Al Aol jaenall 4, il jall 4y ) sganl)
République Algérienne Démocratique et Populaire
alal) Sl g el aalail) 55 5

Ministeére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

MEMOIRE POUR L’OBTENTION DU DIPLOME DE MASTER

Faculté: Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre
Département: Biologie

Spécialité: Analyses Biologiques et Biochimiques

e de |'effet de I'activite de I'eau et du pH sur I'inactivation
d'Escherichia coli

Soutenu le : 21 juin 2017
Par
GOUASMI Ahlam BENZERHOUDA Siham

Devant le

Jury

Présidente : Mme GUETARNI. H MCB, UDB, Khemis Miliana
Promoteur: Mr AIT OUAZZOU.A MCA, UDB, Khemis Miliana

Examinatrices :

M™e: SAADI.F MAA, UDB, Khemis Miliana

M™e : MESTEFA SARI.F MAA, UDB, Khemis Miliana

Année universitaire: 2016/2017




Remerciements

Avant tout, nous remercions « Allah» le miséricordieux qui nous a donné
courage et santé pour mener d terme notre projet de fin d’étude en souhaitant que nos

efforts soient triompheés.

Nous remercions vivement notre encadrveur Mr AI'T OUAZZOU. A, maitre de
conférence (A) a PUniversité de Khemis Miliana pour sa disponibilité, ses conseils
avises, sa gentillesse, sa patience, sa confiance qu’il nous a accovde et la (iberté

d'action dont nous avons bénéficié tout au long de ce travail.
Ainst que :
Mm GUITARNIH, la présidente de jury ;
M SAADIF et M MESTAFA SARILTF, les examinatrices ;

Qui nous ont honovées de sacrifier une partie de leur temps pour examiner ce

projet.

Nos remerciements sincéres d tous nos enseignants qui nous ont guidées durant

notre parcours scolaire du primaire d ce jour.

Notre gratitude va également aux D" HOUTI Noureddine et aux élements de
laboratoire du D" ZIBOUCHE Abdallah.

On tient également d remercier les élements du laboratoire universitaire de

Khemis Miliana : M" Kamel, M™ Aicha, M™ Naima, M™ Affaf, M™ Wassila et M

Nadjiba ; pour leur sympathie et patience tout au long de notre stage pratique.

On ne sera terminer sans remercier tous les collégues avec qui nous avons passe
dagréables moments pendant les cing années de nos études, on les remercie tous pour

leurs soutiens.

En terminant, on remercie toute personne qui nous a aidée de prés ou de loin d

la realisation de ce travail.




Dédicaces

Je commence ma dédicace au nom du Dieu et le salut sur Mohamed le messager
de Dieu.

Du profond de mon cceur, je dédie ce modeste travail a tous ceux qui me sont
chers,

A la mémoire de mon pére,

Ce travail est dédié d mon péve, décédé depuis 14 ans. Jaurais bien aimé ta
présence le jour de ma soutenance de mémoire de Master, mais hélas, Dieu a
voulu autrement. Que Dieu préserve ton dme.

A ma trés chére meére,

Aucune dédicace ne saurait exprimer mon respect, mon amour éternel et ma
consideration pour les sacrifices que vous avez consenti pour mon instruction et
mon bien étre. Je vous remercie pour tout le soutien et Lamour que vous me
portez depuis mon enfance et jespére que votre bénédiction m’'accompagne
toujours. Que ce modeste travail soit Lexaucement de vos veeux tant formuleés, le
fruit de vos innombrables sacrifices. Puisse Dieu, le ftout puissant, vous accorder
santé, bonheur et longue vie.

A mes chers fréves : Mohamed & Ahmed

Jespere atteindre le seuil de vos espérances. Que ce modeste travail soit
lexpression de ma profonde affection. Je vous remercie pour le soutien moral et
lencouragement que vous m'avez accovdés. Je vous souhaite tout le bonheur que
vous meritez.

A toute ma famille ainsi qu'a toutes mes amies: Sarah, Fatima, Nesrine,
Nabila, Amani, Amal, Maram, Rbiha, Imane, Houda, Meriem et Fella.

A ma chére partenaire dans ce Memoire « Benzerhouda Siham » qui a partage
avec moi les moments difficiles de ce travail, et d toute sa famille.

A tous les enseignants de ['U.K.M qui ont participé d ma formation durant mes
cing ans, sans les nommer, car la liste est longue et le risque est grand d'en oublier
un.

A toute ma promo de master ABB, avec lesquels j'ai passé 5 années inoubliables,
Spécialement d : Khaira & Maleq, tout en leur souhaitant la réussite dans tout ce
qu'ils entreprennent.

A mon encadreur, Mr AIT OUAZZOU.A pour ses conseils, son attention et sa
patience.

A tous ceux qui m’ont aide de prés et de loin.




Dédicaces
A Cdme de mes fréves Fatima et Nasreddine.

A la source de ma tendresse, ma perle, qui a consacré sa vie et m'a tenu de mes
mains dans Cobscurité jusqu’d la lumiére ...d ma chére Maman

A (a source de ma fierté, mon appui, qui a consacré sa vie pour faire de moi ce
que je suis ...d mon cher Papa

A mon deuxiéme pére, mon exemplaire dans ma vie ... mon grand frére Amar et
d son épouse Dalila

A ma fierté et mon orienteur, qui a fourni beaucoup defforts physiques et
morales, et que je Cai trop épuisé ... mon frére Hicham.

A mon inspirateur, avec sa gentillesse et son soutien moral. MON frére
Badreddine et a son épouse Naima.

A mon ami, plus que frére, qui a sacrifié son temps pour m'orienter. MON frére
Mourad et d son épouse Khadija.

A ma deuxiéme mére, pour sa compréhension et ses conseils durant ma vie ..ma
sceur Ghania et son époux Omar, et les anges Zahia, Siffedine et Mohamed Louay

A mon idole que je suis en train de suivre ses traces pour sa patience et son
amitié ...ma sceur Hafidha

A toute la famille : Benzerfouda et Sahel

A celle qui a guidé mes premiers pas vers le savoir, et m'a donné mes premiers
cours au primaire ... d M™ Haouche Nadjet

A ma chére amie du parcours, mon bindome Gouasmi Ahlam et sa famille.

A mes amis: Maram, Fatima, Kheira, Imene, Amel, Leila, Fella, Rebiha,
Meryem, Houda et Abdelmalek.

A tous mes chers collégues de derniére promo ABB.

Toutes mes considervations d mon encadveur Mr AIT OUAZZOU Abdenour pour
son objectivité et sa lucidité.







Résumé

Résumé

Dans le but ultime de réduire les risques des bactéries pathogénes présentes dans les aliments, et de
garantir la qualité des aliments et leur conservation, plusieurs travaux ont été concentrés sur 1’étude de
I’activité de ’eau. Dans ce contexte nous avons essayé d’étudier in vitro [’effet inhibiteur de
I’activité de I’eau sur E. coli ATCC 25922. Un tampon Mcllvaine & deux pH différents pH4.0 et pH
7.0 a été utilisé in vitro pour remplacer une matrice alimentaire, dont les activités de I’eau de ces
milieux ont €té modifiées dans cette gamme choisie (0,90-0,92-0,94-0,96) par I’ajout du sel (Na CI).
Ensuite ces milieux ont été inoculés avec 1’agent pathogéne (E. coli) et comme premier essai on les
laisse a température ambiante puis on les soumit a un traitement thermique dans un bain marie a 60
°C. La réduction des cycles logarithmiques (logio) d’E. coli a été remarquée a température ambiante (1
cycle logarithmique) au fur et a mesure que le temps avance et que les aw diminuent. Cette réduction
est importante a température 60°C et le pH acide ou elle atteint 5 cycles logarithmiques, des valeurs de
D inférieures ont été enregistrées a pH acide par rapport le pH neutre. D’autre part on a noté qu’il y’a
une légere résistance d’E.coli dans le tampon Mcllvaine a pH7 qu’a pH4. Les résultats montrent que
I’activité de I’eau exerce une activité inhibitrice (quand elle diminue) qui dépend de pH et de
température du milieu de traitement.

Mots Clés : activité de I’eau, inactivation; E. coli; conservation; aliment; pH; température.

Abstract

With the ultimate goal of reducing the risks of pathogenic bacteria in foods, and ensuring food quality
and preservation, several studies have focused on the study of water activity. In this context we have
tried to study in vitro the inhibitory effect of water activity on E. coli ATCC 25922. A Mcllvaine
buffer at two different pHs pH4.0 and pH 7.0 was used to replace in vitro A food matrix of which the
water activities of these media were modified in this chosen range (0.90-0.92-0.94-0.96) by the
addition of the salt (NaCl). These media were then inoculated with the pathogen (E. coli) and, as the
first test; they were left at room temperature and then subjected to a heat treatment in a water bath at
60°C. The reduction of logarithmic cycles (log10) of E. coli was observed at room temperature (1
logarithmic cycle) as time progressed and aw decreased. This reduction is important at temperature
60°C and the acid pH where it reaches 5 logarithmic cycles, lower D values have been recorded at
acidic pH relative to the neutral pH. On the other hand, it was noted that there is a slight resistance of
E. coli in the Mcllvaine buffer at pH7 and pH4. The results show that the activity of the water exerts
an inhibitory activity (when it decreases) which depends on pH and temperature of the treatment

medium.

Key words: water activity; inactivation; E. coli; preservation; food; pH; temperature.
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Introduction générale

Introduction générale

Aucun produit alimentaire ne peut maintenir sa qualité originale et optimale
indéfiniment. Pendant le stockage, il est inévitable, qu'une certaine détérioration se produise,

qui rendra le produit inacceptable pour la consommation (Blackburn, 2006).

Il est cependant trés difficile de concilier sécurité microbiologique et qualités
organoleptiques, du fait de la grande variabilité existante, tant au niveau biologique (aliments
crus, microorganismes différents), qu'au niveau pratique (temps de stockage, températures,

vie des produits chez le consommateur...) (Levy, 2010).

L’évolution des industries agroalimentaires depuis une quarantaine d’années s’est faite
par un fort développement de 1’utilisation de produits alimentaires intermédiaires, en
particulier les ingrédients secs (produits déshydratés, épices, céréales diverses...) dont la
teneur en eau et ’activité de I’eau est réduite. Cette réduction de la quantité d’eau par
séchage facilite ainsi leur transport, leur stockage ainsi que leur conservation a long terme, en
préservant au mieux les propriétés organoleptiques et microbiologiques. Des bactéries
pathogeénes peuvent étre retrouvées sporadiquement dans ces aliments du fait de 1’utilisation
de matieres premieres contaminées et de la contamination apportée par la transformation du
produit ou de son stockage. L’efficacité des techniques utilisées pour maitriser le risque
microbiologique est profondément liée aux propriétés physico-chimiques du produit
alimentaire, notamment 1’activité de 1’eau, ainsi qu’a la nature et a 1’état physiologique de la

flore pathogéne présente (Lang, 2016).

Les Escherichia coli font partie de la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des hotes
communs de la microflore intestinale de I’homme et des animaux a sang chaud (mammiferes
et oiseaux). Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont des agents
pathogénes importants émergents en santé publique. Ces bactéries sont a I’origine des
épidémies de colites hémorragiques et de syndrome hémolytique et urémique (SHU). La
grande majorité des cas est liée a la consommation d’aliments contaminés par un type
particulier de STEC appelés E. coli entérohémorragiques (EHEC). Parmi lesquels on trouve le
sérogroupe définis comme pathogéne par I’AFSSA : O157. Il représente donc un danger pour
la santé publique, avec un impact important pour les industries agro-alimentaires (Savoye,
2011).
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Nous sommes tournés vers une alimentation qui allie qualités gustatives et
nutritionnelles. De nombreuses techniques sont étudiées, visant dans l'idéal I'obtention d'un
produit microbiologiquement maitrisé, sans altération de saveur, se rapprochant le plus
possible du produit original. Les techniques de décontamination sont tres étudiées et
présentent un intérét central dans les industries agroalimentaires au niveau mondial. C'est
pourquoi l'industrie alimentaire est sans cesse a la recherche de nouvelles techniques de
conservation, visant a préserver la qualité des aliments, tout en optimisant au maximum la

durée de conservation. (Levy, 2010).

En 1953, W.J.Scott a établi que I'activité de I'eau est la clé pour déterminer si les micro-

organismes se developperont. (Aqualab, 2017).

A T’heure actuelle, les produits alimentaires a forte activit¢ d’eau ou liquide sont
pasteurises ou stérilisés par I’intermédiaire de procédés thermiques. Ceux-Ci sont composés
d’une montée rapide a une température de consigne, maintenue pendant un temps défini

garantissant 1’inactivation des germes cibles.

