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centrosporus, Bacillus brevis, Bacillus cereus.
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Résumé

Bacillus cereus est un indicateur majeur de la contamination des aliments dans I'industrie
alimentaire et une preuve importante de la fixation des biofilms sur les surfaces et les
conteneurs des équipements, dans les conduits et les tubes, et dans les anneaux de
pasteurisation et de stérilisation.

Cette étude s'inscrit dans la continuité des analyses menées I'année derniére sur la plupart des
marques nationales de lait partiellement écrémé stérilisé, et il s'agit d'évaluer la santé du lait
commercialisé dans la région de Laghouat, considérée comme I'un des aliments de base les
plus importants, car nous avons obtenu les résultats suivants des examens physico-chimiques
et microbiologiques qui ont permis d'identifier Le genre des souches de bacilles et sa
classification en sept biotypes différents, pour les types suivants:: Bacillus spharricus,
Bacillus fusiformis, Bacillus badius, Brevibacillus choshinensis, Bacillus centrosporus,
Bacillus brevis, Bacillus cereus.

Mots clés : Pindustrie laitiére, Lait UHT, Biofilms, Bacillus cereus, Laghouat.

Abstract

Bacillus cereus is a major indicator of food contamination in the food industry and
important evidence of the binding of biofilms to surfaces and containers of equipment, in
ducts and tubes, and in pasteurization and sterilization rings.

This study follows on from the analyzes carried out last year on most of the national brands
of sterilized partially skimmed milk, and it aims to assess the health of the milk marketed in
the Laghouat region, considered to be the one of the most important staple foods, because we
have obtained the following results of physical, chemical and microbiological examinations
that have identified the genus of strains of bacilli and its classification into seven different
biotypes, for the following types: Bacillus spharricus, Bacillus fusiformis, Bacillus badius,
Brevibacillus choshinensis, Bacillus centrosporus, bacillus brevis, Bacillus cereus.

Keywords: Dairy Industry, UHT Milk, Biofilms , Bacillus cereus, Laghouat.
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Introductions

Introduction

L’industrie alimentaire a connu une importante évolution favorable aux consommateurs,
toujours a la recherche de produits de qualité adaptés a leurs besoins fondamentaux de santé
et de sécurité. Aujourd’hui, pour conquérir de nouveaux marchés, I’industrie laitiere doit
maitriser I'évolution qualitative de ses produits, les labellisés et obtenir ainsi la confiance de
ses clients.

Gréace a la richesse de sa composition et la variété de ses constituants, le lait donne
naissance par transformation a une tres vaste famille de produits. Le lait représente également
une excellente source de calcium, de phosphore, de riboflavine et relativement riche en
thiamine, Vitamine A. Cependant il est pauvre en fer, cuivre, acide ascorbique et en vitamine
D. (Alais et Linden1997)

Malgré 1’évolution des processus technologiques qui assurent une certaine garantie
hygiénique du lait, le consommateur reste tres attaché au produit naturel et frais comme le lait
cru, et le lait U.H.T. Depuis des dizaines d’années, tout le lait commercialisé est soumis au
controle officiel de qualité. Ce controle fait ’objet d’une attention particulicre et les exigences
applicables a la commercialisation de ce produit sont déterminantes pour 1’évaluation de sa
qualité nutritive et hygiénique.

En fonction de divers traitements, les laits de consommation disponibles actuellement sur
le marché algérien sont les suivants : le lait cru, le lait pasteurisé, le lait stérilisé, le lait
stérilisé a Ultra Haute Tempeérature (U.H.T). Cependant, le lait peut faire 1’objet d’un certain
nombre d’altérations et de contaminations par des micro-organismes responsables
d’intoxication ou de toxi-infection alimentaire : en effet, le lait s'il n'est pas seulement un
aliment nutritif, il est souvent un milieu de culture idéal pour la croissance microbienne y
compris les micro-organismes pathogénes pour I’homme dont I’ingestion peut causer
différentes pathologies (Amiot et al. 2002).

La contamination du lait par une flore microbienne variée survient entre le moment ou le
lait est trait et le moment ou il arrive a 1’usine ou il va étre transformé. Cette microflore
connait des évolutions durant le processus technologique, et de nombreuses sources de
contamination sont identifiées le long de la chaine de production, en particulier les
équipements laitiers siege de la formation des biofilms (Malek et al, 2013).

Les bactéries thermorésistantes du groupe Bacillus cereus sont bien connues des industriels
de I’agroalimentaire, notamment dans le secteur laitier. lls sont responsables de toxi-
infections alimentaires. De par leur capacité de sporulation (Puterflam, 2009).

L’objectif de notre travail est de rechercher la présence des bactéries sporulées
thermophiles du type Bacillus cereus dans le lait stérilis¢ UHT, qui est I’un des indices de
formation de biofilms dans I’industrie laitiere.

Existe-il des indices de la présence de biofilms de Bacillus cereus dans le produit fini du lait
UHT ?

vl



Introductions

Cette ¢étude nous a permis d’apprécier et de savoir : s’il y a eu oui ou non des
contaminations et donc s’ils répondent aux normes bactériologiques. Le document est
structuré en une synthése bibliographique, englobant des généralités sur le lait et le biofilms
dans I’industrie laiti¢re et le biofilms de Bacillus cereus suivie par la description de la partie
matériel et méthodes, techniques utilisées pour ’appréciation de la qualité physico-chimique
et microbiologique du lait collecté et enfin les résultats obtenus sont illustrés accompagnés de
leur discussion et des principales conclusions auxquelles.
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Historiques

Un nouveau procédé a cependant bouleversé le mode de conditionnement et de distribution
du lait : le traitement UHT (ultra haute température). Cette technique avait été mise au point
en Suisse en 1951, mais son intérét économique se manifesta quand elle fut associée au
conditionnement en carton développé par la société suédoise Tétrapak. En 1962, la premiere
chaine de traitement UHT avec conditionnement aseptique en carton démarrait en Suisse. Le
procedé fut adopté dans les autres pays au cours des années 60. En termes de conservation, il
présentait des avantages décisifs sur la pasteurisation et, sur le plan organoleptique, se
traduisait par un net progreés par rapport au lait stérilise (Pierre, 1994).

La découverte des biofilms est attribuée a Leeuwenhoek (1683) qui observa la présence
des communautés de microorganismes a la surface de ses propres dents. Zobell (1943)
montra que, dans le milieu marin, la quantité de bacteries fixées sur un substrat est largement
supérieure a la quantité de bactéries libres dans la phase liquide. Costerton(1978) et son
équipe proposaient la théorie des biofilms en suggérant que ce serait le mode de vie naturel
adopté pour la plupart des microorganismes (Rodney et al., 2002 ; Harold et al., 1997 ;
Branger, 2007 ; Givskov et al., 2007).

-
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Chapitre | Geéneralité sur le lait

|. Définition du lait

Le lait est un produit de sécrétion des glandes mammaires des mammiferes femelles apres
la naissance du jeune.

Selon le Congrés International de la Répression des Fraudes (GENEVE 1908), la
dénomination LAIT désigne "le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d'une
femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. 1l doit étre recueilli proprement et
ne doit pas contenir de colostrum (Pougheon et Goursaud, 2001).

