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ANNEXE VI 
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Figure n° VI .1 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir 
contaminés par Entercoccus faecium. aorès un traitement thermique à 60°C 
pendant 20 minutes. 
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Figure n° Vl.2 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir 
contaminés par Staphylococcus aure~s. aorès un traitement thermique à 
60°C pendant 1 0 minutes. 
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Figure n° Vl.3 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir 
contaminés par Yersinia enterocolitica 1, aorès un traitement thermique à 
60°C pendant 14 minutes. 
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Figure n° Vl.4 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir 
contaminés par Yersina enterocolitica 2, après un traitement thermique à 
60°C pendant 14 minutes. 
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Figure n° Vl.5 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir 
contaminés par Micrococcus varians, après un traitement thermique à 60°C 
pendant 17 minutes. 
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Figure n° V1.6 : Evolution des pH dans des échantillons de lieu noir 
contaminés par Pseudomonas paucimobilis, après un traitement thermique à 
60°C pendant 20 minutes. 
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