La diversité actuelle des produits alimentaires et la diminution de I’intensité des
traitements appliqués pour préserver leurs qualités organoleptiques et nutritionnelles ont été
accompagnees par le développement de modéles permettant de décrire plus précisément
I’inactivation thermique des microorganismes. Parmi eux, certains prennent en compte

d’autres facteurs que le temps et la température comme par exemple le pH (Lang, 2016).

La conservation des aliments est un combat constant contre les microorganismes

d'altération ou les pathogenes de I'nomme. (Levy, 2010).

Ce travail est axé sur :

g
I\

la contribution a la connaissance de l'une des méthodes de conservation des produits
alimentaires, par I'étude de son effet sur l'inactivation d'une bactérie pathogéne .1l s'agit
de déterminer I'effet inhibiteur "in vitro™ de l'activité de I'eau vis a vis d'Escherichia coli.
€ la combinaison de ce processus de conservation avec d'autres technologies industrielles
tel que le traitement thermique a 60°C et le potentiel hydrogene (pH) de milieu de
traitement pour le rendre plus efficace sur I'inactivation d'E. coli afin :

» d'éviter les changements dans les propriétés organoleptiques et nutritionnelles des

aliments et surtout d'atteindre la sécurité sanitaire de ces produits.
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> de minimiser les couts de traitement thermique et économiser en quelque sorte
I'énergie.

Le travail présenté dans ce mémoire s’articule en deux parties:

3K Partie I: La synthese bibliographique, ou elle est subdivisée en trois chapitres:
v’ Chapitre I: Généralités sur Escherichia coli.
v’ Chapitre Il: Généralités sur I’activité de 1’eau.
v" Chapitre IlI: Le traitement thermique.
v' Chapitre IV: Le pH.

Partie 11 : La synthése expérimentale, ou elle est subdivisée en deux chapitres:

\V4
N\

v’ Chapitre | : Matériels et méthodes.
v’ Chapitre Il : Résultats et discussion.

Enfin nous acheverons ce mémoire par une conclusion générale.




Synthese bibliographique




Chapitre 1 : Généralités sur Escherichia coli

Chapitre 1 : Généralités sur Escherichia coli

I.1.1.Historique:

Théodor Escherichia, médecin Allemand fut en 1885 l'inventeur d'une bactérie
particuliere Bacterium coli commune qui sera appelée plus tard Escherichia coli (Guiraud,
1998). Escherichia coli est I'espéce bactérienne qui a été la plus étudiée par les
fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique. Cette bactérie est connue
depuis longtemps comme commensale du tube digestif et pathogéne pour I'appareil urinaire
(Avril et al., 1992).

I.1.2.caracteres généraux :

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae, qui doit son nom a
leur isolement fréquent du tube digestif et/ou des feces des mammiféres (Greatorex et
Thorne., 1994). Les entérobactéries sont une vaste famille de bactéries qui sont rencontrées

tous les jours en bactériologie médicale.

Le terme Entérobactériaceae vient de deux mots grecs: Enteron «intestin » et baktéron

«petit baton », il signifie bacille intestinaux (Fauchére et al., 2002).

La famille des Entérobactéries se définit par les caractéres suivants (Le Minor et al.,
1990):

-bacille a gram négatif (2 a 4 i de long sur 0.4 a 0.6 de large) ;
-immobiles ou mobiles gréace a des flagelles disposés de maniére péritriche;
-poussent sur milieu ordinaire;

-aérobies-anaérobies facultatifs;

-réduisent le nitrate en nitrite ;

-ont une réaction d’oxydase négative;
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I.1.3.L’espéce Escherichia coli:

Selon le Bergey’s Manual of systematic bacteriology 1’espéce Escherichia coli
appartient a 1’ordre des Enterobacteriales; famille des Enterobacteriaceae; et au genre
Escherichia. Elle est considérée comme un héte normal de la microflore bactérienne du
tractus digestif de ’homme ainsi que de celle de nombreux animaux a sang chaud (Ghebru,

1988).

Chez I’homme, on retrouve E. coli principalement dans le gros intestin (Laskin et
Lechevalier, 1994).

E. coli est I'espéce aérobie quantitativement la plus importante, présente a raison de 107
410 ° corps bactériennes par gramme de selles (Avril et al. 1992).

A ce titre Escherichia coli, et plus largement les coliformes thermotolérants, sont
recherchés dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale; leur présence fournit
ainsi une indication sur une éventuelle contamination de 1’aliment par des bactéries
pathogeénes d’origine digestive (ex. Salmonella thyphimurium , E. coli O157:H7...). En outre,
bien que la majorité des souches de E. coli soient commensales banales, certaines d’entre elles
sont pathogenes et connues des médecins comme étant a I’origine de pathologies intestinales

(Levine, 1987) ou extra-intestinales (Pohl, 1993).

I.1.3.1.Caractéres morphologiques:

Bacille a bout arrondi, Gram-, mesure approximativement 2 a 4 u de longueur sur 0.6 p
de largeur, ne possédant ni capsule ni spores, elle se présente isolé ou en courtes chainettes

(Figure 1), et en quelque cas, sous forme de tres long filaments (Djelouat, 2008).

Pourvu de cils, elle est généralement mobile grace a une ciliature péritriche mais cette

mobilité est trés variable selon le milieu ou la souche a été ensemencée.

Certaines souches développent des capsules et cultivent sur milieux solides en donnant

des colonies muqueuses (Le Minor et Richard, 1993).
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Figure 1: Morphologie d’Escherichia coli sous microscope électronique. Ducluzeau, (2006).

1.1.3.2.Caractéeres culturaux:

Elle cultive bien en 24 heures a 37 °C sur les milieux gélosés en donnant des colonies

rondes; lisses, & bords régulier, de 2 & 3 mm de diameétre. (Marchal et al., 1991).

La culture en bouillon ordinaire, rapide, produit un trouble avec ondes et parfois un

voile grisatre en surface (Pasteur, 1981; Marchal et al., 1991).

Sur gélose ordinaire, la bactérie donne une culture blanchatre, épaisse crémeuse,
devenant rapidement opaque, et envahissant toute la surface du milieu, et sur milieu gélosé
Mac Conkey les colonies sont lactose positif et donnent une coloration rouge brique

(Pasteur., 1981 ; Marchal et al., 1991).

Toutes ces cultures répandent, en générale, une odeur fécaloide. (Pilet et al., 1981).




Chapitre 1 : Généralités sur Escherichia coli

1.1.3.3.Caractéres biochimiques:

Toute Entérobactérie lactose positif, indole positif oriente vers une Escherichia coli.
(Larpent, 1997). Selon Guechi, (2002) environ 70 % des souches mobiles donnent les

caracteres suivants:

- Gaz en glucose positifs en général ;

- Production d'indole positif ;

- Lactose, mannitol, sorbitol positif ;

- B-galactosidase (ONPG) positive ;

- Phénylalanine-désaminase, uréase, oxydase, H2S, négatifs ;
- Rouge de méthyle positif,

- Vogues Proskauer (VP) négative.

1.1.3.4. Résistance aux agents physiques et chimiques :

Escherichia coli est relativement sensible aux agents physiques et chimiques, dans la
majorité des cas, une température de 55°C pendant une heure ou 60°C pendant 20 mn est
mortelle pour ces organismes et ils sont tués en autoclave a 120°C pendant 20 mn. (Mao et
al., 2003).

Elle peut survivre des semaines ou des mois dans I'eau, les matiéres fécales et dans les
poussieres des animaux domestiques, elle est hautement sensible a I'action Iéthale du phénol
et du crésol, mais I'efficacité de ces désinfectants est réduite en présence du mucus et des
feces (Guechi, 2002).

1.1.3.5.substances élaborees:
Les colibacilles peuvent produire:

-Des entérotoxines: certaines souches d’E.coli produisent 1’'une des deux entérotoxines qui

I’on appelle TL (Thermolabile) et VT (vérotoxines) ou les deux a la fois;
-Des hémolysines;

-Des enzymes capables de détruire certains antibiotiques. Exemple: B-lactamase;
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-Des bactériocines, substances a action antibiotique qui détruisent spécifiquement d’autre

bactérie, elles sont dénommées colicines (Eberlin., 1997).

1.1.3.6.Caractéres antigéniques :
1.1.3.6.1.Antigéne O, Antigéne de la paroi ou Antigene somatique:

Cet antigene est localise au niveau de la paroi bactérienne de nature

lipopolysaccharidique. Il existe environ 180 antigenes O différents (Fauchere et al., 2002).

Chaque antigene O permet de définir un sérotype O correspondant, grace a des réactions
d'agglutination. (Pilet et al., 1981).

1.1.3.6.2.Antigéne K, Antigéne Capsulaire Ou Antigéne D’enveloppe :

De nature polysaccharidique, ils entourent les antigenes O et se présente sous deux

types de structure:
-la premiere, capsulaire lorsqu'ils constituent une capsule visible au microscope;

-et la seconde, d'enveloppe quand ils ne sont pas visibles au microscope et masquent les

antigenes somatiques.

Environ 80 antigénes K ou antigéne d’enveloppes différentes ont été reconnus (Joly et

Alain., 2003).

1.1.3.6.3.Antigéne H ou antigene flagellaire:

IIs sont présents dans les flagelles sous forme de flagelline, protéine fibreuse
comparable a la myosine du muscle. Les antigenes ne sont présents que chez les souches
mobiles (Joly et Alain., 2003), donc pourvues de flagelle (Kauffman, 1947).

On en connait 56 types (Joly et Alain., 2003).

Les antigénes O, K, H sont a la base d’un schéma de diagnostic antigénique, notamment
pour le diagnostic différentiel, ils permettent d’établir le sérotype et de détecter les souches

d’Escherichia coli responsables de pathologies (Kauffman, 1947).
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1.1.3.7.Pouvoir pathogéne :

La propagation de I’infection a ’homme peut s’effectuer directement par contact de
personne a personne par la route oro-fécale, indirectement par la consommation d’aliments ou
d’eau contaminés. De nombreux cas d’infection a E. coli ont été associés avec la
consommation de beeuf haché insuffisamment cuit, de lait cru, de fruits et Iégumes ou d’eau

contaminée avec des matiéres fécales (LeBlanc., 2003).

Les symptdmes associés aux infections par E. coli sont notamment des crampes
abdominales et des diarrhées susceptibles d’évoluer vers des diarrhées sanguinolentes
(Karch et al., 2005). De la fievre et des vomissements peuvent également étre observés
(LeBlanc., 2003). La période d’incubation va de 3 a 8 jours avec une durée médiane de 3 a 4
jours (OMS., 2016).

Dans la plupart des cas, la guérison s’effectue dans les 10 jours, mais chez un nombre
restreint de patients, 1’infection peut parfois se compliquer par un syndrome urémique

hémolytique qui affecte les reins (LeBlanc., 2003).

E. coli posséde des facteurs de virulence lui permettant de s’attacher aux cellules
intestinales et de libérer des toxines, connues sous le nom de vérotoxines ou toxines de type
Shiga en raison de leur ressemblance avec les toxines élaborées par Shigella dysenteriae
(Figure 2). Les verotoxines jouent un role important dans 1’apparition des symptomes gastro-
intestinaux mais 1’étape cruciale dans la pathogenése d’E.coli est I’attachement aux cellules

de I’héte (LeBlanc., 2003).

Le diagnostic chez I’humain s’effectue soit par 1’isolation de la bactérie E. coli ou la
détection de la présence des vérotoxines dans des échantillons fécaux ou la détection d’une

augmentation d’anticorps anti- E. coli dans le sérum (Nataro et Kaper., 1998).

10
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Figure 2 : Pathogénie de la souche E. coli chez I’humain. Adapté de
Nataro et Kaper (1998); EcL (2004).

1.1.3.8. Les différents pathovars d’E. coli:

1.1.3.8.1. E. coli entéropathogene (EPEC):

Ces souches étaient responsables, dans les années 50, de diarrhées infantiles graves ou

toxicoses survenant par épidémies dans des créches ou des maternités.

Ces souches encore appelées E. coli G.E.I (des gastro-entérites infantiles) sont plus

rarement rencontrées aujourd’hui, elles sont alors isolées de cas sporadiques. (Andrade et al.,

1989; Jerse et al., 1990).

1.1.3.8.2. E.coli entéro-toxinogenes (ETEC):

Leur pouvoir pathogene est du principalement a la sécrétion de toxines thermostables

(ST) et/ou thermolabiles (LT) (Kaper et al., 2004). Elles sont responsables de diarrhées trés

liquides survenant dans les pays en développement. Ces diarrhées s’observent aussi chez les

voyageurs «Turista». Elles sont souvent épidémiques chez les enfants de ces pays (Levine.,
1987).