Le lait de vache est un liquide blanc, opaque, de saveur légerement sucrée,
constituant un aliment complet et équilibré, (Aboutayeb 2009) sécrété par les glandes
mammaires , comme la vache la chévre et brebis, destiné a 1’alimentation du jeune animal
naissant(vignola , 2002).

Selon Le code FAO/OMS "la dénomination lait est réservée exclusivement au produit de la
sécrétion mammaire normale obtenue par une ou plusieurs traites sans addition ou
soustraction (Luquet, 1987). Le lait, a la fois aliment et boisson a un grand intérét
nutritionnel grace a son hétérogenéité (Vierling, 1998).

1. Composition du lait
11.1.Composition physico-chimique :

La composition chimique du lait de vache varie en fonction de la race de la vache
considérée, d’on age et de son alimentation (Tableau 01). Le lait est un systeme complexe
constitué d’une solution vraie, d’une solution colloidale, d’une suspension colloidale et d’une
émulsion (Goursaud, 1985).Les principales constitutions du lait son (Eau, glucides,
protéines, matiére grasse, sels minéraux...).

Tableau 01 : Composition moyenne du lait en générale (Beal et Sodini, 2003).

Composants Valeur moyenne (%)
Eau 87.8

Glucides 4.8

Matiere grasse 3.9

Protéine 3.2

Minéraux 0.7

Calcium 0.12

Phosphore 0.09

Potassium 0.14

Et des constituant mineurs : enzymes ; vitamines ; pigments ; cellules diverses.

-



Chapitre | Geéneralité sur le lait

11.1.1. L’eau

L’eau est le constituant majeur du lait, en proportion elle représente environ 80% du lait
(Goursaud et Boudier, 1985). La présence d’un dip6le et de doublets d’électron libre et
lui confere un caractére polaire. Ce caractere polaire et ce qui lui permet de former une
solution vraie avec les substances polaires telles que les glucides, les minéraux et une
solution colloidale avec les protéines (vignola ,2002).

11.1.2. Les glucides

Des glucides, principalement représentés par le lactose (Kuzdzal et al.1980). Le
lactose est le constituant important de la matiére séchée du lait, ou il représente plus de la
moiti¢ de I’extrait sec total (EST). Il joue un réle dans I’¢élaboration du systéme nerveux
(galactosidase du cerveau).

Il est hydrolysé en glucose et galactose par la lactase (I3 galactosidase) au niveau de la
mugqueuse intestinale.

11.1.3. La matiére grasse

Des lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras (Kuzdzal et
al.1980).La complexité des matiéres grasses du lait est plus grande car celles-ci
comprennent outre des triglycérides, du cholestérol, des esters du cholestérol, des
phospholipides. (Toullec, 1966).

Tableau 02: Composition lipidique du lait

Constituants Proportionde lipides du lait (%)
Triglycérides 98

Phospholipides 1

Des fractions insaponifiables 1

11.1.4. Les protéines

Elles constituent avec les sels la partie la plus complexe du lait. Leur importance tient a
plusieurs raisons : quatriéme groupe de substances par son abondance aprés 1’eau, le lactose et
les matieres grasses (MATHIEU, 1998).

On distingue deux grands groupes de protéines dans le lait : les caséines et les protéines
(POUGHEONet GOURSAUD, 2001) :

Les caséines elles se répartissent sous forme micellaire de phosphocaseinate de calcium et
elles sont facilement dégradées par toutes protéolytique.

Les protéines solubles du lactosérum se répartissent entre Les albumines (B lactoglobuline,
Lactalbumine, Sérumalbumine) et Les globulines (Immunoglobulines, Lacto-transferrine), et
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Chapitre | Geéneralité sur le lait

les enzymes (Lipase, protéase, phosphatase alcaline, Xanthine-oxydase, lactoperoxydase)
(Luget, 1985).

11.1.5. Les minéraux

Le lait de vache contient des quantités importantes de différents minéraux. Les
principaux minéraux sont calcium, magnésium, sodium et potassium pour les cations
et phosphate, chlorure et citrate pour les anions (Gaucheron, 2004).

. Calcium
Citrate 1.23

1.6

Phosphore
0.95
Chlore
1.19
Magnésium Potassium

0.12 1.41
Sodium
0.58

Figure 01 : composition minéral du lait de vache (g/l) (jeantet et al ,2008)

11.1.6. Les vitamines

Les vitamines sont des substances biologiquement indispensables a la vie puisqu’elles
participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les échanges a
1I’échelle des membranes cellulaires.

On répartit les vitamines en deux classes selon leur solubilité, soit les vitamines
hydrosolubles (vitamines du groupe B, vit C, vit H, acide folique, niacine et niacinamide,
acide pantothénique), se retrouvent en plus grande concentration dans le sérum, et les
vitamines liposolubles (vit A, vit D, vit E, vit K) qui sont associer a la matiere grasse
(Adrian, 1987).

11.1.7. Les enzymes

Le lait contient principalement trois groupes d’enzymes : les hydrolases, les
déshydrogénases (ou oxydase) et les oxygénases. Les deux principaux facteurs qui
influent sur I’activité enzymatique sont le pH et la température (kitchen et al, 1970).
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I11. Caractéristiques du lait de vache
I11.1. Caractéristiques organoleptiques

111.1.1. Couleur :

Le lait est un liquide de couleur blanc jaunatre a blanc mate, cette derniére résulte du
mélange de micelles de caséines, de matiére grasse et des pigments de caroténes (Fredot,
2005).

111.1.2. Odeur :

La présence de la matiére grasse dans le lait lui confere une odeur caractéristique, Au cours de
sa conservation, le lait est caractérisé par une odeur aigue due a I’acidification par 1’acide
lactique (Vierling.1998).

111.1.3. Viscosité :
Elle est fonction de I’espéce, on distingue :

-un lait visqueux chez les monogastriques (jument, carnivore et femme) On parie de lait
albumineux.

-un lait moins visqueux chez les herbivores (lait de brebis plus visqueux que celui de la
vache). Le lait est dit caséineux (Alais, 1984).

111.1.4. Saveur :

Il est difficile de définir cette caractéristique du lait normal car elle provient de
’association d’éléments diversement appréciés selon 1’observateur. En effet, on distingue la
saveur douce du lactose, la saveur salée du Na Cl, la saveur particuliere de lécithines qui
s’équilibre et qui est atténuée par la masse des protéines (Martin, 2000).

111.2. Caractéristiques physicochimiques :

111.2.1. Densité :

La densité du lait a 15C° est en moyenne 1.032 (1.028_1.035), Elle est la résultante de la
densité de chacun des constituants du lait et aussi donnée que la matiére grasse est le seul
constituant qui possede une densité inférieure de 1 (vignola, 2002).

111.2.2. Acidité :

Selon JEAN et DIJON(1993), I’acidité du lait résulte de I’acidité naturelle, due a la
caséine, aux groupes phosphate, au Co. et aux acides organiques et de
I’acidité développée, due a I’acide lactique formé dans la fermentation lactique.

111.2.3. Point de congélation :

Le point de congelation est Iégérement inférieur a celui de 1’ecau puisque la présence de
solides abaisse le point de congélation, Il peut varier de 0.530C°a 0.575 C°, un point de
congélation supérieur & 0.530C° permet de soupgonner une addition d’eau au lait (vignola
,2002).
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111.2.4. Point d’ébullition :

On définit le point d’ébullition comme la température atteinte lorsque la pression de la
substance ou la solution est égale a la pression appliquée, le point d’ébullition est 1égérement
supérieur au point d’ébullition d’eau (Vignola, 2002).

