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Résumé

Les spores fortement thermorésistantes Bieillus sporothermoduransprésentent dans le lait UHT, sont
responsables de son instabilité en affectant sabtégiorganoleptiques. La destruction de ces geme®ient un défi trés
difficile dans l'industrie laitiére. Il est donc denu nécessaire de développer des méthodes dviatioti de ces germes pour
assurer la qualité du lait. C'est dans ce cadresqotgre notre travail dont I'objectif générat e&tudier I'inactivation des
spores deB. sporothermoduranpar la nisine. En étudiant I'effet de différentamcentrations de la nisine sur l'inactivation
de spores d@. sporothermoduransjous avons remarqué que la nisine, a haute coatentr(5x16Ul/ml), a un effet
sporicide. De plus, son efficacité dépend des tamstphysico-chimiques. En effet, elle augmenteprtionnellement avec
'augmentation de l'acidité du milieu. La présemtela nisine (100 Ul/ml) dans le milieu améliorefficacité du traitement
thermique dans l'inactivation des spores tres toeésistantes dB8. sporothermoduran<ette étude montre le potentiel
d'utilisation de la nisine en combinaison avecdmpérature ou avec l'acidification de milieu panactiver les spores tres
thermo-résistantes d& sporothermodurans
Mots clés Inactivation, pH, température, sporBscillus sporothermoduransisine

Abstract
Highly heat-resistant dBacillus sporothermoduranspores, present in UHT milk, are responsible f®iristability

and affecting its organoleptic qualities. The desdion of these micro-organisms is a very difficcitallenge in the dairy
industry. Therefore, it has become necessary teldpvmore efficient processes to inactivate thegardsms and ensure
milk quality. In this context that our work fits thithe overall objective is to study the inactigatiof B. sporothermodurans
spores by nisin. By studying the effect of diffar@oncentrations of nisin on the inactivation Bf sporothermodurans
spores, we noticed that nisin at high concentraior 1GUI/ml) has Sporicidal effect. In addition, its effeveness depends
on the physico-chemical factors. Indeed, it incesasith increasing the acidity of the medium. Thespnce of nisin (100
Ul/ml) improves the effectiveness of temperaturéhiminactivation of highly heat-resistant sporeB osporothermodurans
Keywords:Inactivation, pH, temperature, sporBsgcillus sporothermoduransisin

. ses produits [1]. Afin d’éliminer ces contaminarndijers
1. Introduction

procédés technologiques ont été mis au point. Le

Les baciéries acrobies sporulees du g&eillus traitement a ultra haute température (UHT) devrait

font partie de la flore contaminant du lait cruleBlsont résulter un produit laitier commercialement stéxiiait

responsables de la détérioration de la qualitéadiet de UHT). Mais depuis 1985, un probléme concernantecett
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derniére a été rapporté [2-3]. Cette non-stérditemblé
étre causée par la présence des spores bactérieaaes
résistantes au traitement UHT, appartenant a bespé
Bacillus sporothermoduran$2,4]. Ces spores ont été
détectées pour la premiére fois dans le lait UHT en
Europe [2]. Actuellement, ce probléme est répanaiusd
divers pays dans le monde [2,5].

En fait, la destruction des spores devient un wé§
difficile, pour cela de nouvelles stratégies doivétre
mises en place tout en assurant la qualité orgptigle
et microbiologique des aliments. Toutefois, de
nombreuses études ont rapporté I'effet des bactéde
sur les cellules végétatives et les spores danwdekiits
alimentaires [6,7]. Ces agents ont de nombreuxtagas
dans la transformation des aliments, y compris la
production de produits plus stériles sans dégas des
la seule

propriétés organoleptiques. La nisine est

bactériocine légalement approuvée comme additif
alimentaire (E234). Elle est commercialisée soug un
forme semi-purifiée. Elle a accompli le statut GRAS
(Generally Recognized As Safe) aux Etats-Unis [8].
L'utilisation de la nisine comme bio-préservatreesté
largement enquétée dans une grande variété d'aimen
frais et transformés [9,10]. La nisine posséde pecise
d’activité trés large incluant des souched detococcus
Lactobacillus Listeria, Enterococcus Micrococcus
Pediococcust Staphylococcufll]. Les spores du genre
Bacillus et Clostridium sont particulierement sensibles a
la nisine, avec les spores en phase d’excroissétzce
plus sensibles que les cellules végétatives enepHas
croissance [9]. Généralement, la nisine agit sur
I'excroissance des spores Bacillus mais elle n'affecte
pas leur germination [12,13]. Dans des conditions
normales, les bactériocines produites par des testa
Gram positif n'ont pas d’effet bactéricide sur dspeces

a Gram négatif. Cependant, la nisine présente cinaté
inhibitrice contre des souches #kelicobacter pyloriet
Neisseria[14] et de Salmonellaen présence d’EDTA

[15].