11
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1.1.3.8.3. E.coli entérohémorragiques (EHEC):

Ces souches ont été décrites en Amérique du Nord, au Japon et en Europe. Elles sont
responsables d’épidémies de diarrhées aqueuses puis hémorragiques (colite hémorragique).
Elles appartiennent a quelques sérotypes particuliers (0157 :H7, mais aussi O103:H2,
026:H11, O111:H38). Les EHEC sont capables de produire une ou plusieurs cytotoxines
appelées verotoxines capables de tuer in vitro les cellules Vero (cellules rénales du singe vert
africain) par inhibition de la synthése protéique. Les toxines sont appelées également Shiga-
Like- Toxin en raison de leurs similitudes avec la toxine de Shigella dysenteriae type 1.
(Karmali., 1989).

1.1.3.8.3.1.Les sources d’Escherichia coli O157:H7:

Ce n’est qu’a partir de 1982 apreés que deux épidémies de colites hémorragiques dues a
une infection a E. coli O157:H7 aux Etats Unis dues a la consommation de hamburger qu’ont

commencé a s’intéresser aux E. coli 0157:H7 (Riley et al., 1983).

Les sources de E.coliO157: H7 sont avant tout les produits d’origine animale avec en
premier lieu les steaks hachés de beeufs insuffisamment cuit (Chapman et al.,1993;
Willshaw et al., 1993; Rodrigue et al., 1995; Cowden, 2001), les produits laitiers (les
fromages au lait cru) (Morgan et al., 1993; Allerberger et al., 2001), les ovo-produits, mais
¢galement les produits d’origine végétale (cidre artisanal de pommes, laitues, pomme de terre,
pousse de radis...) ( Morgan et al., 1988; Hilborn et al., 1999; Michino et al., 1999;
Breuer et al., 2001).

D’autres parts, le milieu extérieur représente une source importante, notamment par
I’intermédiaire de I’eau (baignades en lac ou en pataugeoires contaminées par des matieres
fécales d’origine humaine, ou eau de boisson insuffisamment chlorées...).( Keene et al.,

1994; Jackson et al., 1998; Paunio et al., 1999; CDC, 2000).

1.1.3.8.4.E.coli entéro-aggrégatifs (EAggEC):

Les EAEC sont une catégorie de souches pathogenes associés, a des diarrhées aqueuses
pouvant évoluer vers des formes persistantes (Huang et al., 2006). Ils élaborent une

entérotoxine thermostable (EASTI) et une entérotoxine thermolabile (Kaper et al., 2004).

12
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1.1.3.8.5. E. coli a adhérence diffuse (DAEC):

Les DAEC sont une toute nouvelle catégorie de souches associées a des diarrhées
aqueuses aigues ou persistantes survenant surtout chez les enfants (plus particulieérement ceux
agés de 2 a 6 ans) (Garcia et al., 1996).

1.1.3.8.6.E. coli entéro-invasifs (EIEC):

Les EIEC sont responsables de diarrhées aqueuses qui, dans de rares cas, vont évoluer
vers une dysenterie suggérant que leur pouvoir pathogene est similaire a celui des Shigella sp.
(Nataro et Kaper., 1998). Elles sécrétent la méme vérotoxine, elles sont retrouvées surtout
chez les enfants de moins de dix ans dans les pays en voie de développement (Leclerc et al.,
1995).

1.1.3.9. Les principaux facteurs de pathogénicité:
1.1.3.9.1. Capsule:

Elle est de nature polysaccharidique. On en connait 80 variétés immunologiques
différentes (antigéne K) .La capsule rend la phagocytose plus difficile. Ce sont les E. coli de

type K1 qui sont responsables de la majorité des infections néo-natales (Nauciel., 2000).

1.1.3.9.2.Adhésines:

De multiples adhésines ont été décrite .Elle peuvent induire une adhésion a des globules
rouges ou a des cellules épithéliales en culture .La plupart des adhésines se présentent sous
forme de fimbriae (Nauciel., 2000).

1.1.3.9.3.Toxines:

Les entérotoxines bactériennes protéiques sont généralement classées selon leurs
caractéristiques biochimiques et structurales d’une part et, d’autre part, selon leurs modes

d’action ou leurs types d’activités biologiques (Rousset et Dubreuil., 2000).

13
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1.1.3.9.3.1. Les entérotoxines cétotoniques:

Affectant les cellules épithéliéles intestinales pour en altérer les fonctions sécrétoires.
Les entérotoxines produites par les Escherichia coli enterotoxinogenes (ETEC) provoquent ce
type de diarrhée non-inflammatoire rapide et déshydratante (Rousset et Dubreuil., 2000).

1.1.3.9.3.2.Les entérotoxines cytotoxique:

Agissant sur 1’épithélium intestinal en y provoquant des dommages histologiques
importants. Les représentants des entérotoxines cytotoxiques les plus connus sont les
vérotoxines VTI, VTII (ou toxine « Shiga-like », Stx1 et Stx2) des E. coli. (Rousset et
Dubreuil., 2000).

1.1.3.10. Moyens de lutte et traitements actuels:

La prévention de I’infection a E. coli exige des mesures de lutte a toutes les étapes de la
chaine alimentaire, depuis la production jusqu’au traitement, a la fabrication et a la
préparation des aliments, tant dans les établissements commerciaux que dans I’environnement
domestique. Ainsi, les mesures d’hygi¢ne accrues et la cuisson des aliments demeurent des

moyens efficaces pour diminuer 1’incidence de ces infections.

Actuellement, I’antibiothérapie est le traitement le plus commun contre les infections a
E. coli. Cependant, des études cliniques récentes ont montré que leur utilisation ne serait pas
recommandée car ils peuvent étre associés a un risque plus élevé de développer un syndrome
urémique hémolytique chez les enfants et les personnes agés en plus d’allonger la durée de la

diarrhée (Molbak et al., 2002; Panos et al., 2006).

Ces auteurs ont entre autres attribué cet effet d’allongement de la diarrhée a
I’élimination du micro biote intestinal compétiteur laissant place a la multiplication des E. coli
et plus particulierement si les souches sont résistantes aux antibiotiques administrés. De plus,
en lysant les cellules les antibiotiques peuvent augmenter la diffusion des toxines (Nataro et
Kaper., 1998).

14
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Chapitre 2: Les techniques de conservation des aliments

1.2.1.Lactivité de I’eau (aw) :

L’eau est essentielle a la survie et au développement de tous les microorganismes.
Dans les aliments, une partie est dite « libre » c'est-a-dire qu’elle est disponible pour les
microorganismes. L’autre partie est liée aux constituants des aliments et ne peut étre utilisée

(Vallerian., 1999).

L’activité de I’eau (aw) représente 1’eau disponible (eau libre) pour la réalisation des
réactions métaboliques, en particulier pour les réactions enzymatiques. (Branger et al.,
2007).

L’activité de I’eau est définit comme le rapport de la pression partielle de vapeur d’eau
d’une solution ou d’un aliment (P’) sur la pression partielle de 1’eau pure (P) a la méme

température :

aw :% (Branger et al., 2007).

Elle peut étre abaissée en éliminant I'eau libre par évaporation et séchage (Jeantet
etal., 2006), ou par apport de solutés trés hydrophiles qui fixent des molécules d'eau par
interactions hydrogenes ou dipolaires (salage, sucrage) ( Schuck et al., 2012 ).(tableau | et
tableau Il). Les valeurs de I’aw sont comprises entre 0 et 1, la valeur de 1’aw=1 étant réservée

a I’eau pure (Branger et al., 2007).

Tableau | : Diminution de I’activité de 1’eau par le NaCl (USFDA, The Bad Bug Book, 1997).

NaCl(g) | Eau(g) | NaCl% | Activité de I’eau (aw)
0.9 99.1 0.9 0.995
1.7 98.3 1.7 0.99
3.5 96.5 3.5 0.98
7.0 93.0 7.0 0.96
10.0 90.0 10.0 0.94
13.0 87.0 13.0 0.92
16.0 84.0 16.0 0.90
22.0 78.0 22.0 0.86
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Tableau Il : Diminution de I’activité de I’eau par le Saccharose (Food Safety., 1997).

Saccharose () Eau (g) Saccharose % | Activité de I’eau (aw)

0 100 0 1.00
20 100 16.7 0.998
40 100 28.6 0.969
60 100 375 0.955
80 100 44.4 0.941
100 100 50.0 0.927
120 100 94.5 0.913
140 100 58.3 0.900
160 100 61.5 0.888
180 100 64.3 0.876
200 100 66.7 0.860

Selon la formule: faw= 1,00 / 1+0,27n

Ou:
n: est le nombre de moles de sucre par 100 g d’cau.

Un mole de saccharose (C12H22011) = 342 grammes (Food Safety., 1997).

La congélation entraine également une diminution de I’activité de I’eau dans la mesure

ou I’eau libre est piégée sous forme de glace (Branger et al., 2007).

La déshydratation des produits alimentaires permet d'en assurer une bonne stabilité par
abaissement de l'activité de l'eau et permet de réduire les colts de transport et stockage
(Bimbenet et Loncin., 1995). En se dissolvant dans I'eau contenue dans les aliments, le sel
diminue I'eau disponible et stoppe ainsi la croissance des microorganismes (Nganguem.,
2007).

Par rapport aux traitements thermiques, la conservation par inhibition en abaissant I'eau
disponible a I'avantage de moins alterer la qualité nutritionnelle et organoleptique. De plus
I'inhibition générée par abaissement d'aw peut étre levée par réhydratation, décongélation et

dilution (Nganguem., 2007).
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La détermination de ’activité de I’eau permet de faire la distinction entre eau libre et
eau liée et d'en déduire notamment les propriétés de conservation de la denrée (Etournaud.,
1999). L'eau disponible ou eau libre (symbolisée en science alimentaire par I'activité de I'eau)
joue un réle déterminant dans la conservation des aliments. Elle a double role : celui de
solvant et de réactif (Jeantet et al., 2006).

& en tant que solvant, elle assure le transfert des substrats, des facteurs de croissance, des
agents biologiques et des produits de réaction ce qui permet le déroulement des
réactions dans des conditions optimales ;

& en tant que substrat de réaction, elle intervient dans les réactions d’hydrolyse
(protéolyse, lipolyse) (Schuck et al., 2012).

En effet, en abaissant cette eau, on améliore la stabilisation du produit et les réactions
d'hydrolyse (Jeantet et al., 2006).

1.2.1.1.Action sur les microorganismes:

Dans les cellules microbiennes, 1’eau joue le role du solvant des substances nécessaires
a la vie cellulaire (sels minéraux, substances organiques, gaz), elle permet 1’ionisation des
substances dissoutes, elle sert de transporteur de différentes substances chimiques, elle
participe a la polarisation des membranes et maintient la turgescence de la cellule ,elle
participe a de nombreuses réactions enzymatiques (hydrolyse, oxydoréduction) et assure

I’hydratation et donc I’activité des macromolécules ( protéines, acides nucléiques).

Lorsque I’activité de 1’eau est trop proche de 1, les microorganismes ont du mal a se
développer car ils peuvent dépenser une énergie importante pour expulser 1’eau des cellules
.Une activité de 1’eau faible entraine une déshydratation intracellulaire et une perturbation
importante du métabolisme qui va jusqu’a s’arréter. Les valeurs d’activité de 1’eau
incompatibles avec la croissance entrainent progressivement une destruction des populations

microbiennes (Branger et al., 2007).

Les bactéries Gram négatives, y compris les espéces de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli et Salmonella ne proliféreront ou ne survivront pas dans des produits
conservés avec des activités d'eau inférieures a 0,91, tandis que les bactéries Gram-positives
telles que Staphylococcus aureus ne proliféreront pas en dessous de 0,86 et Aspergillus Niger
ne proliférera pas en dessous de 0,77. De plus, méme les levures osmophiles et les

champignons xérophiles ne proliferent pas en dessous de 0,60.
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Les exigences d'activité de I'eau mesurées a 25 °C pour la croissance d'une gamme de

microorganismes représentatifs sont présentées dans le tableau I11 (Troller et al., 1984).

Tableau I11 : Activités de I’eau (aw) requises pour soutenir la croissance des microorganismes

représentatifs (Troller et al., 1984).

: Activité de - Activité de
Les bactéries Les moisissures et les levures
I'eau (Aw) I'eau (Aw)
Pseudomonas aeruginosa 0,97 nigricans Rhyzopus 0,93
Bacillus cereus 0,95 Mucor plumbeus 0,92
Clostridium botulinum, type L
A 0,95 Rhodotorula mucilaginosa 0,92
Escherichia coli 0,95 Saccharomyces cerevisiae 0.90
Clostridium perfringens 0,95 Paecilomyces variotti 0,84
Lactobacillus viridescens 0,95 Penicillium chrysogenum 0.83
Salmonella spp. 0,95 aspergillus fumigates 0,82
Enterobacter aerogenes 0,94 Penicillium glabrum 0,81
Bacillus subtilis 0.90 aspergillus flavus 0,78
Micrococcus lysodekticus 0,93 Aspergillus Niger 0,77
Zygosachharomyces rouxii
Staphylococcus aureus 0,86 ) 0,62
(levure osmophile)
_ ) Xeromyces bisporus
Halobacterium halobium 0,75 0,61

(champignons xérophiles)

Nous disposons actuellement que de trés peu d’informations concernant ’effet de

I’activité de I’eau sur la croissance des STEC, les etudes ont essentiellement porté sur des

milieux et des produits dont 1’aw était contrdlée par 1’ajout de NaCl. L’activité de ’eau

minimale pour la croissance d’E. coli O157 :H7 est de 0.953 (Nauta et Dufrenne., 1999).