111.2.5. Masse volumique :

La masse volumique du lait a 20°C est environ 1030kg/m3. Elle varie en fonction de la
composition du lait, notamment de sa teneur en matiére grasse qui a un effet prépondérant en
raison de sa variabilité suivant la race et I’alimentation (Croguennec et al, 2008).

I11.3. Les caractéristiques microbiologiques de lait

Le lait, méme provenant d’une traite effectuée dans des conditions de propreté et d’hygiéne
normale renferme de nombreux germes dont le développement rapide est assuré par sa
température a la sortie de la mamelle (35°C) ainsi que par sa richesse en eau et en glucides
(Fredoit, 2006). Les microorganismes du lait sont répartis selon leur importance en deux
grandes classes : la flore indigene ou originale et la flore de contamination, cette derniére est
subdivisée en deux classes : la flore d’altération et la flore pathogéne (Vignola, 2002).

111.3.1. Flore indigéne

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans des bonnes conditions a
partir d’un animal sain (moins de 103 germes/ml) (Guiraud, 1998). Cette flore se définit
comme |’ensemble des microorganismes qui se retrouvent dans le lait a la sortie du pis, il
devrait contenir moins de 5000 UFC/ml, les principales flores sont Micrococcus 30-90%,
Lactobacillus 10-30%, Streptococcus et Lactococcus< 10 (Vignola, 2002).

111.3.2. Flore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des microorganismes dans le lait de la récolte
jusqu’a la consommation. Elle se compose d’une flore d’altération et d’une flore pathogéne
(Lamontagne, 2002).

111.3.2.1. Flore d’altération

Elles sont des especes bactériennes du lait cru capables de dégrader le lactose, les protéines
ou les lipides de cette matiére premiéere (Richard, 1987). Les principaux genres identifiés
comme flore d’altération sont pseudomonas sp, proteussp, les coliformes, soit principalement,
escherichia et enterobacter, les bacillus sp, et clostridium, certains levures et moisissures, ils
causeront des défauts sensoriels de gout, d’aromes, d’apparence ou de texture et peuvent
réduire la vie de tablette du produit laitier (Lamontagne, 2002).

111.3.2.2. Flore pathogéene

Parmi les bactéries pathogenes pouvant étre retrouvées dans le lait, certaines ont peu de
chance de se développer (Bacilles de koch, Compylobacter feetus, Salmonella). D’autre
peuvent se multiplier, c’est le cas des bactéries mésophiles, E coli et Staphylococcus aureus
(Richard, 1987).
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IV. Les différents types du lait

Les laits destinés a la consommation humaine existant actuellement peuvent étre classés en
deux catégories, selon leur mode de traitement :

-lait cru : sans traitement thermique.
-lait traité thermiquement.

1V.1. Lait cru

Le lait cru est un produit intéressent sur le plan de la nutrition puisqu’il n’a subi aucun
traitement d’assainissement lui permettant d'une meilleure conservation, sa commercialisation
doivent étre sévérement contrdlées en raison des risques qu’il peut encore présenter pour la
santé (luquet, 1990).

IV.2. Lait traités thermiquement

Les laits (traités) industriels peuvent consister en une modification de composition (lait
écrémé. . .etc.) et en traitement thermique destiné a €éliminer les éventuels germes pathogenes
(Guiraud, 2003).

IV.2.1.Lait pasteurisé

La pasteurisation consiste a porter le lait @ une température suffisante et pendant un délai
pour détruire les bactéries pathogenes (Veisseyre, 1979).

- La pasteurisation inactive la phosphatase du lait cru.
- La pasteurisation a basse température 30 minutes a 65°C.

- Immédiatement apres la pasteurisation, le lait doit &tre refroidi pour étre ramené, dans les
meilleurs délais a une température ne dépassent pas 6°C (Vierling, 1998).

1VV.2.2. Lait stérilisé

LESEUR et MELIK (1999) ont montré que selon le procédé de stérilisation, on distingue
le lait stérilisé et le lait stérilis¢é UHT. Ces laits doivent étre stables jusqu’a la date limite de
consommation.

IV.2.2.1. Laits stérilisé

Le lait stérilisé est obtenu aprés 20 minutes de chauffage a 120 °C dans un emballage
étanche (Guiraud, 1998). Conditionné dans un récipient hermétiquement clos, étanche au
liquide et au microorganisme pathogénes (Leseur & Melik, 1990), il peut se conserver tres
longtemps a température ambiante (Guiraud, 2003).

IV.2.2.2. Lait U.H.T. (Ultra haute température)

C'est le procedé le plus moderne et le plus courant de nos jours.
Il consiste a chauffer le lait pendant 2 a 5 secondes a une température de 135° a 150°C puis a
le refroidir quasi instantanément. La température est suffisante pour débarrasser le lait de tout

vl



Chapitre | Geéneralité sur le lait

germe nuisible a sa conservation. Le temps de chauffe trés réduit permet de n“altérer ni le
godt ni les valeurs nutritives du lait.

Le lait est ensuite versé dans un emballage stérile. Le lait UHT se vend en carton sous
forme de brique ou en bouteilles blanches de polyéthyléne. Il se conserve 3 a 4 mois a
température ambiante fraiche.

1V.2.2.2.1. Procédé de fabrication du lait UHT

Le lait stérilisé UHT est le lait dont la conservation est assurée par I'emploi successif de
deux techniques suivantes :

Traitement par procédé de chauffage direct ou indirect, en flux continu, appliqué en une
seule fois de facon ininterrompu, pendant un temps trés court (1-3 secondes), a une
température  d'environ  140°C. Les procédés UHT mettent en ceuvre:

e Soit le chauffage indirect dans des échangeurs tubulaires ou a plaque.
e Soit le chauffage direct par contact du lait et de vapeur d’eau sous pression
(upérisation).

Conditionnement aseptique dans un contenant stérile hermétiquement clos, aux liquides et
aux micro-organismes et permettant de soustraire le lait a toute influence défavorable de la
lumiere. (Anonyme, 1993)

Le traitement U.H.T consiste a chauffer le lait a un débit continu a une température d’au
moins 132°C pendant quelques secondes, le refroidir a la température ambiante eta I’emballer
aseptiqguement (Michel et al, 2002).

Il permet une conservation longue dulait a température ambiante pendant plus de trois mois.
La préparation du lait stérilisé se fait a partir des matieres Premieres suivantes : Eau (L’eau
utilisée est I’eau de ville), poudre de lait, MGLA.
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a Eau de ville

Chauffage d’eau
a45°C

\ Refroidissement
d’eau de ville a 4-8 °C

Stockage a
température

Lait en poudre \

Mélange poudre+eau

Préparation du lait concentré

Filtration

Dégazage a 40-45°C

Homogénéisation

Stockage du lait & 8-15 °C

*Pasteurisation a : 85°C
pendant 20 secondes

*refroidissement a 8-15°C /

* Sterilisation a 135°C
pendant 1 seconde

*refroidissement a 8-15°C

*Conditionnement :
-mise en boite
-remplissage
-datage

-pose de bouchon

~

/

Pasteurisation

Stérilisation

Figure 02 : diagramme de fabrication du lait stérilise UHT (Veisseyre, 1979)
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IV.2.2.2.2. Différents types du lait UHT
IV.2.2.2.2.1. Lait UHT entier

Geénéralité sur le lait

Sa teneur en matiére grasse est de 2,8% au minimum (28 g de matiere grasse au minimum

par litre de lait)

IV.2.2.2.2.2. Lait UHT partiellement écrémé

Sa teneur en matiere grasse est de 1,5% a 2% (15 a 20 g de matiére grasse par litre delait).