Dont le but d’'améliorer la destruction des spaes
des cellules végétatives, la nisine a été utilisde
combinaison avec les traitements thermique et non
thermique [7, 16,17]. En effet, I'utilisation d& hisine en
combinaison avec d'autres bactériocines comme la
monolaurine et le sorbate de potassium peut induiee
sensibilisation importante des bactéries pathogéhegs
spores bactériennes que celle obtenue en préséamece d
seul antimicrobien [13, 18, 19]. De plus, son eitité
dépend de plusieurs paramétres a savoir le pH et la
composition du milieu du traitement [6, 20, 21].

Bien que l'inactivation des bacténeshogénes et
des spores de certaines especeBatllus et Clostridium
de B.

sporothermoduranspar les antimicrobiens n'a pas été

a été largement étudige l'inactivation
encore testée. C'est dans ce cadre s'intégre heivail
l'acfivit

inhibitrice d’'un antimicrobien vis-a-vis les speréres

dont son objectif général était d'évaluer
thermorésistantes dB. sporothermoduransDans une

étude antérieure, nous avons étudié linfluence des
différentes concentrations de la nisine sur lardeson

des spores dB. sporothermoduran®lors que ce travalil
est consacré a I'évaluation de l'effet de certdatdeurs
physicochimiques sur l'inactivation de ces sporas Ilp

nisine.

2. Matériel et méthodes

2.1. Souche utilisée et préparation des spores
Au cours de cette étude, la souche @&

sporothermodurankTIS27, isolée par Aouadhi et al.

[22] & partir du lait UHT, a été utilisée. Cetiierniére est

maintenue en culture dans le milieu BHI (Brain Hear

Infusion) (10 g/l de protéose-peptone, 12,5 gffdsion

de cervelle de veau, 5 g/l d'infusion de coeur defbéeg

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

d’hydrogénophosphate de sodium) supplémenté par la

vitamine B, (1mg/l) (BHI-vit By,). Vingt-quatre heures

avant l'utilisation, la culture est inoculée daadbuillon

BHI-vit B 1, puis elle est incubée a 37°C pendant 16h avec
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une agitation vigoureuse pour obtenir une suspansio
bactérienne. Cette derniére est utilisée dansépgpation
des spores & une concentration d& spibres/ml comme
décrit par Aouadhi et al. [17]. En effet, la prétate
obtenue est diluée au dixieme (1/10) dans le lmuitle
sporulation qui a été décrit par Herman et al. [25 g/l

du bouillon nutritif, 1 mg/l de vitamine B (Sigma), 8
mg/l du MnSQH,0 et 1 g/l du CaGH,0) et incubée a
37°C pendant 7
centrifugées a 8000 rpm pendant 10 min. Le cultgrob

jours. Ensuite, les cultures sont
est suspendu et lavé vigoureusement trois fois éwaa
distillée stérile. Apres le dernier lavage, le tulactérien
est suspendu dans 5 ml d'eau distillée stérilea@éta la
chaleur (100°C pendant 30 min) pour détruire ldalles
végétatives. Les suspensions sporales sont lavées e
centrifugées quatre fois. Les spores, aprés delaage,
sont suspendues dans l'eau distillée stérile ekéts a

une concentration de 1@ 16 spores/ml & 4°C.

2.2. Effet de la nisine sur les spores

La solution mére de la nisine {101 /ml) est préparée
par dissolution de 10 mg de la nisine (Sigma Aliridans 1
ml de HCI 0,02 N stérilel'effet de cet antimicrobien sur les
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Afin d’évaluer l'effet du pH sur l'inastation des
spores dé. sporothermodurankTIS27 par la nisine, les
spores (5x10 spores/ml) sont suspendues dans I'eau
distillée stérile en présence de la nisine (100ml)Iet a
différents pH (5, 6, 7 et 8). Le dénombrement geses a
été réalisé aprés 24h d’incubation a 37°C. L'ajustet
du pH se fait par I'addition de solution de HCI {2bu

NaOH (2N).
Pour étudier leffet de la températurar s
linactivation par la nisine, les spores d&.

sporothermoduransont traitées par la chaleur & 60°C et
80°C pendant 10 ou 30 min en présence de la njsb@
Ul/ml). Le dénombrement des spores a été réalisésap

chaque traitement.