L’aw optimum pour la croissance est de 0.995 selon les données de PICMSF (1996).
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1.2.1.2.L’humidité relative d'équilibre et ’activité de 1'eau :
La notion de disponibilité de I'eau dans un aliment peut étre définie aux moyens de:

& 1’humidité relative d’équilibre :
Pression partielle de la vapeur d'eau de I'aliment a la températu re
Pression partielle de la vapeur d'eau saturante a la tempeératu re 6

x 100

HRE =

HRE = W
P

x 100 (1) (Pascal., 2015).

Wo

L’humidité relative d’équilibre est indiquée sur une échelle de 0 a 100 % HR (Rotronic.,
2013).

& L’activité de I’eau :

aw = Pw _ HRE @) (Pascal., 2015).
Pwo 100

1.2.1.3. La teneur en eau (w):

La teneur en eau d'un matériau est le rapport de la masse d'eau contenue dans ce

matériau & la masse du méme matériau sec (Nguyen., 2015).

mi—maz
mz

W=

ou:
m1: Masse du matériau humide (Kg)
m> : Masse du matériau sec  (Kg)

La teneur en eau est déterminée par séchage a 1’étuve pendant 24 h a 105 °C (AOAC,
1990). Elle est exprimée en pourcentage de poids (% pds). Cette unité est répandue dans de

nombreux secteurs industriels (Rotronic, 2013).
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1.2.1.4. Activité de I’eau ou teneur en eau

Une incertitude persiste souvent sur le fait de savoir s’il faut mesurer 1’activité de 1’eau

ou la teneur en eau.

Dans de nombreuses branches de I’industrie, la teneur en eau est utilisée pour des

raisons quantitatives, afin de contrdler la quantité¢ d’eau contenue par un produit.

Le controle de la teneur en eau peut étre utile pour s’assurer de sa qualité mais peut
également étre un facteur de rentabilité lorsque, par exemple, un produit est vendu au poids

(plus d’eau signifie alors plus de gain).

L’activité de 1’eau joue au contraire un réle plus important pour des raisons qualitatives,
comme la stabilité des produits, leur capacité de stockage (p.ex.la stabilité microbiologique et
enzymatique, conservation de I’ardome), les propriétés de manipulation (p.ex. formation de
grumeaux dans les poudres), la stabilité chimique (p.ex. pour des médicaments) (Rotronic.,
2013).

La relation entre la teneur en eau d'un aliment et I'activité de I'eau, a une température
constante est représentée par les isothermes de sorption. Etant donné que la technique la plus
utilisée pour préserver la qualité des aliments est la réduction de l'activité de I'eau jusqu'aux
niveaux suffisamment bas, l'obtention de l'isotherme de sorption est essentielle pour
déterminer le niveau d'humidité a partir duquel on inhibe la croissance microbienne et la

production de mycotoxines pendant la conservation (Gonzalo et al., 2011).

1.2.1.5.Définition de I’isotherme de sorption :

C’est la courbe qui indique a I’équilibre et pour une température déterminée: La

quantité d’eau retenue par un aliment donnée (Nafti., 2011).

Cette courbe représentant, pour une température 6 donnée, la teneur en eau d'un produit
en fonction de la valeur de I'aw ou de I'HRE est appelée:
+ Isotherme d'adsorption, si elle a été déterminée expérimentalement en partant
d'un produit sec.
& Isotherme de désorption, si elle a été déterminée expérimentalement en partant

d'un produit saturé en eau.
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On peut représenter graphiquement la courbe appelée isotherme d'adsorption-désorption,

obtenue en portant :

& En abscisse : soit 1’aw, soit ’'HRE
& En ordonnée : la teneur en eau du produit exprimée en g d'eau pour 100 g de
matiére séche (% MS) (Pascal, 2015)

Teneur en eau
(g/100 g MS)
A
100 [—
Désorption
(déshydrataion)
dsorption
hydratati
10 [ I l l (hydra llon] l
>
0,2 04 0,6 0,8 1,0 Aw
20 40 60 80 100 HRE

Figure 3: Isotherme d'adsorption et de désorption de I'eau (Charles et al., 2008).

1.2.1.6. Isotherme et états de I’eau dans un aliment:
1.2.1.6.1. L’eau fortement liée (eau retenue): pour 0 < aw < 0.2-0.3

Une couche monomoléculaire d’eau fixée sur des groupes polaires: -NHs" et - COO" de
protéines, - OH de glucides, eau de cristallisation des sels et des glucides (Nafti., 2011) par

des liaisons hydrogénes H (Etournaud., 1999).

Cette eau représente 3 a 10g/100g de poids sec. L’eau de cette couche est difficile a
enlever, n’est pas congelable, non disponible ni étant que solvant, ni étant que réactif (Nafti,

2011).
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1.2.1.6.2. Eau faiblement liee et eau libre (Charles et al., 2008) Pour aw > 0.2-0.3
(Nafti., 2011):

11 s’agit des couches successives d’eau fixées sur la premiére couche par I’intermédiaire

de liaisons hydrogene, a cette eau on peut ajouter un vapeur d’eau condensée dans les pores

des aliments (Nafti., 2011) (aw diminue d’autant plus que le diamétre est faible Charles et al.,

2008). (Tableau 1V)

Tableau IV: valeurs de I’aw en fonction de diamétres des pores des aliments selon un modéle
théorique (Etournaud., 1999).

Diametre g (nm) Activité de ’eau (aw)
1000 env. 1,00
10 0,90
01 0,34

7

7

Figure 4: schéma simplifié d’un pore des aliments (Etournaud., 1999).

Elle est congelable (Etournaud., 1999) et disponible tant comme solvant que comme
réactif, pour ces raisons on considere qu’il n’y a pas une différence fondamentale entre 1’eau
faiblement liée et 1’eau libre dont 1’activité est proche de celle de 1’eau pure, cependant, cette

eau libre ne sort pas spontanément des tissus animaux ou végétaux.
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Elle se trouve en tres grande partie sous forme de gel, tant a I’intérieur de cellules que

dans les espaces inter cellulaires (Nafti., 2011).

1.2.1.7.Phénoméne d’hystérésis:

Les deux courbes sont en général différentes (Figure 3) car le séchage d'un produit
(passage d'aw =1 a aw < 0,6) (Pascal., 2015) (désorption) ou I'humidification (adsorption)
(Nguyen., 2014) entraine des modifications de structure et de porosité irréversibles (Pascal.,
2015).

On remarque sur (la figure 3) précédente que I’isotherme de désorption pour un produit
donné et pour une température déterminée n’est pas superposable a I’isotherme d’adsorption.
Cette non coincidence est appelée Hystérésis, ce phénomeéne n’observe que pour des activités

d’eau supérieure a 0.2-0.3 c'est-a-dire au I’eau ne serait que faiblement liée (Nafti., 2011).

Ce phénomene par le fait que le diametre des pores (Nafti, 2011) des aliments sont en
géneéral plus petits en surface qu'en profondeur. La pression de vapeur d'eau nécessaire au

remplissage est plus élevée que celle a laquelle les pores se vident (Pascal., 2015).

1.2.1.8.Intérét des isothermes en technologie alimentaire:

& Prévoir 'activité de I’eau de mélange de divers ingrédients plus ou moins humides ;

& Prévoir le comportement d’un aliment lors d’un traitement ou entreposage dans des
atmospheéres a humidité variable.

Exemple : Influence des variations de I’humidité relative ambiante sur la teneur en eau
d’un produit non protégé hygroscopique ;

& Prévision de la quantité d’eau absorbée en fonction de temps d’entreposage (donc la
durée de conservation) ;

& Prévision de l’influence des variations de température sur 1’activité de I’eau d’un
produit conditionné dans un emballage imperméable a 1’eau (étanche) donc de teneur
d’eau constante (Nafti., 2011);

& La détermination des isothermes de sorption est un moyen indispensable pour la
prédiction du transfert d'eau a travers d'un film perméable d'emballage pour denrées

alimentaires (Gonzalo et al., 2011).
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1.2.1.9.L’activité de I’eau, une mesure d’un grand intérét pour les aliments:

La mesure de I’activité de I’eau est intéressante dans de nombreux secteurs. Dans le
domaine du papier, par exemple, si elle est bien controlée, elle permet par exemple de
minimiser voire d’éliminer les déformations du papier lors du stockage, d’améliorer la qualité
de I’impression couleur, de réduire le temps de séchage des encres d’imprimerie. Mais c’est
surtout dans 1’agro-alimentaire que ’activit¢ de I’eau trouve ses principales applications
(Thomas., 2003).

Les aliments sont des systemes plus complexes que l'eau, et I'eau peut se lier aux
composants de la nourriture .Donc pas toute I'eau dans la nourriture est disponible pour les
microorganismes; Ainsi, l'activité de I'eau de la plupart des produits alimentaires est inférieure
41,0 (FDA., 2016).

La valeur de I’activité de ’eau de divers aliments est prescrite aux Etats-Unis, depuis
1979 par la FDA (Food and Drug Administration) ; « un produit alimentaire doit pouvoir se
conserver, quand son activit¢ d’eau est inférieure a 0.6, seuil en-dessous duquel les

microorganismes ne peuvent plus se développer » (Nsren., 2010).

Le systeme de mesure Rotronic, de l'activité de l'eau est conseillé pour établir cette
valeur. Les valeurs d'activité de l'eau en relation avec la croissance des micro-organismes

dans les produits alimentaires sont présentées dans le Tableau V (Nguyen., 2015).

Tableau V : Activité d’eau et croissance des micro-organismes dans les produits alimentaires
selon FDA (Nsren., 2010).
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Produits alimentaires compris

dans ces valeurs

Valeur aw Types de microorganismes
1,00-0.95 Pseudomonas, Escherichia, Proteus,
Shigella, Klebsiella, Bacillus, Clostr
idium perfringens, certaines levures
0,95-0,91 Salmonella Vibrio parahemoliticus,
C.botulinum, Serratia, Lactobacillus,
Pediococcus, certaines moisissures,
Levures (Rhodotouia, Pichia)
0,91-0,87 Beaucoup de levures
(Candida, Torulopsis, Hansenula),
Micrococcus
0,87-0,80 La plupart des types de moisissures

(Penicillia micotoxiques), Staphylococcus

aureus, la plupart des saccharomyces
(bailii) spp, Deboryamyces

0,80-0,75 La plupart des bactéries halophiles,
aspergilli micotoxique
0,75-0,65 Moisissure xérophiles (Aspergillus
chevaliers), A.Candidus ,Wallemia sebi),
saccharomyces bisporus
0,65-0,60 Levures osmophiles (Saccharomyces

rouxi) , certains moisissures (Aspergillus

Produits rapidement altérables (frais)
aliments et fruits en boites, Iégumes,
viandes, poisson et laitage, saucisse
cuite, pain cuit; produits alimentaires
contenant jusqu’a40%de sucre ou
7% de sel
Certains fromages (cheddar, suisse,
munster, provolone), viande fumée
(jambon), quelques concentrés de jus
de fruits, produits alimentaires
contenant jusqu’a 55%de sucre
(saturés) ou 12%(de sel
Saucisse seche (salami), flans,
fromages secs, margarine, produits
alimentaires contenant jusqu’a
65%(de sucre (saturés) ou 15% de sel
La plupart des concentrés de jus de
fruits , lait concentré sucré, sirop de
chocolat, d’érable et de fruits,
farines, riz et légumes secs avec
15-17%d’eau ; gateaux aux fruits ;
saucisses fumées, fondants
Marmelades, gelées de fruits, pate
d’amande, fruits confits, certains
marshmallows
Flacons d’avoine avec 10% d’cau ,
nougats, fondatns,
Marshmallows, bouillies, mélasses,
sucre brut , certains fruits secs, noix
Fruits secs avec15-20%d’eau ;

certains toffes et caramels ; miel
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echinulatus, Monascus bisporus )
0,5 Pas de croissance microbiologique élevée  Pates alimentaires avec 12%d’eau ;

épices avec 10 % d’eau

0,4 (Eufs en poudre avec 5 %d’eau
environ
0,3 Cakes, biscuits secs, crolte de pain

...avec 3-5% d’eau environ
0,2 Poudre de lait avec 2-3 % d’eau
environ, flacons de céréales avec 5%
d’eau environ, gateaux aux fruits,

cakes rustigques biscuits secs.