IV.2.2.2.2.3. Lait UHT écréme

Sa teneur en matiére grasse est de 0,15% ou au plus (1,5 g de matiere grasse par litrede lait)

(J.0.R.A.N° 69,2003).

IV.2.2.2.3. Composition chimique du lait UHT

La composition des différents types du lait UHT est représentée dans le tableau

Tableau 03 : Composition moyenne des différents types de lait UHT en g/l (Feinberg et al,

1987).
Constituants Lait UHT (g/l)
Lait UHT Lait UHT | Lait UHT demi Lait UHT écrémé
entier écrémeé
Eau 878 896 910
Extrait sec total 122 164 90
Azote total 5 5 5.2
Proteine 31.9 31.9 32.9
Lipides 35.4 15.4 2
Glucides 44.7 45.3 454
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V. Qualité du lait UHT

V.1. Qualité microbiologique

Un traitement thermique intense est souhaitable du point de vue microbiologique. Tous les
organismes pathogénes courants susceptibles d’apparaitre dans le lait sont tués par le
traitement UHT. Il existe toutefois un risque de résistance de spores de certains germes
comme Clostridium et Bacillus, et des enzymes thermostables naturelles du lait, n’ayant
qu’un trés léger effet sur les propriétés physiques du lait. Le contrdle des matieres premiéres
permet de réduire la charge microbienne (Gosta, 1995).

V.2. Qualité organoleptique

La couleur du lait aprées stérilisation UHT reste blanche. Le goQt de cuit est faible méme
si la température est supérieure a celle de la stérilisation classique (Sechet, 2001).

V1. Inconvénients et avantages du traitement UHT

VI1.1. Inconvénients :

Les traitements technologiques peuvent modifier la composition du lait et ce faisant sa
valeur nutritive.

Les traitements UHT ne parviennent pas a inhiber totalement les activités de protéolyses
dues a des protéases extracellulaires psychrotrophes. (Cayot et Lorient, 1998)

V1.2. Avantages

La stérilisation du lait permet une conservation de longue durée. Ce secteur des laits de
consommation connait avec le procédé UHT un développement important.

Le traitement UHT est considéré comme une révolution importante en technologie laitiére
depuis lI'avenement de la pasteurisation (Vignola ,2002).
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. Généralité

La production de biofilm est le mode de vie par lequel les bactéries se développent au
contact d'une surface et forment des structures capables de les protéger des agents
antimicrobiens (Donlan et Costerton., 2002). La fixation des microorganismes, suivie par la
formation de biofilms, est connue pour augmenter la résistance des cellules aux stress
environnementaux (Young et al, 2012).La formation et le développement de biofilms est
affecté par de nombreux facteurs comme les propriétés de surface des matériaux, et les
paramétres environnementaux tels que le pH et la teneur en éléments nutritifs et la
température (Srey et al, 2013).

N'importe quel type de micro-organismes, y compris ceux qui causent les altérations des
aliments et les pathogenes, pourrait former un biofilm et jouer un réle clé dans de nombreuses
infections (Srey et al, 2013).

I1. Définition de biofilms

Le biofilm est défini comme une population bactérienne adhérée a une surface, incorporée
dans des matrices d'exopolymeres, qui sont attachés a des surfaces biotiques ou abiotiques
(Filloux et Vallet, 2003).

Le biofilm est constitué de deux parties : I'une vivante (les microorganismes) et I'autre non
vivante (la matrice), il s'agit en général des cellules immobilisées sur un support inerte. Les
micro-organismes attachés : croissent, proliferent et peuvent former des substances
polymériques extracellulaires, formant une matrice structurelle autour des cellules (Imbeanit,
1997).

I11. Etapes de formation du biofilm

La formation d'un biofilm bactérien sur une surface solide est un phénoméne complexe
dans lequel des processus physiques, chimiques et biologigques sont impliqués (Parot, 2007).

Selon Stoodley et al. (2002), on distingue cing “étapes dans le m"mécanisme de formation
des biofilms, comme illustre sur la figure 03

e Laphase de transport et d’attachement des cellules vers un substrat, ainsi que la création
de ce qu’on appelle un film de conditionnement.

e [’adhésion des cellules de fagon réversible avec la production d’EPS.

e Le debut de la croissance microbienne et de 1’évolution de 1’architecture du biofilms avec
le développement des micro-colonies primaires.

e La maturation du biofilms avec le développement des colonies.

e Le détachement microbien ou le détachement de colonies de biofilms en réponse aux
conditions hydrodynamiques.

La communication intercellulaire (quorum sensing) est également indispensable lors de la
formation et la maturation du biofilm (Irie et Parsek, 2008). Des études ont montré que les
appendices de surface, nécessaires dans I’étape initiale de I’adhésion des microorganismes
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aux surfaces, avaient tendance a disparaitre lors de I’étape de maturation du biofilm, laissant
place a d’autres déterminants qui permettent la structuration et le maintien du biofilm
(Costerton, 1995).

Suite au détachement, les microorganismes (ou colonies) sont disperses a nouveau dans le
milieu environnant, ou’ ils peuvent coloniser d’autres portions de la surface (Stoodley et al.

2002)

Figure 03 : Schéma représentant le cycle de vie d’un biofilms (Stoodley et al, 2002 ).

IV. Les biofilms dans I' industrie laitiére :

La capacité de certains micro-organismes a former des biofilms continue de constituer un
défi majeur pour différentes industries. Presque toutes les branches de I'industrie alimentaire,
y compris les secteurs des produits laitiers sont remisées en cause par le probléme des biofilms
(Srey et al ,2013). Les équipements laitiers, principalement les tanks de stockage du lait et le
systeme de canalisation ainsi que les appareils de traitement tels que les pasteurisateurs et des
évaporateurs , sont reconnus pour étre une source de contamination du lait traité par des
germes d’altérations ainsi que des pathogénes (Austin et Bergeron, 1995; Kusumaningrum
etal ., 2003; Brooks et Flint, 2008 ; Salutiano et al ., 2010 ; Marchand et al ., 2012).

Dans les usines de productions laitiéres, la formation de biofilms peut avoir lieu dans
différents sites de la chaine de transformation du lait (Parkar et al ,2004), ceci comprend les
réservoirs de stockage du lait, et les canalisations, autour des joints. De méme les surfaces de
contact du produit dans les appareils de traitement telles que les pasteurisateurs et des
évaporateurs, sont considéré comme une source importante de contamination du produit dans
la ligne de transformation du lait. La croissance des biofilms laitiers conduit a I'augmentation
des possibilités de contamination microbienne des produits laitiers transformés. Ces biofilms
peuvent contenir des micro-organismes pathogénes et de détérioration (Parkar et al, 2004).
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1IV.1. Généralité sur Bacillus

Les bactéries du genre Bacillus sont des grands bacilles a Gram positif, groupés
enchainettes, sporulant, chimio hétérotrophes et généralement mobiles avec des flagelles
péritriches. Ce genre est aérobie, ou parfois facultatif et catalase positive (Klein et al, 2010).

