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Résumé 

Les spores fortement thermorésistantes de Bacillus sporothermodurans, présentent dans le lait UHT, sont 
responsables de son instabilité en affectant ses qualités organoleptiques. La destruction de ces germes devient un défi très 
difficile dans l’industrie laitière. Il est donc devenu nécessaire de développer des méthodes d’inactivation de ces germes pour 
assurer la qualité du lait. C’est dans ce cadre que s’intègre notre travail dont l’objectif général est d’étudier l’inactivation des 
spores de B. sporothermodurans par la nisine. En étudiant l’effet de différentes concentrations de la nisine sur l’inactivation 
de spores de B. sporothermodurans, nous avons remarqué que la nisine, à haute concentration (5×103UI/ml), a un effet 
sporicide. De plus, son efficacité dépend des facteurs physico-chimiques.  En effet, elle augmente proportionnellement avec 
l’augmentation de l’acidité du milieu. La présence de la nisine (100 UI/ml) dans le milieu améliore l’efficacité du traitement 
thermique dans l’inactivation des spores très thermorésistantes de B. sporothermodurans. Cette étude montre  le potentiel 
d’utilisation de la nisine en combinaison avec la température ou avec l’acidification de milieu  pour inactiver les spores très 
thermo-résistantes de B. sporothermodurans. 
Mots clés: Inactivation, pH, température, spores, Bacillus sporothermodurans, nisine 
 

Abstract  
Highly heat-resistant of Bacillus sporothermodurans spores, present in UHT milk, are responsible for its instability 

and affecting its organoleptic qualities. The destruction of these micro-organisms is a very difficult challenge in the dairy 
industry. Therefore, it has become necessary to develop more efficient processes to inactivate these organisms and ensure 
milk quality. In this context that our work fits with the overall objective is to study the inactivation of B. sporothermodurans 
spores by nisin. By studying the effect of different concentrations of nisin on the inactivation of B. sporothermodurans 
spores, we noticed that nisin at high concentration (5 × 103UI/ml) has Sporicidal effect. In addition, its effectiveness depends 
on the physico-chemical factors. Indeed, it increases with increasing the acidity of the medium. The presence of nisin (100 
UI/ml) improves the effectiveness of temperature in the inactivation of highly heat-resistant spores of B. sporothermodurans.  
Keywords: Inactivation, pH, temperature, spores, Bacillus sporothermodurans, nisin   
 

 

1. Introduction  

Les bactéries aérobies sporulées du genre Bacillus 

font partie de la flore contaminant du lait cru. Elles sont 

responsables de la détérioration de la qualité du lait et de 

ses produits [1]. Afin d’éliminer ces contaminants, divers 

procédés technologiques ont été mis au point. Le 

traitement à ultra haute température (UHT) devrait 

résulter un produit laitier commercialement stérile (lait 

UHT). Mais depuis 1985, un problème concernant cette 
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dernière a été rapporté [2-3]. Cette non-stérilité a semblé 

être causée par la présence des spores bactériennes très 

résistantes au traitement UHT, appartenant à l'espèce 

Bacillus sporothermodurans [2,4]. Ces spores ont été 

détectées pour la première fois dans le lait UHT en 

Europe [2]. Actuellement, ce problème est répandu dans 

divers pays dans le monde [2,5].  

En fait, la destruction des spores devient un défi très 

difficile, pour cela de nouvelles stratégies doivent être 

mises en place tout en assurant la qualité organoleptique 

et microbiologique des aliments. Toutefois, de 

nombreuses études ont rapporté l’effet des bactériocines 

sur les cellules végétatives et les spores dans les produits  

alimentaires [6,7]. Ces agents ont de nombreux avantages 

dans la transformation des aliments, y compris la 

production de produits plus stériles sans dégât dans les 

propriétés organoleptiques. La nisine est la seule 

bactériocine légalement approuvée comme additif 

alimentaire (E234). Elle est commercialisée sous une 

forme semi-purifiée. Elle a accompli le statut GRAS 

(Generally Recognized As Safe) aux États-Unis [8]. 