La teneur en eau et ’activité de I’eau influencent fortement la vitesse des processus
chimiques, biochimiques et biologiques. Par exemple, le contrdle de 1’activité de 1’eau permet
d’accélérer ou retarder un processus d’oxydation. L’activité de 1’eau influence également la
stabilité des enzymes dans les denrées alimentaires. Elle a également un effet sur les
substances nutritives : la vitamine C (I’acide ascorbique) est stable aux faibles valeurs d’aw, et

décompose en présence d’une forte humidité ainsi que la thiamine (vitamine B1).

L’activité de I’eau a également une trés grande incidence sur l’activité microbienne

(croissance, germination, sporulation et production de toxines) (Thomas., 2003).

Le tableau V permet de comprendre la notion de denrée périssable (aw > 0,87) et de
denrées non-périssables pouvant étre gardées trés longtemps en 1’absence d’eau (aw < 0,6)

(Marc., 2014).

Ainsi, c’est lorsque ’aw est comprise entre 0,2 et 0,3 que le produit se conserve le

mieux (Nguyen., 2015).

Les aliments a faible teneur en eau tableau V (c’est-a-dire., Les aliments ayant une
activité d'eau inférieure a 0,60) (FDA., 2016) les micro-organismes sont inhibés (Thomas.,

2003), ils ont une durée de conservation prolongée, méme sans réfrigération (FDA., 2016).
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Les aliments a I'humidité intermédiaire tableau V (c'est-a-dire les aliments avec des
activités d'eau comprises entre 0,60 et 0,85) ne nécessitent pas de réfrigération pour controler
les agents pathogénes, mais ils peuvent avoir une durée de conservation limitée en raison de la

détérioration, principalement par levure et moisissure.

La stabilité microbiologique des aliments a I'hnumidité intermédiaire peut dépendre de
facteurs autres que l'activité de l'eau, tels que la réduction du pH, des conservateurs
chimiques, des traitements thermiques ou des combinaisons de ceux-ci, méme si l'activité

réduite de I'eau est d'une importance majeure (FDA., 2016).

Les aliments humides tableau VV (c'est-a-dire les aliments ayant une activité d'eau
supérieure a 0,85) nécessitent une réfrigération ou une autre barriére pour contréler la

croissance des agents pathogenes (FDA., 2016).

27



Chapitre 2 : Les techniques de conservation des aliments

1.2.2. Le traitement thermique:

La sensibilité des micro-organismes a la température en fait un aspect clé de leur
développement .Quant a la température c’est un facteur sensible sur lequel le professionnel
peut facilement agir. Ce facteur est en effet trés utilisé pour réguler le développement des
micro-organismes (Mcswane et al., 2000) Le traitement thermique, lorsqu’il est possible,
permet de détruire les micro-organismes présents sur I’aliment. Cela nécessite d’appliquer le

couple temps —température efficace (Carbonel., 2007).

On distingue différents catégories des micro-organismes. Les cryophiles sont capables
de se développer en dessous de 15-20°C, y compris pour certains jusqu’a des températures
négatives (les cryophiles obligatoires ne sont pas capables de se développer a 20°C). On
trouve dans ce groupe de nombreuses bactéries de la flore Gram - saprophytes
(Achromobacter, Flavobacterium,Pseudomonas...) et des moisissures (Cladosporium,
Sporotrichum...). Les mésophiles qui comprennent la majorité des micro-organismes se
développent entre 15 et 45°C. Les thermophiles sont capables de se développer au —dessus de
45°C jusqu’a 75-80°C (les thermophiles obligatoires ne sont pas capables de se développer a
37°C). On trouve dans ce groupe des bactéries lactiques (Lactobacillus «thermobacteriums,
Propionibacterium shermani), des bactéries sporulées (Clostridium thermosaccharolyticum,

Bacillus stearothermophilus), certains champignons ascomycetes.

Il ne faut pas confondre micro-organisme thermophile et thermorésistant. La
thermorésistance est I’aptitude a résister a un traitement thermique alors que la thermophilie

est son aptitude a se développer a haute température (Dupin et al., 1992).

1.2.2.1.Définition de traitement thermique

Le traitement thermique est un procédé de nature physique appliqué en industrie de
transformation alimentaire pour réduire le nombre total de microorganismes. La résistance a
la chaleur des microorganismes varie en fonction de leur nombre et de la résistance
intrinseque au genre et a I'espéce .Pour inactiver adéquatement les microorganismes, plusieurs
parametres ont été établis pour évaluer leur résistance thermique et ajuster la sevérité du

traitement en consequence (Philippe., 2012).
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1.2.2.2. Mesure des traitements thermiques

1.2.2.2.1. La valeur-D

Le temps de réduction décimale (D) ou la valeur de D est un paramétre qui consiste a
déterminer le temps (seconde ou minute) nécessaire pour tuer 90% de la population du
microorganisme cible a une température (°C) spécifique .(Philippe., 2012).

Autre parameétre déterminé expérimentalement, la valeur-z.

1.2.2.2.2. La valeur-Z

Elle équivaut a la montée en température nécessaire pour diminuer la valeur-D de 90%
(Philippe., 2012).

C’est-a-dire 1’accroissement de température nécessaire pour réduire D a 1/10 de sa
valeur ou pour la réduire d’un log quand le logarithme de D est porté en graphique en

fonction de la température (Prescott et al., 2010).

1.2.2.3. Effet de traitement thermique sur les microorganismes:

La chaleur humide tue le microorganisme par dénaturation des acides nucléiques, des
protéines de structure et des enzymes (Farkas., 2007). D‘une fagon générale, la stabilité
thermique des ribosomes correspond a la température maximale de croissance d’un
microorganisme. Les membranes cytoplasmiques semblent étre les sites majeurs de
dommages causés par la chaleur humide .Les microorganismes y sont plus sensibles qu’a la

chaleur seche, du fait la forte influence de I’activité de I’eau (Lund et al., 2000).

En effet, la chaleur séche nécessite de plus hautes température et de temps de chauffage

plus longs pour arriver au méme taux de destruction (Katzin et al., 1942).

1.2.2.4. Influence de la température sur la physiologie d'E. coli

La température influence la croissance, la physiologie et la survie des microorganismes.
Etant en microorganisme entérique mésophile, la température optimale de croissance d'E. coli
est de 37°C (Doyle et Schoeni., 1984).
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Dans des milieux de culture synthétiques, la température minimale de croissance de la
bactérie se situe entre 6 et 7°C, tandis que la température maximale se situe
approximativement a 45,5°C (Nauta et Dufrenne., 1999; Gonthier et al., 2001). De fait, les
traitements a basse température ne font que ralenti ou arréter la croissance microbienne. Leur

effet 1étal est 10 minimal.

De plus, la température de réfrigération permet la survie de la bactérie a des pH et a
des teneurs en NaCl défavorables a sa croissance (Zanoni et al., 1993). Au point de
congélation, la formation de cristaux de glace provoque d'importants dommages cellulaires

aux microorganismes.

Cependant, le taux de mortalité est difficile a déterminer, car il dépend de plusieurs
facteurs, dont la vitesse de formation et la taille des cristaux de glace, la température de
stockage et la méthode de décongélation. Toutefois, il a été démontré qu’E. coli 0157:H7
pouvait survivre plus d'un an a des températures de congélation de -20°C, pour 9 des 23

échantillons évalués par méthode immunologique de type ELISA (Milley et Sekla., 1993).

A Tlinverse, E. coli n'est pas considéré comme étant thermorésistant. Ainsi, les

traitements thermiques tels que la pasteurisation se sont montres efficaces pour la détruire.

Sur le plan physiologique, la paroi de la membrane cellulaire des eubactéries est
composée d'une double couche de phospholipides. Le maintien d'un certain niveau de fluidité
de cette membrane joue un réle essentiel dans I'entrée des nutriments et dans le pompage des
ions (Russell., 1990). Une baisse de température engendre une perte de la fluidité des
phospholipides et vient compromettre les fonctions cellulaires. Chez E. coli, ainsi que
plusieurs autres microorganismes, la cellule a recours a un mécanisme permettant de changer
le niveau de saturation des chaines carbonées de la couche de phospholipides. Il a été
démontré chez E. coli qu'a une température de 15°C, le contenu en acides gras insaturés de la
membrane cellulaire augmente en acides palmitoléiques et en acide oléique tandis que
survient une diminution des acides gras saturés tel que l'acide palmitique (Katsui et al.,
1981).

Ce changement permet de réduire le point de fusion des phospholipides, et par le fait
méme, d'accroitre la fluidité membranaire (Garwin et Cronan., 1980; De Mendoza et al.,
1983). Inversement, a 37 °C, la membrane augmente sa quantité en acides gras saturés tandis

que celle en acides gras insaturés diminue (Katsui et al., 1981).
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Une autre stratégie développée par les microorganismes pour se protéger des variations

de température est la syntheése de trihalose.

La production de ce disaccharide est un mécanisme qui a été conservé au fil de
I'évolution puisqu'il est présent chez plusieurs organismes, incluant levures et les plantes.
Chez E. coli, le trehalose protége la bactérie contre les chocs osmotiques (Strom et Klaasen.,
1993), la dessiccation (Welsh, et Herbert., 1999) et confére une protection mineure aux

cellules en phase stationnaire face a la chaleur (Hengge-Aroniset al., 1991).

La synthése de tréhalose joue aussi un rdle important dans la survie de la bactérie a
basse température. Kandror et al., (2002) ont démontré que des E coli-mutants, incapables de
synthétiser le trehalose, subissaient une réduction de viabilité a 4°C. Le mode d'action du

trehalose a basse température reste encore inconnu.

Les effets de la température influencent aussi la synthése protéique chez E. coli. Un
passage rapide de 37°C a 15°C provoque une baisse temporaire du nombre des polyribosomes
et un arrét provisoire de la synthése protéique (Jones et Inouye., 1996) qui s'explique par un

blocage de l'initiation de la traduction des ARN messagers (Leimaux et al., 1978).
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1.2.3. Le pH:

Il est égal au cologarithme de la concentration en H3O", il détermine I’acidité ou la

basicité d’un milieu et peut varier entre zéro et 14. (Branger et al., 2007).

1.2.3.1. Le pH et les produits alimentaires:

L’addition d’acides organiques (acide acétique, citrique, lactique) a une denrée
alimentaire se traduit par une diminution de son pH qui a un effet sur la croissance des micro-

organismes.

Le pH de certains produits alimentaires est indiqués dans le tableau(V1) .1l est bon de
rappeler ici que par rapport a ce parametre, nos aliments sont classés en deux groupes : ceux
dont le pH est inférieur a 4,5 et ceux dont le pH est supérieur a 4,5 dans lesquels les risques
microbiologiques sont beaucoup plus grands (risques de croissance de Clostridium botulinum)
(Dupin et al., 1992).

Tableau VI : valeurs de pH de quelques produits alimentaires (Dupin et al., 1992).

Aliment pH
Beeuf 5,1-6,2
Canard 6,0-6,1
Crabe 7,0-7,1
Crevette 6,8-7,0
Hufitre 4,8-6,3
Jambon 5,9-6,1
Maquereau 5,9-6,2
Morue 6,0-6,2
Poissons(en général) 6,6-6,8
Poissons blancs 55
Poulet 6,2-6,4
Sardine 5,7-6,6
Saucisse(Francfort) 6,2
Saumon 6,1-6,5
Veau 6,0-6,21
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Beurre 6,1-6,4
Créeme 6,5

Fromages 4,5-5,9
Lait de vache 6,5-6,8
Parmesan 5,2

Roquefort 4,7

Hachis 5,5-6,2
Porc+haricots 5,1-5,8
Soupe de 6,3-6,7
Champignon 5,1-5,8
Soupe de haricots 5,5-6,5
Soupe de poulet 6,0-6,2
Soupe de viande 5,0-6,1
Asperge 4,2-5,8
Hetterave 4,9-5,6
Carotte 5,7-6,0
Céleri 6,0-6,5
Champignon 5,4-6,0
Choux 6,3

Choux de Bruxelles 2,6-3,8
Concombre 4,8-6,0
Epinard 4,8-5,5
Haricot 4,9-5,5
Haricot vert 6,0-6,2
Laitue 6,1-7,0
Mais 5,2-5,5
navet 5,3-5,8
oignon 3,6-3,8
olive 5,9-7,3
olive miire 5,7-6,0
Persil 4,3-49
Piment 5,6-6,5
Pois 5,4-5,9
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Pomme de terre 4,2-4.5
Tomate 2,3-2,5
Airelle 3,5-4,1
Ananas 4,5-4,7
Banane 3,0-3,4
Cassis 3,4-3,6
Cerise 2,2-2,6
Citron 6,2-6,4
Datte 4,6-5,0
Figue 5,2-5,6
Melon 3,0-4,2
Mire 3,2-3,6
Myrtille 3,0-4,3
Orange 3,2-34
Pamplemousse 3,4-4,2
Péche 3,8-4,6
Poire 2,9-3,5
Pomme 2,8-3,0
Prune 3,5-4,5

1.2.3.2. Le pH et le développement des micro-organismes :

Le comportement des micro-organismes par rapport au pH est variable .Le tableau V11
donne quelques exemples .On appelle acidophiles les micro-organismes dont le pH optimum
se situe au — dessous de 5,5 mais, en industrie alimentaire, on a 1’habitude de classer les

micro-organismes entre ceux qui peuvent se développer en dessous du pH 4,5 et les autres.