La plupart sont des saprophytes du sol, de I'eau, de l'air et des plantes, comme Bacillus
cereus et, Bacillus subtilis. Ces microorganismes ne font pas partie des flores commensales de
I’homme ou des animaux. Certains sont pathogénes que pour les insectes (Delerras, 2007).

Les Bacillus sont responsables de 1’altération des produits laitiers, les espéces les plus
incriminées sont Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, cette altération est
due principalement aux activités enzymatiques des souches contaminants les produits qu’elles
peuvent introduire des anomalies dans le lait (la coagulation du lait) (Christieans et Zagorec
,2013).

Ces bactéries sporulées présentent une trés forte résistance aux traitements thermiques,
comme la pasteurisation. Elles peuvent étre extrémement difficiles a éradiquer a partir d’une
usine de fabrication de produits laitiers (Flint et al, 2015).

Figure 04 : Bacillus cereus en batonnets
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IV.1.1. Groupe Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie sporulée, aéro-anaérobie facultative et thermorésistante ;
les températures de croissance de cette bactérie peuvent varier de 5 a 50 °C. Ces
caractéristiques lui conf€rent une résistance particuliere a 1’action de bactéricides, aux
désinfectants, aux radiations, a la dessiccation et au cycle du froid (Sabrina Cadel Six et al,
2010).

Le genre Bacillus est capable de résister a des conditions environnementales hostiles en
raison de son aptitude a élaborer des spores- (Mansour &Milliere, 1999).

Les souches de Bacillus cereus sont constituées de bacilles & Gram positif ou & Gram
variable, aux extrémités arrondies, généralement mobiles grace a une ciliature péritriche,
d'une longueur supérieure a 3 pum et d'un diamétre moyen de 1,4 um, souvent groupés en
chaines, formant des spores non déformantes, ovales (ou parfois cylindrilques), en position
subterminale (ou parfois en position paracentrale), aéro-anaérobies,(Euzéby, 2003).

Elle est lécithines positive (Guiraud, 2004), une activité catalase positive, oxydase
négative, Bacillus cereus se développer a 7% de Na Cl et au Ph optimal de croissance compris
entre 6 a 7 (Dromigny, 2008) avec une activité d’eau (Aw) minimale de 0.92 (Branger,
2007), la nésine peut avoir une activité inhibitrice sur Bacillus cereus (Dromigny, 2008).

1VV.1.2. Bacillus cereus dans I’industrie laitiére

Bacillus cereus est considéré comme étant un véritable probléeme dans les industries
agroalimentaires. Cette bactérie résiste a toutes les étapes de la chaine de production
alimentaire et contamine d’une fagon persistante les équipements de ces industries. Etant
donné son ubiquité (Faille et al, 2007).

Pour cette bactérie, réside en sa capacité a former des biofilms. Bacillus cereus
est capable de former des biofilms sur différentes surfaces (inox, verre, plastique) et
dans des conditions tres variées (Wijman et al,2007, Houry et al, 2010). En condition
statique, Bacillus cereus et forment préférentiellement des biofilms & I’interface air-
-liquide, avec 2 composantes, une pellicule flottante sur le milieu de culture et un
anneau extrémement adhérent qui fixe la pellicule flottante sur laparoi du tube
(Fagerlund et al. 2014). Il a été montré récemment (El--Khoury etal. 2016) que
la sporulation est plus précoce dans I’anneau que dans la pellicule, et comme que
I’anneau est la partie adhérente -- donc persistante - du biofilms, celui-ci représente une
source de recontamination, surtout en milieu industriel. En dehors des spores, en mode de
vie «sessile » (biofilms) les cellules végetatives baignent dans une matrice qui les
protége contre les agents chimiques (Ryu and Beuchat 2005).
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IV.1.3. Pouvoir pathogénes de Bacillus cereus

Bacillus cereus est trés largement répondu dans la nature, il se comporte comme un
pathogene opportuniste et cette espece est eégalement responsable de toxi-infections
alimentaires (Ronner et husmark, 1990).

Bacillus cereus provoque deux types distincts d’empoisonnement alimentaire, les
syndromes diarrhéiques et émétiques, ainsi que d’une variété d’infection locale et systémique
telles que I’endophtalmie, ’endocardite, la méningite, la parodontie, une ostéomyélite,
infection de plaies, et la septicemie (Wong, 2006).

Bacillus cereus est particulierement responsable de deux types de toxi-infection alimentaire
(Ramarao, 2005).

» Une intoxication diarrhéique causée par un ensemble de toxine protéique produite
dans I’intestin gréle par les bactéries ingérées.

> Une intoxication caractérisée par des vomissements, causée par un petit peptide
toxique, extrémement stable et qui serait produit dans 1’aliment.

V. Biofilm de Bacillus cereus

Les Biofilms sur les surfaces d’équipements laitiers menacent la qualité et la sécurité des
produits laitiers. Ces biofilms sur les lignes de transformation de produits laitiers se
caractérisent par un développement rapide (<12 h) et la prédominance d'une seule espéce de
bactéries (par exemple Bacillus spp.). (Flint, Bremer & Brooks, 1997).

De Leeuw et al., (2007), ont montré dans leur étude que la formation de biofilm a lieu
dans les 24 h et la dispersion s’effectue ultérieure dans les prochaines 24 h, le Biofilms de
Bacillus cereus est épais et se développe a l'interface air-liquide, tandis que le montant d'un
biofilms formé est beaucoup plus faible dans les systemes immergés. Ceci suggére que les
biofilms de Bacillus cereus peuvent se développer en particulier dans les accumulateurs
industriels, et systemes de tuyauterie qui sont partiellement remplis pendant e
fonctionnement ou lorsque le liquide résiduel est reste aprés un cycle de production. En outre,
selon la souche et les conditions de culture, les spores constituent jusqu'a 90% du total des
chiffres de biofilms. Cela indique que les biofilms de Bacillus cereus peuvent agir comme un
nid pour la formation de spores et par la suite peuvent libérer leurs spores dans des
environnements de production alimentaire.




Chapitre 11 Biofilms

Figure 05: Formation de biofilms par Bacillus cereus sur I’acier inoxydable (Simoes et al,
2010)
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I. Echantillonnage

Suite aux examens réaliser a I’année passée, ont completent les analyses physico-
chimiques et microbiologiques du lait UHT partiellement écrémé au niveau de laboratoire
pédagogique département de biologie (Wilaya Laghouat).

Nous avons analysé deux différentes marques Algériennes du lait UHT nommé comme suite
(A, B, b), & partir un seul lot contient trois échantillons de volume d’un litre.

1. Prélevement

Pour chaque laiterie, nous avons prélevé neuf échantillons pour un seul lot (trois échantillon
de chaque marque). Les prélevements des deux marques ont été réalisés a différente date.

Tableau 04: Les dates de prélevement des différentes marques

Date de Date de Date de
Echantillon fabrication péremption prélevement

28/01//2020 03/12/2019
lots B / 17/02/2020 03/12/2019
b / 07/02/2020 03/12/2019

I11. Analyse physico-chimique
111.1. Mesure du pH

Le pH est mesuré a 1’aide d’un pH metre de paillasse type (EUTECH instruments lon
510). La détermination du pH se fait directement en plongeant 1’électrode dans un bécher
contenant 1’échantillon de lait.