L'utilisation de la nisine comme bio-préservatrice a été 

largement enquêtée dans une grande variété d'aliments 

frais et transformés [9,10]. La nisine possède un spectre 

d’activité très large incluant des souches de Lactococcus, 

Lactobacillus, Listeria, Enterococcus, Micrococcus, 

Pediococcus et Staphylococcus [11]. Les spores du genre  

Bacillus et Clostridium sont particulièrement sensibles à 

la nisine, avec les spores en phase d’excroissance étant 

plus sensibles que les cellules végétatives en phase de 

croissance [9]. Généralement, la nisine agit sur 

l’excroissance des spores de Bacillus mais elle n’affecte 

pas leur germination [12,13]. Dans des conditions 

normales, les bactériocines produites par des bactéries à 

Gram positif n’ont pas d’effet bactéricide sur des espèces 

à Gram négatif. Cependant, la nisine présente une activité 

inhibitrice contre des souches de Helicobacter pylori et 

Neisseria [14] et de Salmonella en présence d’EDTA 

[15]. 

 Dont le but d’améliorer la destruction des spores et 

des cellules végétatives, la nisine a été utilisée en 

combinaison avec les traitements thermique et non 

thermique  [7, 16,17]. En effet, l’utilisation de la nisine en 

combinaison avec d’autres bactériocines comme la 

monolaurine et le sorbate de potassium peut induire une 

sensibilisation importante des bactéries pathogènes et des 

spores bactériennes que celle obtenue en présence d’un 

seul antimicrobien [13, 18, 19]. De plus, son efficacité 

dépend de plusieurs paramètres à savoir le pH et la 

composition du milieu du traitement [6, 20, 21].   

             Bien que l'inactivation des bactéries pathogènes et 

des spores de certaines espèces de Bacillus et Clostridium 

a été largement étudiée, l'inactivation de B. 

sporothermodurans par les antimicrobiens n'a pas été 

encore testée. C’est dans ce cadre s’intègre notre travail 

dont son objectif général était d'évaluer l'activité 

inhibitrice d’un antimicrobien vis-à-vis les  spores très 

thermorésistantes de B. sporothermodurans. Dans une 

étude antérieure, nous avons étudié l’influence des 

différentes concentrations de la nisine sur la destruction 

des spores de B. sporothermodurans. Alors que ce  travail 

est consacré à l’évaluation de l’effet de certains facteurs 

physicochimiques sur l’inactivation de ces spores par la 

nisine.  

 

2. Matériel et méthodes  

2.1. Souche utilisée et préparation des spores  

    Au cours de cette étude, la souche de B. 

sporothermodurans LTIS27, isolée par Aouadhi et al. 

[22]  à partir du lait UHT, a été  utilisée. Cette dernière est 

maintenue en culture dans le milieu BHI (Brain Heart 

Infusion) (10 g/l de protéose-peptone,  12,5 g/l d’infusion 

de cervelle de veau, 5 g/l d’infusion de cœur de bœuf, 2 g  

du glucose, 5 g/l du chlorure de sodium et 2,5 g/l 

d’hydrogénophosphate de sodium) supplémenté par la 

vitamine B12 (1mg/l) (BHI-vit B12). Vingt-quatre heures 

avant l'utilisation, la culture est inoculée dans le bouillon 

BHI-vit B12 puis elle est incubée à 37°C pendant 16h avec 
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une agitation vigoureuse pour obtenir une suspension 