Le pH 4,5 permet de séparer les aliments en deux groupes par rapport a leur aptitude a

permettre la croissance des principales bactéries pathogénes.

En dessous de ce pH les risques sanitaires sont minimes car le développement ou
I’activité néfaste de ces bactéries n’est pas possibles, au — dessus ils sont importants, en

particulier le risque lié a la présence de Clostridium botulinum. (Dupin et al., 1992).
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Tableau VII: Développement de quelques micro-organismes en fonction du pH (Dupin et

al., 1992).
pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Exemples Estomac  vinaigre Fromages Eau/Lait sol alcalin

Jus de citron Tomate/vin Viandes/légumes Eau de mer Détergents

Escherichia coli
Salmonella typhi
Vibrio cholerae

Brucella
melitensis

Mycobacterium
Tuberculosis
Lactobacillus spp
Bacillus subtilis
Acetobacer spp
Clostridium
Botutinum

Levures

Moisissures

4,3 9,5
4 9,6
5,6 9,8
6,3 8,4
5 8,4
3,8 7
4,5 8.5
2 7,5
5 8,5
2,5 8
1,5 >10
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I1.1. Cadre:

La partie expérimentale a été realisée au niveau de laboratoire pédagogique de
microbiologie a la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre a
I’Université Djilali Boundama khemis Miliana-Ain Defla pendant la période allant de Février
2017 jusqu’a Mars 2017.

11.2. Matériel biologique:
11.2.1. Micro-organisme utilisé:

La souche bactérienne utilisée est Escherichia coli ATCC 25922, c’est une souche de
référence non pathogéne, isolée de patients hospitalisés par des infections urinaires, fournie

par les responsables de laboratoire des analyses médicales de ZIBOUCHE de Ain Defla.

La souche est conservée a 4°C dans le milieu Tryptone Soy Broth (TSB), additionné de
0.6% d’extrait levure (EL). A partir de ces-tubes conservés, un ensemencement en stries est
réalisé dans des boites de Pétri de TSA+0.6% EL (Tryptone Soy Agar) pour une conservation

de plus courte durée.

11.2.2. Milieux de culture:

Suivant les méthodes employées, et selon la souche, nous avons utilisé les milieux de

culture suivants:

& Le TSB milieu liquide utilisé pour la conservation de souche, la pré-culture et la
culture de 24h.

& Le TSA YE milieu solide utilisé pour la culture (coulage des boites de Pétri).

& Milieu de traitement: Tampon Mcllvaine pH4.0 et pH7.0.

& L’eau physiologique.

(la composition de ces milieux est décrite dans 1’annexe).
11.3. Méthodes:
11.3.1. Conservation de souche:

La souche que nous avons utilisée a été déja au prealable confirmée sa pureté par le

service de laboratoire des analyses médicales de ZIBOUCHE de Ain Defla.
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A partir de cette souche, nous avons fait des repiquages dans des tubes de gélose de
conservation en piqQre centrale et incubation a 37°C pendant 24 heures. Les tubes sont
ensuite conservés dans le réfrigérateur a 4°C. Les repiquages sont réaliseés tous les 10 jours

pour garder toujours la disponibilité en souche.

11.3.2. Préparation de milieu de traitement (Tampon Mcllvaine):

& Pour préparer 20 ml de solution tampon Mcllvaine a pH 4,0:

-Une solution mére de phosphate di-sodique (Na2HPO4) 0,2 M a été préparée en introduisant
28.392 g de phosphate di-sodique dans une fiole de 1000 ml, avec 11 d’cau distillée, la
solution a été bien agitée a 1’aide d’un agitateur magnétique jusqu’a la dissolution compléte
du produit.

-D’autre part une solution d’acide citrique (CeHgO7) 0.1 M a été préparée en introduisant
19.21 g d’acide citrique dans une fiole 1000 ml, avec 11 d’eau distillée.

-Dans un bécher de 500 ml ,7.71 ml de la solution de phosphate di-sodique 0.2 M a été
mélangée avec 12.29 ml de la solution d’acide citrique 0.1 M avec agitation sur I’agitateur
magnétique. Le pH de la solution a ét¢ mesuré et ajusté avec 1’acide ou la base correspondants
(acide citrique ou phosphate di sodique).

& Pour préparer 20 ml de solution tampon Mcllvaine a pH7.0 :

-16.47 ml de solution de phosphate di-sodique 0.2 M a ét¢ mélangé avec 3.53 ml d’acide
citrique 0.1 M. le pH a été ajusté jusqu’a 1’obtention de pH 7.0.

& Pour préparer 500 ml de solution tampon Mcllvaine a pH4.0 et a pH7.0 .il suffit de
compléter au volume nécessaire avec I’eau distillée dans chaque bécher. Le pH ne
varie pas parce que c’est un tampon. S’il y a une petite variation, ajusté avec de 1’acide
citrique ou le phosphate di sodique.

-La mesure de pH a été effectuée a 1’aide d’un pH-métre étalonné.
-Les deux solutions (tampons Mcllvaine a pH4.0 et a pH7.0) sont ensuite remplies dans des

tubes a essais; dont chaque tube contient 10ml.

11.3.3. Préparation de I’eau physiologique:

&% Pour préparer 1000 ml de I’eau physiologique:
9g de NaCl a été introduit dans une fiole de 1000ml avec 11 d’eau distillée, la solution a été

bien agitée a ’aide d’un agitateur magnétique jusqu’a la dissolution compléete du produit.
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11.3.4. Stérilisation :

Tous les milicux préparés précédemment ont été stérilisés dans ’autoclave a 121°C

pendant 15min.
11.3.5. Préparation de suspension bactérienne:
11.3.5.1. Préparation de pré-culture et la culture de 24h :

Dans la zone stérile, une colonie d’Escherichia coli bien isolée blanchatre a été

sélectionnée.

A l’aide d’une anse stérilisée, cette colonie a été ensemencée dans un tube a essai
contenant 5 ml de bouillon de TSB stérile avec 0,6 % d’extrait de levure (TSBYE);

le tube est ensuite agité a I’aide d’un vortex pendant quelques secondes, puis incubé a 37°C

pendant 24 heures.

Le deuxieme repiquage est effectué dans un flacon de 50ml de TSB a partir de 100ul de
la suspension bactérienne de 24h de telle maniere que la concentration du milieu soit ajustée
4 10° UFC/ml. Ce flacon a été incubé a 37°C pendant 24h jusqu’a ce que la phase stationnaire

de croissance a été atteinte (Figure 5).

Ensemencement en stries

Pré-culture Incubation a 37°C Pdt 24h

H
[_

5 ml du 50 ml du milieun
milieu TSB- TSB-YE

Figure 5. Procédure de mise en culture des souches.
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I1.4. Etude de ’activité de ’eau :
En premier, nous avons choisi une gamme d’activité¢ d’eau allant de 0.90 a 0.96.

Pour étudier 1’aw nous avons ajouté aux tubes d'essais de 10 ml de Mcllvaine pH4 et pH7
preparés précedemment différentes masses de NaCl (en g) selon le tableau ci-dessous, les
tubes de Mc ont été agités a I’aide d’un vortex pendant quelques secondes puis stérilisés dans

I’autoclave a 121°C pendant 15min.

Tableau VIII : Diminution de I’activité de 1’eau par le NaCl (USFDA, The Bad Bug Book, 1997).

NaCl(g) | Eau(g) | NaCl% | Activité de I’eau (aw)
7.0 93.0 7.0 0.96
10.0 90.0 10.0 0.94
13.0 87.0 13.0 0.92
16.0 84.0 16.0 0.90

11.4.1. Effet de I’activité de I’eau sur E. coli a température ambiante:

A T’aide d’une micropipette de 1000ul, chacun des microtubes eppendorf stériles ont été

remplis avec 900 pl de I’eau physiologique. A partir de flacon de 50 ml de culture de 24h:

Deux microtubes eppendorfs stériles ont été remplis par 1 ml de la culture bactérienne de 24
heures qui est a la phase stationnaire de concentration 10° UFC/ml; ils sont ensuite centrifugés
a 3000 trs pendant 5 min a 10°C. Aprés la centrifugation, la culture est bien séparée en deux

phases : Le surnagent (TSB) et le culot (précipite bactérienne).
Le surnagent TSB a eté eliminé par une seringue et remplacé par :

v 1ml de Mcllvaine pH4 (sans NaCl) dans le premier microtube eppendorf;
v"1ml de Mcllvaine pH7 (sans NaCl) dans le deuxiéme microtube eppendorf;
Ces deux microtubes eppendorfs ont été agités a 1’aide d’un vortex pendant quelques secondes

pour bien homogénéiser cette suspension bactérienne (figure 6).
A partir de ces deux microtubes eppendorfs:

- 100ul de la suspension a été ajoutée par la micropipette de 100ul dans les tubes qui
contiennent 10 ml de Mc pH4.0 et pH7.0 a des activités d’eau choisies : 0.90, 0.92, 0.94, 0.96,
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pour atteindre une finale concentration de 10° UFC/ml, la concentration recommandée par la
FDA. Ces tubes de Mc pH4.0 et pH7.0 ont été agités a 1’aide d’un vortex pendant quelques

secondes (figure 6).

-Dés qu’on a met 100 pl dans les tubes, le chronométre est commencé. A des intervalles
prédéfinis (Hassani et al., 2005) (apres 0.16h et 4h) des echantillons de 100ul ont été
prélevés et dilués dans les séries des dilutions appropriées précédemment préparées (Hassani
et al., 2005), puis un coulage du milieu gélosé TSA YE est effectué aprés I'adjonction de la
suspension bactérienne dans les boites de Pétri (figure 6).

Aprés le transfert de 100l de la suspension et de ses dilutions décimales successives (de 10
a 107®) dans des boites de Pétri stériles, nous avons coulés environ 15ml de milieu TSAYE par
boite dans la zone de stérilisation (I’ensemencement au profond) et les homogénéisés par des
mouvements de huit, dans les deux sens.

Aprés la solidification a coté de bec Bunsen, les boites de Pétri ont été incubés a 37°C
pendant 24h a 48h. Des expériences antérieures ont montré que de plus longues durées

d’incubation n’ont pas influencé les chiffres de survivant (Hassani et al., 2005).
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@ 100ul 100ul 100ul 100ul

Aprés 0,16h ‘
O O
/ /

10ml de Mc pH4 900ul d’eau physiologique
a aw=0.90

O O O
o~ B B B @
Aprés 4h ) ) )

P

Coulage des boites de Pétri par le
TSA YE puis incubées a 37°C/24h.

Figure 6. Schéma décrivant les étapes du protocole expérimental pour étudier 1’effet
de I’aw sur I’inactivation d’E. coli ATCC 25922 a température ambiante.
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Apres ’incubation, les colonies ont été comptées avec un compteur des colonies.

Nous avons répétés la manipulation 2 fois pour éviter les erreurs.

11.4.2. Effet de traitement thermique en combinaison avec I’activité de I’eau sur E. coli

évaluée in «in vitro»:

11.4.2.1. Protocol expérimental

Nous avons diminué la température de pasteurisation au moyen de 60°C, pour garder la

qualité nutritionnelle et organoleptique du produit.

On a suivi les étapes suivantes: (Figure 7)

1)

2)

3)

4)

5)

a l'aide des eppendorfs stériles, nous avons centrifugé 1 ml de suspension bactérienne
de 24 heures qui est a la phase stationnaire de concentration 10° UFC/ml & 3000 trs
pendant 5 min a 10°C.

Apreés la centrifugation, la culture est bien séparée en deux phases : Le surnagent(TSB)
et le culot (précipite bactérienne). Le surnageant est éliminé et remplacé par 1ml de

Mcllvaine de pH4.0 et agité bien a I’aide d’un vortex.