2.4. Analyse statistique
L’'analyse statistique des résultats olgerest

réalisée moyennant le

(STATGRAPHICS Centurion XV version 15.2.06). En

effet, le test de Différence Significative MinimaleSD)

logiciel statgraphics

de Fisher est utilisé pour discriminer entre lesyemmes
de différents facteurs avec un seuil de signifizafixé a
5%.

spores (5x10 spores/ml) a été testé. Les spores, aprés

préparation, sont suspendues dans l'eau distilléeiles
contenant différentes concentrations de nisine.efp24h

d'incubation & 37°C, le dénombrement des sporestaksé

sur le milieu BHI-vitB, Les résultats étaient exprimés avons testé, dans une étude antérieure,

comme étant les réductions de log décimal du normiitial

des spores (log §WN,), avec Net N, étaient le nombre initial

3. Résultats et discussion

Afin d’avoir une idée sur le mode d’action de la
nisine sur les spores dB. sporothermoduransnous
I'effet de
différentes concentrations de cet antimicrobien sur
l'inactivation des spores de souche LTIS27 [17].efffet,

des spores et le nombre des spores aprés traitemenette étude a montré que l'inactivation des spdégend

respectivement [17]. Le contrble positif correspandieau
distillée inoculée sans nisine. Alors que le cdetndégatif
correspond a 'eau distillée non inoculée afin dedniner la

stérilité du milieu.

2.3. Effet

l'inactivation des spores par la nisine

des facteurs physico-chimiques sur

de la concentration de la nisine. Elle augment®,d&g
en présence de 50Ul/ml de la nisine a 4log en poésde
5x10° Ul/ml. De plus, la nisine, seulement & haute
concentration, posséde un effet sporicide surdeses de
B. sporothermodurans Dans le but de réduire la
concentration de cet antimicrobien en gardant dtet e

sporicide, nous avons, au cours de cette étudé, ltefet
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de la nisine a faible concentration (100 Ul/ml) ave

d’autres facteurs (température et pH).

3. 1. Effet de la température sur I'inactivation dgmres
par la nisine

L'effet de la température (60 et 80°C pendant 10 ou
30 min) deB.
sporothermodurand TIS27 par la nisine (100 Ul/ml) a

sur linactivation des spores
été étudié. La figure 1 illustre que la destructides
spores de B. sporothermodurans dépend de la
température. En effet, elle augmente avec I'augatiemt

de son niveau. Par exemple, a 60°C pendant 10%auje
d'inactivation n'a pas dépassé 1,3log, alors q@apun
traitement pendant 10 min a 80°C, le taux d'inaton
peut atteindre 3,6log. Ces données mettent en roade
I'effet synergique entre le traitement thermique lat
nisine. Ceci peut étre expliqué par deux hypothéses
D’une part, le traitement thermique déstabilisettacture
des membranes et rend les sporeB.dgporthermodurans
plus sensible a l'action de la nisine. D'autre pdet
traitement avec les agents antimicrobiens de laoipar
cellulaire affaiblit la sensibilité des spores sésites a la
température. En effet, Sobrino-Lopez et Martin-8sdl
[26] ont rapporté que la combinaison de la nisimecdes
traitements thermique et non thermique peut agir en
synergie pour réduire la population de différentsra:
organismes, y compris les spores bactériennes. &aem
Beard et al. [27] ont montré que I'addition deniaine
dans de produits laitiers réduit la résistancentiige des
spores deG. stearothermophilusPar ailleurs, Delves-
[9] ont

devenues plus sensibles a la nisine aprés un nireite

Broughton et al. révélé que les spores sont

thermique. Par exemple, les spores G@lostridium
PA3679 qui ont survécu a haute température (121,1°C
pendant 3 min) sont 10 fois plus sensibles a lmaigue
celles qui n‘ont pas été endommagées par la chdeur
outre, Penna et Moraes [28] ont signalé que laeia
réduit le temps de réduction décimale (D) de spde3.

cereusjusqu’a 40%. De méme, la valeur apparente D de

G. stearothermophilua 130°C a été réduite jusqu'a 21%
en raison de la présence de 4000 Ul/ml de la nig8g
Ceci permet de déduire que l'utilisation de lanmgsen
combinaison avec le traitement thermique augmeate |
durée de vie du lait, méme si les conditions de
réfrigération ne sont pas bien respectées. Elled ren
possible la substitution du traitement thermique
conventionnel par des traitements plus doux et, par
conséquent, une meilleure qualité sensorielle. Dares
étude détaillée, un lait, contenant 40 Ul/ml deikine et
traité a 72°C pendant 15s, a montré une augmentdtio
maintien de sa qualité organoleptique et microlgiojoe
pendant 7 jours par rapport au témoin, et a égaleme
montré un nombre significativement plus faible de
Lactobacillus lorsqu'il est conservé a 10°C [30]. De
méme, une étude ultérieure a montré qu'aucune
croissance microbienne n'a pu étre détectée darfatle
traité simultanément avec la nisine (75-150 Ul/etl)la
chaleur (117°C pendant 2s) aprés stockage a 1@UD 2
pendant un an [31].