IV. Analyses organoleptiques

Pour comparer les caractéristiques organoleptiques telles que la couleur, le godt et la
textures des trois marques nous avons compose des jurys de trois étudiantes, on met une
quantité de chaque échantillon dans des béchers, puis notée leur vue dans un tableau.
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Figure 06 : Analyses organoleptiques des 2 marques.

V. Analyses microbiologiques

L’analyse microbiologique du lait UHT consiste en la recherche et /ou dénombrement d’un
certain nombre de microorganismes susceptibles d’étre présents dans le lait.

V.1. Les germes recherchés

Le contréle microbiologique se base sur la recherche de microorganismes révélateurs de
contamination, donc nous avons utilisé deux milieux :

> Milieu PCA est un milieu nutritif sans inhibiteur utilisée pour le dénombrement des
FTAM.

» Milieu MOSSEL est un milieu utilisé pour la recherche et le dénombrement de
Bacillus cereus par la technique de comptage des colonies a 30°C lors de I’analyse des
produits alimentaire.
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V.2. Préparation des dilutions décimale

Les dilutions décimales sont réalisées pour les milieux trés riches en microorganismes
pour faciliter le dénombrement on utilise 1’eau physiologique peptone comme diluant.
Pour obtenir une dilution de 10™on préléve a I’aide d’une pipette stérile 01 ml de lait
qu’on introduit dans un tube de 9 ml d’eau physiologique peptone, puis on homogenéise
par agitation, on obtient la dilution 10™. On prend 1 ml de la dilution 10™ dans un autre
tube stérile et on I’ajoute & 9 ml d’eau physiologique peptone on obtient la dilution 1072,

Figure07 : Préparation la dilution décimale

V.3. Ensemencement et dénombrement

V.3.1. Inoculation en masse

La technique est celle de numération en milieu solide en boite de Pétri avec
I’ensemencement en masse sur le milieu PCA (Labioui et al, 2009).

On prépare le milieu de culture (PCA) en le mettant dans un bain-marie, ensuite il est
refroidi a 45°C devant un bec bunsen et sur une paillasse bien stérile.

- On ajoute 01 ml de chaque dilution dans les boites de pétrie vides et stérile et on remplit le
1/3 de la boite avec le milieu gélosé.

- Ensuite on mélange soigneusement en faisant des mouvements auscultatoire en forme huit
(8) pour bien homogénéisé et on laisse les boites jusqu’a ce que le contenu devienne solide.

- On incube les boites de pétri a 30°C pendant 72h.
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Homogénéisation le lait
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Ensemencement en masse sur milieu PCA

+

Homogénéisation en forme 8

Incubation a 30°C /72h

Dénombrement
Figure 08 : technique de préparation des dilutions décimale et Dénombrement de la FTAM
dans le lait UHT.
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V.3.2. Dénombrement sur milieu MOSSEL

Au moment de I’emploi faire fondre un flacon contenant 225 ml de gélose MOSSEL,
ensuite le refroidir dans un bain mari a 45°C, on ajout a 900 ml de milieu de base en surfusion
,100 ml d’une émulsion stérile de jaune d’ceuf a 20% et 10 ml d’une solution de sulfate de
polymyxine a 0.1 %, puis répartir le milieu en boites de pétri a raison de 15 a 18 ml par boite.
Laisser solidifier les boites sur paillasse.

A partir des dilutions décimales, porter aseptiquement 0.1 ml de chaque dilution répartie
en surface, puis étaler a I’aide d’une pipette en rateaux stérile sur le milieu MOSSEL.

L’incubation se fait a 30°C pendant 24heures.

V.3.3. Isolement et purification

La purification des souches a été réalisée par pipette Pasteur sur le milieu gélosé de
MOSSEL, nous avons utilisées méthode quadrant incubé 24h a 30°C (Peng, 2001).

V.4. Identification biochimique

V.4.1. Galerie Api 20E

L’identification biochimique permet d’identifier une espeéce en s’appuyant sur ces
caractéres biochimiques. La galerie APl 20 E est un systeme standardisé pour l'identification
des Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 20 tests
biochimiques miniaturisés. Ainsi qu'une base de données (Murray et al.1999).

Le principe la galerie API 20 E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produit
cependant la période d’incubation 24h a 30°C. Se traduisent par des virages colorés spontanés
ou révélés par 1’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de
Lecture et l'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel
d'identification (Moustardier, 1972).
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Figure 09 : la galerie Api 20 E avant I’incubation
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Résultats et Discussions

I. Résultats
I.1. Les résultats des tests physico-chimiques du lait UHT

1.1.1. Mesure de pH

Dans ce travail, nous avons mesuré le ph et ont ét¢ comparé aux résultats de I’année passée.
La figure 10 représente le résultat de la mesure du ph de trois marques du quatre lots de

I’année passée.

pH
8
7
6
5
4
3
2
1
0 T T T T T T T T T T T
X(1) X1 X1 XAV Y1) YD) YA Y(V) Z(1) Z(1) Z(111) Z(1V)
Echantillon

Figurel10:Les mesures du pH de trois marques du quatre lots a I’année passée
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La figure 11 montre que le pH du lait UHT, Les valeurs du pH des échantillons analyses
sont comprises entre 6.81 et 6.92.

ge)
I

o B N W s~ o o N

A B b
Echantillon

Figure 11 : Les mesures du pH de deux marques

Le PH mesurée de trois échantillons de chaque lait présent des valeurs comprises entre :
6.81 et 6.85 pour le lait A avec une moyenne de 6.83
6.82 et 6.86 pour le lait B avec une moyenne de 6.84
6.90 et 6.92 pour le lait b avec une moyenne de 6.91

D’aprés les résultats obtenus, on remarque qu’il n’existe pas de différence significative
entre les 3 échantillons analysés et les valeurs de pH obtenues (6.81-6.92).Le pH est au
voisinage de la neutralité.
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1.2. Les caractéristique organoleptiques du lait UHT

Tableau 05 : Résultat des caractéristiques organoleptiques du lait UHT

Lot
Marques A B b
Texture Légere Légére Peu légeére
Couleur Blanc Blanc jaunatre Blanc jaunatre
Gout Normal peu sucré Légérement sucré
Odeur Normal Normal Normal

1.3. Résultats des analyses bactériologiques

On retient les boites contentant de 15 a 300 colonies. Le dénombrement des colonies est

réalisé selon la formule suivante : N=>c¢/ (n1+0.1n2) d (AFNOR, 1985 et 1ISO 8261, 1989).

> ¢ : somme des colonies de toutes les boites.

d: le facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenus.
nl: nombre de boites comptées dans la premiére dilution.

n2 : nombre de boites comptées dans la deuxiéme dilution.

1.3.1. Dénombrement sur milieu PCA

Apres 72h d’incubation & 30°C Les résultats du dénombrement effectué sur le lait
UHT sont représentés dans figure 12.
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Figure 12 : culture bactérienne sur milieu PCA

Apres I’incubation nous avons observé des petites colonies lenticulaires en masse avec
couleur blanchatre.