Le bain marie a été préalablement préparé a 60°C + 2, une fois que la température de
traitement a été atteinte (confirmé par le thermometre), la suspension microbienne
(100pl) est ajoutée par la micropipette a une finale concentration de 10°UFC/mI (la
concentration recommandée par la FDA), inoculée directement dans le tube contenant
10 ml de Mcllvaine pH4.0 a aw=0.90 qui a été placé dans le bain marie sous agitation
constante.

(La méme manipulation est réalisée pour les tubes de Mcllvaine pH4.0 a aw=0.92 ;
aw=0.94 et aw=0.96).

Dés qu’on a met 100ul de la suspension dans les tubes, le chronomeétre est commencé.
Chaque 30s et jusqgu'a atteindre 3min, on a prélevé 100ul, puis nous avons fait les
dilution10?, 102, 1073, dans les eppendorf contenant 900ul de ’eau physiologique
stérile.

On a versé le 100ul de chaque dilution dans les boites de Pétri et coulés avec la gélose
de TSA YE, bien homogénéisés, et laissés refroidir dans la zone stérile.

On a met les boites dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures, puis nous avons lu les

résultats.
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- Le méme principe est utiliseé pour les tubes contenant 10 ml de Mcllvaine

pH7.0 a aw=0.90 ; aw=0.92 ; aw=0.94 et aw=0.96 qui sont placés dans le bain

marie sous agitation constante.

- Nous avons répété la manipulation 2 fois pour chaque pH pour éviter les

erreurs.

Suspension bactérienne
D’E.coli (10° UFC/ml).

Microorganismes+1ml
de Mcllvaine pH4 et
pH7.

[

3000trs/min
5min a 10°C

Centrifugeuse.

7/
/ /

/[ /
/[ /

Bain marie & agitation contient 2
tubes de Mcllvaine pH4 et pH7 &
aw=0.90, (le méme principe pour
les autres aw).

i

T~ Surnageant

“™~ Microorganismes

Thermometre

0,5min

100ul

3,
&@

100ul

»l« 100ul
|

1min 1,5min 2min 2,5min
QO OO OO

Q O

Q.

92",

3min

101

10

103
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100ul de chaque dilution
est inclus dans le boite de
Pétri. Puis une couche de
T.S.A est coulée,
homogénéisé de fagon 8 et
laisser refroidir.

Décantée les boites.

Décanteur des colonies.

Mises les boites dans I'étuve a
37°C pendant 24 heures.

Boite de Pétri

Figure 7. Schéma décrivant les étapes du protocole expérimental pour étudier ’effet de
I’aw combiné avec un traitement thermique a 60°C sur I’inactivation d’E.coli ATCC 25922.
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Résultats et Discussion

111.1.1. Etude de ’activité de ’eau:

111.1.1.1. Effet de I’activité de I’eau sur E. coli a température ambiante:

Fraction d'inactivation log10

Figure 8. Effet inhibiteur de différentes activités d'eau (aw=0.90 ( ®); a,=0.92 ( ¥); ax=0.94 (7 );
aw=0.96 (™)) en fonction de temps vis-a-vis d'E. coli ATCC 25922 (107 UFC/ml) inoculée dans
Mcllvaine pH4 a température ambiante. Les données représentent les moyennes + écart type (barre

d’erreur) de deux expériences indépendantes.

Le graphe illustré par la figure 8 montre I’effet inhibiteur de différentes activités d'eau
(aw=0.90; aw=0.92; aw=0.94; aw=0.96) en fonction de temps vis-a-vis d'E. coli ATCC 25922

(107 UFC/mlI) inoculée dans Mcllvaine pH4 & température ambiante.

A travers ce graphe, on remarque que 1’activité de 1’eau exerce une activité inhibitrice a

pH4 et a température ambiante.

Cette activité est non significative durant les premieres 10 min, mais qui augmente au

fur et a mesure qu’on avance dans le temps (4h) surtout lorsque I’aw atteint 0.90 et 0.92.

Il y a une diminution remarquable de la croissance bactérienne, atteignant 1’inactivation
d’ 1.18 cycle logarithmique au bout de 4h, contrairement au bout de 10min ou I’inactivation

bactérienne atteigne moins d’1 cycle logarithmique.

48



Résultats et Discussion

On remarque aussi que la diminution de la croissance bactérienne est augmentée au fur
et a mesure que I’aw est diminuée (lorsque 1’aw diminue, la diminution de la croissance
bactérienne est plus significative); par exemple: la diminution de la croissance quand 1’aw

égale 0.90 et 0.92 est plus remarquable que lorsque 1’aw atteint 0.94 et 0.96.

Log ,, de la fraction d'inactivation

Temps (heure)

Figure 9. Effet inhibiteur de différentes activités d'eau (aw=0.90 (®) ; a,=0.92 (™) ; 3,=0.94 (=) ;
aw=0.96 ( ™)) en fonction de temps vis-a-vis d'E. coli ATCC 25922 (10’ UFC/ml) inoculée dans
Mcllvaine pH7 a température ambiante. Les données représentent les moyennes + écarts type (barre

d’erreur) de deux expériences indépendantes.

Le graphe (Figure 9) représente 1’effet inhibiteur de différentes activités d'eau (aw=0.90;
aw=0.92; aw=0.94; a,=0.96) en fonction de temps vis-a-vis d'E. coli ATCC 25922 (10’

UFC/ml) inoculée dans Mcllvaine pH7 a température ambiante.

On remarque dans ce graphe que les valeurs des activités d’eau testées présentent une

activité inhibitrice « in vitro » sur E. coli ATCC 25922 dans pH?7.

Notant ici que cette activité inhibitrice n’est pas significative au bout des 10 min, mais il

y a une augmentation au fur et a mesure qu’on avance dans le temps (4h).

La réduction de la croissance bactérienne est considérable, atteignant ’inactivation d’1

cycle logarithmique (pour aw=0.90), mais moins d’un cycle pour les aw 0.92; 0.94; 0.96,
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remarquant que I’augmentation de 1’inactivation bactérienne est combinée avec la diminution

de 1’aw de la bactérie E. coli.

L’inactivation bactérienne a atteint 1 cycle dans les 4h suivantes, remarquant qu’elle

augmente aussi lorsque I’aw diminue (considérable a aw=0.90).

€ 5.
L - ’

§ Mc pH=4 | Mc pH=7

‘S 4 .

Q = |

(5°}

£ .

T 3 - '

e =

o |

',.3 -

© 27 |

-

(¥ .

- |

o 1 - -

T - |

8 0 } _
9 °

0h 0,16 h 4h 0,16 h 4h
Temps (heure)

Figure 10. Graphe récapitulatif représente 1’effet inhibiteur de différentes activités d'eau (aw=0.90 (W) ;
aw=0.92 () ; aw=0.94 @ ) ; aw=0.96C1 )) en fonction de temps vis-a-vis d'E.coli ATCC 25922 (10’
UFC/ml) inoculée dans Mcllvaine pH4 et pH7 a température ambiante. Les données représentent les

moyennes + écarts type (barre d’erreur) de deux expériences indépendantes pour chaque pH.

La figure 10 représente un graphe récapitulatif qui montre 1’effet inhibiteur de pH4 et
pH7 combiné avec différentes activités d’eau (0.90; 0.92; 0.94; 0.96) en fonction du temps
vis-a-vis d’E. coli ATCC 25922 inoculée dans Mc pH7 et pH4 et a température ambiante.

A travers ce graphe récapitulatif, on note :

= Qu’il y’a une légére résistance d’E. coli a pH neutre qu’a pH acide surtout au
bout des 10 minutes et dans les activités d’eau allant de 0.96 jusqu’a 0.92.

= Qu’il y’a une diminution considérable de la croissance bactérienne atteignant
I’inactivation d’1 cycle logarithmique pour le pH7 et de moins d’1 cycle pour le pH4
au bout de 10 min, par contre au bout de 4h on trouve qu’il y a une inactivation

d’1.21 cycle logarithmique pour le pH4 et d’1.07 cycle pour le pH7.
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Cette diminution de la croissance est combinée a la variation des valeurs d’activité
d’eau de milieu de traitement de 0.96 jusqu’a 0.90, donc la résistance d’E.coli qui a une

aw=0.953 est diminué.

& Globalement:

v/ On a enregistré dans tous les cas une diminution de la population bactérienne initiale
d'1 cycle logarithmique d'inactivation.

v/ On note une différence non significative de I'influence de I'activité de I'eau sur E. coli
dans l'intervalle des valeurs testées a température ambiante soit a pH4 ou a pH7.

v' D’aprés les résultats, on peut conclure que I’efficacité de ’activité d’eau concerne le

pH de milieu et le facteur de temps.

111.1.1.2. Effet de traitement thermique en combinaison avec ’activité de 1’eau sur E.

coli évaluée in « in vitro »:

Les expériences ont été réalisées sur deux milieux de traitement: un tampon Mcllvaine a
pH4.0 qui remplace « in vitro » une matrice alimentaire a pH acide (par exemple un jus) et un

autre tampon a pH7.0 qui remplace « in vitro » une matrice alimentaire & pH neutre.

On a choisis la bactérie E. coli ATCC 25922 pour réaliser le traitement thermique a
60°C combiné a activité d’eau dans les milieux cités précédemment, et faire une comparaison

entre les résultats.

On a diminué la température de pasteurisation au moyen de 60°C, pour garder la qualité

nutritionnelle et organoleptique du produit.
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Log10 de la fraction survivante
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Figure 11. Les courbes d’inactivation d'E. coli ATCC 25922 (107 UFC/ml) inoculée dans Mcllvaine
pH4 a différentes activité d'eau (aw=0.90 (M) ; a,=0.92 @ ) ; aw=0.94 (A) ; aw=0.96 @ )) en fonction
de temps. Les données représentent les moyennes +écarts type (barre d’erreur) de deux expériences

indépendantes.

L’écart type représente plus ou moins la variation des conditions de travail (par exemple
le changement de suspension bactérienne, le milieu de traitement, la stabilit¢ de la

température de bain marie).

Les courbes de survie ont été¢ obtenues a 1’aide d’un logiciel tableur Microsoft Excel
version 2007, en tracant la fraction décimale de log10 de survivants en fonction de temps de
traitement a des activités d’eau différentes. Les équations calculées grace a ce logiciel sont les

suivantes ou le R? représente le coefficient de corrélation :
aw=0.90 (m) :y =-1,2817x + 0,4813 R2=0,8961
aw=0.92 (#®) 1y =-0,7894x - 0,4667 R2=0,8412
aw=0.94 (A) :y =-0,9075x - 0,1825 R2=0,9021
aw=0.96 (@) : y =-0,7258x - 0,2503 R2?=0,8795

Les courbes de destruction thermique ont été obtenues a 1’aide d’un logiciel tableur
Microsoft Excel version 2007 en tracant le log10 du temps décimale pour inactiver les cycles

logarithmiques par rapport a leur activité de I’eau correspondante.
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Tableau IX. Variation de temps d’inactivation décimale D d’E. coli ATCC 25922 (10’
UFC/ml) inoculée dans le tampon Mcllvaine pH4 et pH7 & 60°C.

Processus du traitement thermique Mc a pH4.0 Mc a pH7.0

Traitement thermique a 60°C combiné a aw=0.90 vis-a-Vvis

d’E. coli ATCC 25922 (10’UEC/ml) 2,86260064 min | 1,73074216 min

Traitement thermique a 60°C combiné a aw=0.92 vis-a-vis

&’E. coli ATCC 25922 (10"UFC/ml) 1,90008483 min | 1,90930289 min

Traitement thermique a 60°C combiné a aw=0.94 vis-a-vis

&’E. coli ATCC 25922 (10"UFC/ml) 2,01696449 min | 2,35491612 min

Traitement thermique a 60°C combiné a aw=0.96 vis-a-vis

&’E. coli ATCC 25922 (10"UFC/ml) 1,6835250 min | 1,91837416 min

La figure 11 représente les courbes de survie d’inactivation d'E.coli ATCC 25922
inoculée dans Mcllvaine pH4 a différentes activité d'eau.

Le pH acide rend I’inactivation d’E.coli ATCC 25922 dans le tampon Mcllvaine a
pH4.0 un peu rapide que dans le tampon Mcllvaine a pH7.0.

Le temps nécessaire pour inactiver 5 cycles logarithmiques (Figure 11) dans le
Mcllvaine a pH7.0 a aw=0.96 (favorable par I’E. coli) est égale 1.92 min mais dans le tampon
Mcllvaine a pH4.0 au méme aw est égale 1.68min. Le pH, avec la température, activité de
I’eau et le potentiel redox, est un facteur de croissance intrinseque critique pour les
microorganismes et 1’un des principaux facteurs de conservation pour les aliments. Il est
largement connu que le bas pH inhibe la croissance des microorganismes (Ji-Yeon Leea et
al., 2015). On peut dire que cette faible teneur en nutriment dans le jus d’orange rend la
bactérie trés sensible a I’action du pH, les jus de fruits sont particuliérement sensibles a la
chaleur et I’intensité nécessaire pour les pasteuriser provoque la perte irréversible de la
saveur. Jusqu’aux récentes décennies, était généralement admis que les agents pathogeénes
microbiens ne pouvaient proliférer dans les jus de fruits tres acides (pH de 3 a 4) (Biljana et
al., 2013).