bactérienne. Cette dernière est utilisée dans la préparation 

des spores à une concentration de 108 spores/ml comme 

décrit par Aouadhi et al. [17]. En effet, la pré-culture 

obtenue est diluée au dixième (1/10) dans le bouillon de 

sporulation qui a été décrit par Herman et al. [23] (25 g/l 

du bouillon nutritif, 1 mg/l de vitamine B12 (Sigma), 8 

mg/l du MnS04H20 et 1 g/l du CaC12H20) et incubée à 

37°C pendant 7 jours. Ensuite, les cultures sont 

centrifugées à 8000 rpm pendant 10 min. Le culot obtenu 

est suspendu et lavé vigoureusement trois fois avec l'eau 

distillée stérile. Après le dernier lavage, le culot bactérien 

est suspendu dans 5 ml d'eau distillée stérile et traité à la 

chaleur (100°C pendant 30 min) pour détruire les cellules 

végétatives. Les suspensions sporales sont lavées et 

centrifugées quatre fois. Les spores, après dernier lavage, 

sont suspendues dans l'eau distillée stérile et stockées à 

une concentration de 107 à 108 spores/ml à 4°C.  

 

2.2. Effet de la nisine sur les spores  

          La solution mère de la nisine (104 UI /ml) est préparée 

par dissolution de 10 mg de la nisine (Sigma Aldrich) dans 1 

ml de HCl 0,02 N stérile. L'effet de cet antimicrobien sur les 

spores (5×107 spores/ml) a été testé. Les spores, après 

préparation, sont suspendues dans l’eau distillée stérile 

contenant différentes concentrations de nisine. Après 24h 

d'incubation à 37°C, le dénombrement des spores est réalisé 

sur le milieu BHI-vitB12. Les résultats étaient exprimés 

comme étant les réductions de log décimal du nombre initial 

des spores (log N0/N1), avec N0 et N1 étaient le nombre initial 

des spores et le nombre des spores après traitement 

respectivement [17]. Le contrôle positif correspond à l’eau 

distillée inoculée sans nisine. Alors que le contrôle négatif 

correspond à l’eau distillée non inoculée afin de déterminer la 

stérilité du milieu.  

 

2.3. Effet des facteurs physico-chimiques sur 

l’inactivation des spores par la nisine 

          Afin d’évaluer l’effet du pH sur l’inactivation des 

spores de B. sporothermodurans LTIS27  par la nisine, les 

spores (5×107 spores/ml)  sont suspendues dans l’eau 

distillée stérile en présence de la nisine (100 UI/ml) et à 

différents pH (5, 6, 7 et 8). Le dénombrement des spores a 

été réalisé après 24h d’incubation à 37°C. L’ajustement 

du pH se fait par l’addition de solution de HCl (2N) ou 

NaOH (2N). 

           Pour étudier l’effet de la température sur 

l’inactivation par la nisine, les spores de B. 

sporothermodurans sont traitées par la chaleur à 60°C et 

80°C pendant 10 ou 30 min en présence de la nisine (100 

UI/ml). Le dénombrement des spores a été réalisé après 

chaque traitement.  

 

2.4. Analyse statistique  

         L’analyse statistique des résultats obtenus est 

réalisée moyennant le logiciel statgraphics 

(STATGRAPHICS Centurion XV version 15.2.06). En 

effet, le test de Différence Significative Minimale (LSD) 

de Fisher est utilisé pour discriminer entre les moyennes 

de différents facteurs avec un seuil de signification fixé à 

5%. 

 

3. Résultats et discussion  

   Afin d’avoir une idée sur le mode d’action de la 

nisine sur les spores de B. sporothermodurans, nous 

avons testé, dans une étude antérieure, l’effet de 

différentes concentrations de cet antimicrobien sur 

l’inactivation des spores de souche LTIS27 [17]. En effet, 

cette étude a montré que l’inactivation des spores dépend 

de la concentration de la nisine. Elle augmente de 0,4log 

en présence de 50UI/ml de la nisine à 4log en présence de 

5×103 UI/ml. De plus, la nisine, seulement à haute 

concentration, possède un effet sporicide sur les spores de 

B. sporothermodurans. Dans le but de réduire la 

concentration de cet antimicrobien en gardant son effet 

sporicide, nous avons, au cours de cette étude, testé l’effet 
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de la nisine à faible concentration (100 UI/ml) avec 

d’autres facteurs (température et pH).  