2000
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1200
1000
800
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400
200
0

La flore mesophile en UFC/ ml

ﬁ
A | b
Echantillon

Figure 13: dénombrement des colonies des différents laits en UFC/ml

Les valeurs enregistrées sont situés entre 0 et 1,7.10°UFC/m. La teneur élevée en flore totale

en b puis B et la valeur inferieur en A.
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Le dénombrement de la flore mésophile de I’année passée est résumé dans 1’histogramme

suivant :

La flore mésophile en UFC/ml
3500

3000

2500

2000

1500

1000
500
O T T T T T T T T I-_V_-_V_-_\
ST S D
FTEELS SSTEE T
échantillon

Figure 14: Dénombrement des colonies des quatre lots en UFC/ml a ’année passée

1.3.2. Dénombrement les Bacillus sur milieu MOSSEL

Apres I’incubation de 24h a 30°C Les résultats du dénombrement effectué sur le lait UHT
sont résumés dans la figure 15.

Figure 15 : culture bactérienne sur milieu MOSSEL

v Colonies rouges entourées d’un halo opaque et blanchatre due a la presence de lécithine
(Iécithinase positif).
v Colonie jaune.
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Figure 16: dénombrement des colonies sur milieu Mossel

Nos résultats indiquent que le b avec 1,5.10* UFC/ ml est plus contaminé par rapport aux
autres échantillons, et la valeur plus faible dans la marque A.

Les colonies purifié UFC/mlI
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Figure 17: Leur Résultats de dénombrement des colonies des quatre lots en UFC/ml sur

milieu Mossel a I’année passée.
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1.4. Isolement et identification de Bacillus

1.4.1. Résultat de I’isolement

Apres 24h I’incubation nous avons obtenu les résultats dans le figure suivante :

Figure 18 : le résultat de I’isolement sur milieu MOSSEL

1.4.2. Galerie api 20E

Lecture se fait aprés une incubation de 24h a 30°C, noter sur la fiche de résultat toutes
réactions spontanées. Nous avons ajouté des réactifs dans les tests nécessitant 1’addition de
réactifs (TDA, covacs, VP1 et VP2).

Figure 19 : Galerie api 20 E apres I’incubation et I’addition des réactifs
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A l'aide de la fiche du résultat, nous avons remplies les chiffres puis détermination du profil

numérique. L’identification elle est réalisée a partir du logiciel d’identification api web.

ONPG ADH LDC [ 0DC LCT| H;S | URE TDA IND

(@

Ident.

3067122

Figure 20: la fiche du résultat de la galerie api 20 E

Les souches identifies sont :

e pour le code 2020000 est:

Bacillus spharricus/fusiformis/badius avec probabilité de 74.2% (tres bonne identification

74.2%).

Brevibacillus choshinensis/centrosporus/brevis avec

identification 20.3%).

probabilité¢ de

20.3%

(mauvaise

Aneurinbacillus aneurinilyticus avec probabilité de 5.4% (mauvaise identification 5.4%).

e Pour le code 3067122 est :

Bacillus cereus avec une probabilité de 100% (excellente identification 100%)

e pour le code 2036000 est:

Bacillus spharricus/fusiformis/badius avec probabilité de 60.7% (tres bonne identification

60.7%).

Brevibacillus choshinensis/centrosporus/brevis
identification 39.1%).

avec

probabilité

de

39.1%

(bonne
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I1. Discussion

Les valeurs obtenues du pH se situent entre 6,81et 6,92 pour le lait analysé. Ces valeurs
sont conformes aux normes d’entreprise (6.50 -6,80).

Selon Alias (1984), le pH n’est pas une valeur constante et peut varier selon le cycle de
lactation et sous I’influence de I’alimentation. Dans le cas ou le pH est supérieur a la norme
cela indique une acidification du lait, qui peut étre due a un stockage inadéquat (Diao, 2000).

Le pH est au voisinage de la neutralité, ce qui permet une longue conservation du produit,
en sauvegardant ses qualités organoleptiques, et sa valeur nutritionnelle (Mathieu, 1998).

Les résultats des analyses physico-chimiques (pH) de I’année passée montrent que, le pH est
au voisinage a la neutralité. Par rapport leurs résultats il n’existe aucune différence entre les
marques du lait UHT.

Concernant les résultats organoleptiques, il existe une différence de golt entre les deux
marques du lait UHT, Le lait a une saveur légérement sucrée due a la présence d’un taux de
lactose (Vierling, 1998) (a cause de I’ajoute du glucide exemple la marque b 5.74g/100ml).

Les échantillons prélevés présentent une charge en flore aérobie total mésophiles qui varie
de 0a 1,7.10°UFC/ ml.

En effet, selon (JORA, 2017), ces seuils de contaminations en flore totale dépassent la
norme fixée a 10 UFC/0.1ml. Ces résultats ne répondent pas aux normes recommandées par
le JORA N°39, 2017, donc le résultat du critére microbiologique est non satisfaisant. Leurs
résultats de dénombrement de FTAM répondent aux normes recommandées par le JORA
N°35.

Concernant la flore thermorésistante, le résultat qu’on a trouvé varient entre 0 et 1,5.104
UFC/ ml. En ce qui concerne le virage de couleur et Présence d’un halo: hydrolyse des
lécithines par une lécithinase, et Colonie jaune c’est utilisation du mannitol par les Bacillus
(Mannitol positif).

L’identification par la galerie APl 20E bacillus , nous avons noté la présence des
(Bacillus cereus, Bacillus spharricus/ fusiformis/ badius et Brevibacillus choshinensis
[centrosporus /brevis) dans les échantillons analysée.

En relation avec les résultats de notre travail, nous pouvons dire que Bacillus cereus
représente également une partie significative de la contamination de I’environnement laitier.
Cet état a déja ete signalé par Hornstra et al (2007) et Ankolekar et Labbé(2010)

La contamination persistante des équipements de 1’industrie agroalimentaire par Bacillus
cereus est due aux spores qui peuvent survivre a la plupart des traitements thermiques
(Kamat et al, 1989 ; Larsen et al, 1999 ; Kotiranta et al, 2000), et des biofilms, qui se sont

avéres hautement résistants aux procédures de nettoyage (Peng et al, 2002).
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Les caractéristiques hydrophobes des spores de Bacillus cereus ont comme conséquence
I'adhérence sur des surfaces des matériaux fréquemment utilisés en industrie agroalimentaire
comme l'acier inoxydable (Faille et al ., 2001 ; Lelievre et al ., 2001; Peng et al ., 2001;
Faille et al ., 2002 ; Tauveron et al ., 2006).

Les spores adhérées peuvent déclencher le processus de formation de biofilms (Ryu et
Beuchat, 2005), ce qui peut étre une source de contamination de produit (Flint et al ., 2001).
Le nombre des spores adhérées détermine d’ailleurs la durée de conservation du produit
(Andersson et al ., 1995; Te Giffel et al ., 2002). Ont trouvé que les surfaces d’acier
inoxydable souillées avec du lait attirent 10 a 100 fois plus de cellules végétatives et de spores

de Bacillus stearothermophilus par rapport a I'acier inoxydable propre (Flint et al ., 2001).
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Conclusion

Conclusion

Le probléme fondamental de la filiére lait en Algérie a toujours été 1’obtention des
matieres premieres, constitués principalement par la poudre de lait, ainsi que le manque
d'attention et d'ignorance des pratiques d’hygiéne, ce qui engendre des difficultés pour
garantir une bonne qualité de produit et affecte négativement le procédé de fabrication du lait
reconstitué.