D’apres les résultats obtenus (figure 11) on observe qu’il y’ a une réduction importante

du nombre de survivants au cours de traitement atteint a 5 cycles logarithmiques.
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Les courbes d’inactivation a aw=0.92 et aw=0.94 réalisées a 60°C sont presque
identiques sauf que I’inactivation a aw=0.94 a été plus lente que & aw= 0.92 ou la valeur de
Daw0.94=2.01 min est supérieure au Daw0.92=1.90 min, ¢a d’une part, d’une autre part on trouve
que les courbes d’inactivation de 1’aw=0.90 sont lentes par rapport les deux courbes
précédentes ou la valeur Daw0.92=1.90min et de Dawo.94=2.01 min. Par contre La vitesse
d’inactivation la plus grande est celle réalisée a 60°C et a aw=0.96 (Dawo.96=1.68 min) qui est

inférieure deux fois par rapport au celle d’aw 0.90.

Les résultats obtenus montrent qui il ‘y a une relation entre I’activité de 1’eau et le temps
de traitement, sachant que la diminution de 1’aw augmente le temps d’inactivation dans les

conditions de I’expérience (a pH acide, a température 60°C, et dans les valeurs d’aw testés).

Log10 de la fraction survivante
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Figure 12. Les courbes d’inactivation d'E. coli ATCC 25922 (10" UFC/ml) inoculée dans Mcllvaine
pH7 a différentes activité d'eau (a,=0.90 (m ) ; aw=0.92 (® ) ; aw=0.94(A ) ; aw=0.96 @ )) en fonction
de temps. Les données représentent les moyennes + écarts type (barre d’erreur) de deux expériences

indépendantes.

Les équations calculées grace a logiciel Microsoft Excel version 2007 sont les

suivantes ou le R? représente le coefficient de corrélation :
aw=0.90 (W) : y=-0,7234x - 0,1752 R2?=0,8492
aw=0.92 (®) :y=-0,8124x + 0,035 R2=0,8605

aw=0.94 (A) 1y =-0,9493x - 0,2839 R?=0,8144
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aw=0.96 (®) :y=-0,8244x -0,1341 R2=0,8778

La figure 12 montre les courbes de survie d’E.coli ATCC 25922 dans le tampon

Mcllvaine pH7.0 a des activités d’eau différentes.

Les deux courbes d’aw =0.92 et d’aw=0.94 sont presque paralléles, sachant que le temps
nécessaire pour inactiver 5 cycles logarithmiques d’E.coli ATCC 25922 a aw=0.94 est deux
fois supérieure a celui de 1’aw=0.92 (Daw0.94=2.35min > Daw0.92=1.91min). Par contre
I’inactivation a aw=0.96 atteint & 1.92 min, donc le traitement le plus efficace est le traitement
réalisé a aw= 0.90 ou la valeur de temps de réduction décimale est la plus courte (Dawo.90=1.73

min).

On peut conclure qu’il y’a une relation entre I’aw avec la valeur D, si I’aw diminue (de
0.96 a 0.90) la valeur D diminue (de 1.92 min a 1.73 min) dans les conditions de notre
expérience (a pH neutre, a température 60°C, et dans les valeurs d’aw testées), donc on peut

inactiver les cycles logarithmiques d’E. coli dans le tampon Mcllvaine pH7.0.

3¢ Comparaison de traitement thermique combiné a aw entre le tampon
Mcllvaine pH4.0 et pH7.0 :

Mc pH=7

Log10 de la fraction survivante
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Figure 13. Graphe récapitulatif représente les courbes d’inactivation d'E.coli ATCC 25922 (10’
UFC/ml) inoculée dans Mcllvaine pH4 et pH7 a différentes activité d'eau (a,=0.90( ™) ; a,=0.92 (®) ;
aw=0.94 (A) ; a,=0.96 (®)) en fonction de temps. Les données représentent les moyennes + écarts type

(barre d’erreur) de deux expériences indépendantes.
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Selon la figure 13 et le tableau IX on trouve que le taux d’inactivation d’E. coli est
plus élevé dans le milieu Mcllvaine a pH4.0 que celle & pH7.0. Il existe une différence dans la
vitesse d’inactivation d’E. coli ATCC 25922, ou elle est un peu rapide dans le milieu acide
que neutre. L’augmentation de taux d’inactivation a été notée lors de la diminution de pH du
milieu et I’aw. En général, la réduction du nombre d’E. coli est plus grande a un pH faible (Ji
Yeon et al., 2015). 1l y’a également eu des enquétes de recherche sur 1’effet synergique de
faible pH et le traitement thermique (Ama et al., 1994; Seo et al., 2012). La combinaison
entre la température et le pH faible augmente la destruction de la population d’E.coli. Dans les
combinaisons synergiques de deux obstacles, 1’effet global d’inactivation dépasse la somme

de I’inactivation réalisée par chacun agissant seul (Leistner et Gorris., 1995).

La température est le facteur clé qui controle la survie / inactivation des bacteries.
Néanmoins, d'autres facteurs défavorables tels que les faibles valeurs de pH et la réduction de
l'activité de I'eau influencent la réponse microbienne. L'étude des effets principaux et
combinés de la température, de l'activité de I'eau et du pH sur les parametres cinétiques est
importante pour une évaluation et un contréle complets des processus. Plusieurs auteurs ont

¢tudié I’influence de ces effets sur le comportement microbien (Maria M.Gil et al., 2016).

Les aliments a basse activité d’ecau sont généralement considérés comme
microbiologiquement sdrs (Ravi Kiran Tadapaneni et al., 2017). Des études approfondies
sur les propriétés et les réactions chez les aliments ont démontré les limites du contenu de
I'eau pour prédire la stabilité alimentaire. Dans les années 1950, le concept de I’aw a été
introduit par William James Scott pour montrer comment les microorganismes ont une valeur
limitante (seuil) d’aw pour la croissance. la réalisation de valeurs d’aw inférieures a 0,5 est
essentielle pour la suppression de la croissance microbienne et pour des taux réduits de
réactions chimiques, y compris l'inhibition des activités enzymatiques (Paola Pittia et al.,
2016).

Donc on peut déduire que I’inactivation d’E. coli (aw=0.953) dans un milieu neutre a aw
¢levé ou voisine de cette valeur est un peu difficile que dans un milieu acide parce qu’elle ne

résiste pas dans ce dernier et elle considere le milieu a pH7.0 comme milieu favorable.

Par conséquent, on peut conclure que la faible activité de I'eau est protectrice dans la
plage de température considérée et qu'une diminution du pH entraine une diminution de la

tolérance microbienne aux traitements thermiques. Ce type de réponses microbiennes est
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géneralement mentionné dans la littérature. L'impact du pH est moins évident a des

températures plus élevées. (Maria M.Gil et al., 2016).

Tableau X : Les valeurs z (°C) calculée pour la bactérie E.coli ATCC 25922 aprés un traitement

thermique combiné a aw dans un tampon de Mcllvaine a pH4.0 et a pH7.0.

Milieu de traitement Valeurs z (°C)
Tampon Mcllvaine a pH4.0 0,3004364
Tampon Mcllvaine a pH7.0 | -0,88808591
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Figure 14. La courbe de temps de réduction décimale d’E. coli ATCC 25922 traité dans un tampon
Mcllvaine a pH4.0. Les données représentent la moyenne + écarts type (barre d’erreur) de deux

expériences indépendantes.

L’équation calculée grace a logiciel Microsoft Excel version 2007 est la suivante ou le R2
représente le coefficient de corrélation : y = 0,0249x? - 0,191x + 0, 6074 ; R2 = 0,8383
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Figure 15. La courbe de temps de réduction décimale d’E. coli ATCC 25922 traité dans un tampon

Mcllvaine a pH7.0. Les données représentent la moyenne + écarts type (barre d’erreur) de deux

expériences indépendantes.

L’équation calculée grace a logiciel Microsoft Excel version 2007 est la suivante ou le
R2 représente le coefficient de corrélation : y = -0,0329x? + 0,1871x + 0, 0726 ; R2 = 0,7245

Le paramétre z correspond a 1’élévation de température nécessaire pour réduire au

dixiéme la durée de réduction décimale.

D’apreés les figures 14 et 15 et selon le tableau X on note qu’il y’a une diminution de la
fraction de survivant d’E. coli ATCC 25922 avec la diminution de I’aw de milieu ou la vitesse
d’inactivation est un peu rapide dans le tampon Mcllvaine a pH4.0 que le tampon Mcllvaine
a pH7.0. En plus, le pH neutre favorise la survie de I’E. coli dans le milieu, par contre au pH
acide (tampon Mcllvaine a pH4.0) le taux d’inactivation est augmenté. La réduction du
nombre d’E. coli est plus grande a un pH faible (Ji Yeon et al., 2015).

En général, on a trouvé qu’a chaque aw étudiée il y’a une légere résistance d’E. coli en
phase stationnaire de croissance a pH7.0 que a pH4.0. Alors le pH joue un réle primordial
dans I’inactivation d’E.coli ATCC 25922 dans la gamme des activités d’eau choisis dans
notre étude et dans les milieux utilisés. Les obstacles les plus importants utilisés dans la
conservation des aliments, en plus d’aw, comprennent la température (élevée ou faible),

I'acidité (pH), le potentiel redox et les conservateurs (Paola Pittia et al., 2016).
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Conclusion générale

Conclusion génerale:

Nous rappelons que les objectifs de ce travail sont d’étudier I’effet de ’activité de I’ecau
sur I’inactivation d’E.coli a température ambiante et en combinaison avec le traitement
thermique & 60°C et le pH afin de préserver les propriétés organoleptiques, nutritionnelles des

aliments et d’assurer la sécurité sanitaire de ces produits.
Suivant nos résultats, nous pouvons prédire que:

L’activité de 1’eau est un paramétre trés important pour ’inhibition des bactéries
pathogenes présentes dans le milieu. Malgré les résultats obtenus a température ambiante
(inactivation d’un cycle logarithmique de la population initiale d’E. coli), mais ce parametre
améliore son efficacité lorsqu’il est couplé avec un traitement thermique et une modification
du pH de milieu de traitement, qui a montré des effets 1étaux et nous a permis d’inactiver 5

cycles logarithmiques de cette population microbienne.

Cette combinaison d’activité d’eau avec les techniques alternatives de conservation des
aliments tels que les traitement thermiques a 60°C et le pH permet de réduire I’intensité des
traitements thermiques, par conséquent d’économiser I’énergie et d’éviter les changements

organoleptiques défavorables des aliments.

Notre étude confirme 1’efficacité de D’activité de 1’eau sur ’inactivation d’E.coli, et

montre I’effet des autres facteurs environnementaux (le traitement thermiques, le pH) sur elle.
Elle ouvre des prospectives futures Concernant:

La combinaison entre 1’activité de [’eau avec d’autres méthodes alternatives de

conservation des produits, afin de préserver leurs caractéristiques.

L’étude de mécanisme d’action de 1’activité de ’eau au niveau de structure bactérienne,

et comment la bactérie développe les moyens de résistances et a quelle niveau.
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Annexe 1 : Composition des principaux milieux de culture utilisés

» Milieux liquides
+ Tryptic Soy Browth (TSB)
Composition en g/l :

TIYPLONE. .ottt 179
Peptone de S0ja........oviniiiii i 039
GIUCOSE. . .ot e e 2,59
NACL .o 059
Phosphate di-potassique. ............coevviiiniiiiiiieicieeeeea 2,50.

Extraitde levure...............ccoooviiiiieieeeeeeeee . 0,6%.
pH=7,3+0,2, Stérilisation a 121°C/15min.

& Eau physiologique stérile :
Composition en g/l :

Chlorure de sodium (NaCl).........ccooiiiiiiiiiiiiii e 09g.
Baudistillée. ... 11.
pH= 7, Stérilisation a 121°C/15min.

» Milieu solide
&« Tryptic Soy Agar (TSA)
Composition en g/l :

Peptone de SOja.......cceevivriiiiiiiie e se e 050,
Peptone de Caséine............ceovvvivininiiiiiiiecere e 154,

EXtrait de IeVUIe ..o e, 0.6%
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Annexes

Annexes 2 : Images montrent la croissance d’E.coli sur le gélose TSA-YE a différentes aw (a
pH4 et pH7) apres I’incubation a 37°C pendant 24 heures
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Annexes 3 : les appareils utilisés

Un agitateur vortex Un étuve

Un autoclave Un pH métre

Centrifugeuse de type Sigma Un compteur des colonies