 

3. 1. Effet de la température sur l’inactivation des spores 

par la nisine 

L'effet de la température (60 et 80°C pendant 10 ou 

30 min) sur l’inactivation des spores de B. 

sporothermodurans LTIS27 par la nisine (100 UI/ml) a 

été étudié. La figure 1 illustre que la destruction des 

spores de B. sporothermodurans dépend de la 

température. En effet, elle augmente avec l’augmentation 

de son niveau. Par exemple, à 60°C pendant 10°C, le taux 

d’inactivation n’a pas dépassé 1,3log, alors qu’après un 

traitement pendant 10 min à 80°C, le taux d’inactivation 

peut atteindre 3,6log. Ces données mettent en évidence 

l’effet synergique entre le traitement thermique et la 

nisine. Ceci peut être expliqué par deux hypothèses. 

D’une part, le traitement thermique déstabilise la structure 

des membranes et rend les spores de B. sporthermodurans 

plus sensible à l’action de la nisine. D’autre part, le 

traitement avec les agents antimicrobiens de la paroi 

cellulaire affaiblit la sensibilité des spores résistantes à la 

température. En effet, Sobrino-Lopez et Martin-Belloso  

[26] ont rapporté que la combinaison de la nisine avec les 

traitements thermique et non thermique peut agir en 

synergie pour réduire la population de différents micro-

organismes, y compris les spores bactériennes. De même, 

Beard et al. [27]  ont montré que l’addition de la nisine 

dans de produits laitiers réduit la résistance thermique des 

spores de G. stearothermophilus. Par ailleurs, Delves-

Broughton et al.  [9]   ont  révélé  que les spores sont 

devenues plus sensibles à la nisine après un traitement 

thermique. Par exemple, les spores du Clostridium 

PA3679 qui ont survécu à haute température (121,1°C 

pendant 3 min) sont 10 fois plus sensibles à la nisine que 

celles qui n'ont pas été endommagées par la chaleur. En 

outre, Penna et Moraes [28]  ont signalé que la nisine a 

réduit le temps de réduction décimale (D) de spores de B. 

cereus jusqu’à 40%. De même, la valeur apparente D  de 

G. stearothermophilus à 130°C a été réduite jusqu’à 21% 

en raison de la présence de 4000 UI/ml de la nisine [29]. 

Ceci permet de déduire que l'utilisation de la nisine en 

combinaison avec le traitement thermique augmente la 

durée de vie du lait, même si les conditions de 

réfrigération ne sont pas bien respectées. Elle rend 

possible la substitution du traitement thermique 

conventionnel par des traitements plus doux et, par 

conséquent, une meilleure qualité sensorielle. Dans une 

étude détaillée, un lait, contenant 40 UI/ml de la nisine et 

traité à 72°C pendant 15s, a montré une augmentation du 

maintien de sa qualité organoleptique et microbiologique 

pendant 7 jours par rapport au témoin, et a également 

montré un nombre significativement plus faible de 

Lactobacillus lorsqu'il est conservé à 10°C [30]. De 

même, une étude ultérieure a montré qu’aucune 

croissance microbienne n’a pu être détectée dans le lait 

traité simultanément avec la nisine (75-150 UI/ml) et la 

chaleur (117°C pendant 2s) après stockage à 10 ou 20°C 

pendant un an [31]. 

En analysant la figure 1 qui met en évidence la 

relation entre l’inactivation des spores de B. 

sporothermodurans LTIS27 par la nisine et la durée du 

traitement (10 ou 30 min), nous avons remarqué qu’un 

traitement thermique pendant 10 min à 60°C a induit un 

taux d’inactivation de  l’ordre 1,3log. Alors qu’après 30 

min du traitement, le taux d’inactivation n’a pas dépassé 

2log.  Bien que la durée du traitement ait augmenté le 

taux d’inactivation des spores, il est clair qu'elle n’avait 

pas un effet significatif en comparaison avec celui de la 

température.  