L’objectif principal assigné a ce travail est de rechercher la présence des bactéries
sporulées thermophiles du type Bacillus cereus dans le lait stérilis¢ UHT, qui est I’'un des
indices de formation de biofilms dans I’industrie laitiére.

Dans cette étude les résultats de I’identification ont révélés que toutes les souches isolées
sont des espéces du genre Bacillus avec des différentes probabilités.

Ces résultats montrent clairement le degré de contamination de la laiterie puisque ces bacilles
thermophiles sont retrouvés dans tous les sites de prélevements. Pour cela deux explications
peuvent justifier leur présence a ces niveaux. La premiére c’est bien le pouvoir de sporulation
qui leur permet de résister aux conditions de stockage (la poudre de lait) et aux températures
élevées de la stérilisation. La deuxiéme est leur potentiel de formation des biofilms car il a été
démontré que les bacilles thermophiles ont un grand pouvoir d’adhésion et de formation de
biofilm au niveau des installations en acier inoxydable et qui sont trés difficiles a éradiquer
(Steve Flint et al, 2015).

Pour cela, des mesures de surveillance et de lutte efficaces doivent étre prises, a tous les
niveaux critiques de la chaine de production pour éviter toute contamination du produit fini,
telles que :

> Le contrdle continu de la qualité microbiologique tout le long de la chaine de production,
de la matiére premiére jusqu’au produit fini, par I’application de la démarche HACCP
(Analyse des dangers et des points critiques pour la maitrise).

> L’amélioration de la qualité des activités hygiéniques du personnel au sein de la laiterie.

» Le renforcement et I’amélioration des systémes de nettoyage et de désinfection des
équipements et installations.
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Annexe

Annexe 1

I. Matériels et produite utilisé

I.1.Matériels :

1.1.1. Appareillage

Bec bunsen

Etuve 30°C « memmert »
Autoclave « vapour-Line »
Compteur des colonies « daylight »
Vortex

Plaque chauffante agitant « stuart » et « bio cote »

Balance
Bain mari « memmert »
pH meétre

1.1.2. verrerie et petits matériels

Erlenmeyer 200ml « VWR brand »
Boites de pétri

Bécher

Tubes a essai

Flacons en verre de 250ml

Micro pipette « scilogex »

Spatule

Ecouvillon stérile

Pipette pasteur

1.2. Produits

1.2.1.

X/
L X4

X/
°

X/
°

1.2.2.

Milieu de culture

La gélose PCA
La gélose MOSSEL
Diluant TSE

Réactives et produit chimique :

Réactive

X/
°

Kovacs

s VP1+ VP2
s TDA




Annexe

Désinfectants

+ Eau de javel
+»+ alcool

Il. Composition des milieux de culture
% Milieu PCA

Préparation : 23.5g de poudre de plat count agar dissoudre dans un litre d’eau distillé.
Puis autoclave pendant 15 min a 121 °C.

% Milieu MOSSEL

Dans un litre d’eau distillé ajouter :

Extrait de viande 19
Peptone 10g
Mannitol 10g
Chlorure de sodium 10g
Rouge de phénol 0.025¢
Agar 159
pH 7.2

Autoclave 15min a 120°C. Ajouter a 900ml de milieu de base en surfusion, 100ml d’une

émulsion stérile de jeune d’ceuf a 20%. et 10 ml d’une solution de sulfate de polymyxine a
0.1%
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Annexe 2

Tableau : résultats de mesure de pH desdifférents échantillons du lait.

Echantillons

Sous échantillons

pH

pH moyenne

Ecart-type

6.85
6.83
6.81

6.83

0.016

6.86
6.83
6.82

6.84

0.017

WNRFRPWNEFP,WN -

6.91
6.9
6.92

6.91

0.008

Tableau : résultats de dénombrement des FMAT sur le milieu PCA de différents échantillons

du lait UHT.
Echantillons UFC/mI.103 UFC/mI.103 UFC/ml.103
Dilution (107) Dilution (107?) Dilution (1073)

Al 0.45 0.01 0

A2 0 0 0

A3 0.40 0.07 0.004

Bl 2.54 0.05 0.003

B2 0.45 0 0

B3 0.63 0.01 0

bl 5 0 0.002

b2 0.045 0 0

b3 0.1 0.031 0
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Tableau : résultats de dénombrement des Bacillus sur le milieu MOSSEL des

différents échantillons du lait UHT.

Echantillons UFC/mI.103 UFC/mI.103 UFC/ml.103
Dilution (1071) Dilution (1072) Dilution (1073)

Al 0.045 0 0.018

A2 0 0 0.001

A3 0 0.013 0.044

Bl 17.45 0.13 0.002

B2 0.22 0.12 0.0004

B3 0 0 0

bl 27.27 1.52 0.13

b2 0 0.004 0

b3 17.86 0.35 0
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Résultats des colonies :

Figure : photo de différent types de colonie

(A) et (B) colonies de Bacillus sur milieu Mossel.

(C) et (D) colonies de la FMAT sur milieu PCA.
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Criteres microbiologiques applicables aux denrées alimentaires

ANNEXE |

1- Laits et produits laitiers

Catégories des denrées alimentaires

Micro-organismes/

Plan

Limites microbiologiques

Salmonella

Absence dans 25 g

Listeria monocytogenes

métabolites d'échantillonnage (ufc (1)/g ou ufc/ml)
n c m M
Lait cru Germes aérobies a 30 °C 5 2 3.10° 3.109
Staphylocoques a coagulase + 5 2 102 103
Coliformes thermotolérants 5 2 5.102 5.103
Salmonella 5 0 Absence dans 25 ml
Antibiotiques 1 _ Absence dans 1 mi
Listeria monocytogenes 5 0 100
Germes aérobies a 30 °C 5 2 104 10°
Lait pasteurisé et autres produits laitiers | Enterobacteriaceae 5 0 10
liquides pasteurisés
Salmonella 5 0 Absence dans 25 ml
Lait UHT et lait stérilisé Germes aérobies & 30 °C 5 0 10/0.1ml
Enterobacteriaceae 5 2 10 102
Lait en poudre et lactosérum Staphylocoques a coagulase + 5 2 10 102
en poudre
Salmonella 5 0 Absence dans 25 ¢
Escherichia coli 5 2 104 10°
Staphylocoques a coagulase + 5 2 103 104
Fromages au lait cru Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100
Fromages a base de lait ayant subi un | Escherichia coli 5 2 102 103
traitement thermique moins fort que la
pasteurisation et fromages affinés a base | Staphylocoques a coagulase + 5 2 102 103
de lait ou de lactosérum pasteurisés ou
ayant subi un traitement thermique plus | Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
fort que la pasteurisation —
Listeria monocytogenes 5 0 100
Escherichia coli 5 2 102 103
Fromages a pate molle non affinés
(fromages frais) a base de lait ou de Staphylocoques a coagulase + 5 2 10 102
lactosérum pasteurisés ou ayant subi un
traitement thermique plus fort que la | Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
pasteurisation
Listeria monocytogenes 5 0 100
Créme au lait cru Escherichia coli 5 2 102 103
Staphylocoques a coagulase + 5 2 103 104
5 0
5 0

100