En analysant la figure 1 qui met en évidence la
des.

sporothermodurand. TIS27 par la nisine et la durée du

relation entre [linactivation des spores
traitement (10 ou 30 min), nous avons remarqué ryu'u
traitement thermique pendant 10 min a 60°C a indait
taux d'inactivation de [l'ordre 1,3log. Alors quias 30
min du traitement, le taux d’inactivation n'a pa&péssé
2log. Bien que la durée du traitement ait augmémté
taux d'inactivation des spores, il est clair qe'aflavait
pas un effet significatif en comparaison avec cdhiila
température.

De toute évidence, nous pouvons conclure que
I'efficacité de la nisine dans l'inactivation degoses de
facteurs

B. sporothermodurans dépend des

environnementaux.
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Fig. 1. Effet de la température et de la duréerglitement
sur I'inactivation des sporeBacillus sporothermodurans
LTIS27 par la nisine. Les valeurs données sont les
moyennes des trois expériences indépendantes gbarre

d'erreur représentent les écarts-types).

3. 2. Effet du pH sur linactivation des spores gdar
nisine

L'effet du pH sur I'inactivation depares deB.
sporothermoduranspar la nisine (100Ul/ml) est résumé
dans la figure 2. Nous pouvons remarquer que la pith
effet significatif dans l'inactivation des sporesrpla
nisine. En effet, la diminution du niveau du pH mpet
'amélioration de l'inactivation des spores parnigine.
Par exemple, a pH 7, le taux d'inactivation desrepo
était de I'ordre de 0,9log, alors qu’a pH 5, il patteindre
2,92log. L'augmentation de la sensibilité des spoeela
nisine a un pH acide a aussi été observée cheairmst
espéeces dBacillus En effet, Mansour et al. [6]ont
constaté que le pH a un effet significatif sundctivation
des spores d8. licheniformiset le nombre des spores
diminue avec la diminution du pH. De plus, I'utdi®on
de la manolaurine ou la nisine seule n'avait auefiiet
sur les spores mais leur combinaison avec le péliara
leur efficacité antimicrobienne [13]. De méme, @nis et
al. [20] ont montré que l'effet inhibiteur de lasime sur
certaines especes bactériennes a saBoisubtilis, L.

bulgaricus, L. acidophiluset Str. thermophilusaugmente

log No/N

avec l'augmentation de l'acidification du milieu du
traitement. En effet, ces auteurs ont constatéateible
valeur du pH et la nisine agissent en synergie pour
détruire complétement les bactéries utilisées. eGaant,
Hurst et Hoover [32] ont montré que le niveau élew

pH (10) en combinaison avec la nisine (100 ug/mdut
étre utilisé pour détruire les bactéries pathogeénsavoir

les espéces dealmonellaet Staphylococcus aurewdans

la viande.

L'efficacité de I'action de la nisineua faible pH
contre les spores peut étre expliguée par sa grande
solubilité a pH acide [33,34] ou a l‘augmentatios d
sensibilité des micro-organismes lorsque les coomdit
environnementales hostiles (faible pH) ont été ciéss
avec des inhibiteurs [35,36].

4 A

a
3_

a
2_
1. b
l c

O T T T -_\

5 6 7 8

pH

Fig. 2. Effet du pH sur linactivation des spores d
Bacillus sporothermoduransLTIS27 par la nisine

(100Ul/ml). Les valeurs données sont les moyenrmss d
trois expériences indépendantes (barres d'erreur
représentent les écarts-types). Les moyennes assc d
lettres différentes sont

(P<0,05).

significativement difféen

4. Conclusion

Les résultats obtenus au cours de cette étude
montrent bien que I'efficacité de I'inactivationsispores

trés thermorésistantes d& sporothermodurangar un
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agent antimicrobien est en relation étroite aves le
facteurs environnementaux. D’une part, elle augment
proportionnellement avec I'augmentation de l'adédiu
milieu. D’autre part, I'application du traitemetiermique
en combinaison avec la nisine a amélioré l'inatibra

des spores dB. sporothermodurans.
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