  De toute évidence, nous pouvons conclure que 

l’efficacité de la nisine dans l’inactivation des spores de 

B. sporothermodurans dépend des facteurs 

environnementaux. 
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Fig. 1. Effet de la température et de la durée du traitement 

sur l’inactivation des  spores  Bacillus sporothermodurans 

LTIS27 par la nisine. Les valeurs données sont les 

moyennes des trois expériences indépendantes (barres 

d'erreur représentent les écarts-types).  

 

3. 2. Effet du pH sur l’inactivation des spores par la 

nisine  

             L’effet du pH sur l’inactivation des spores de B. 

sporothermodurans  par la nisine (100UI/ml) est résumé 

dans la figure 2. Nous pouvons remarquer que le pH a  un 

effet significatif dans l’inactivation des spores par la 

nisine. En effet, la diminution du niveau du pH permet 

l’amélioration de l’inactivation des spores par la nisine. 

Par exemple, à pH 7, le taux d’inactivation des spores 

était de l’ordre de 0,9log, alors qu’à pH 5, il peut atteindre 

2,92log. L’augmentation de la sensibilité des spores  à la 

nisine à un pH acide a aussi été observée chez certaines 

espèces de Bacillus.  En effet, Mansour et al. [6]  ont 

constaté  que le pH a un effet significatif sur l’inactivation 

des spores de B. licheniformis et le nombre des spores 

diminue avec la diminution du pH. De plus, l’utilisation 

de la manolaurine ou  la nisine seule n’avait aucun effet 

sur les spores mais leur combinaison avec le  pH améliore 

leur efficacité antimicrobienne [13]. De même, Cristina et 

al. [20] ont montré que l’effet inhibiteur de la nisine sur 

certaines espèces bactériennes à savoir B. subtilis, L. 

bulgaricus, L. acidophilus  et Str. thermophilus augmente 

avec l'augmentation de l'acidification du milieu du 

traitement. En effet, ces auteurs ont constaté que la faible 

valeur du pH et la nisine agissent en synergie pour 

détruire complètement les bactéries utilisées.  Cependant, 

Hurst et Hoover [32]  ont montré que le niveau élevé du 

pH (10) en combinaison avec la nisine (100 ug/ml)  peut 

être utilisé pour détruire les bactéries pathogènes à savoir 

les espèces de Salmonella et Staphylococcus aureus dans 

la viande.  

           L’efficacité de l’action de la nisine à un faible pH 

contre les spores peut être expliquée par sa grande 

solubilité à pH acide [33,34] ou à l‘augmentation de  

sensibilité des micro-organismes lorsque les conditions 

environnementales hostiles (faible pH) ont été associées 

avec des inhibiteurs [35,36]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Effet du pH sur l’inactivation des spores de 

Bacillus sporothermodurans LTIS27 par la nisine 

(100UI/ml). Les valeurs données sont les moyennes des 

trois expériences indépendantes (barres d'erreur 

représentent les écarts-types). Les moyennes avec des 

lettres différentes sont significativement différentes 

(P<0,05). 

 

4. Conclusion  

 

Les résultats obtenus au cours de cette étude 

montrent bien que l’efficacité de l’inactivation des spores 

très thermorésistantes de B. sporothermodurans par un 

a 

a 

b 

c 
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agent antimicrobien est en relation étroite avec les 

facteurs environnementaux. D’une part, elle augmente 

proportionnellement avec l’augmentation de l’acidité du 

milieu. D’autre part, l’application du traitement thermique 

en combinaison avec la nisine a amélioré l’inactivation 

des spores de B. sporothermodurans.  
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