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Résumeé.

Titre: Etude comparative entre I’effet de la température et des rayons UV sur la
survie de I’E.coli

Résumé :

Dans un contexte global de sécurité alimentaire ; associé a une recherche de
nouveaux procédés d’amélioration de la qualité et de prolongement de la fraicheur, le
présent projet a pour but de comparer les effets antimicrobiennes entre la température
et des rayons ultraviolets (UV) de la bactéries Gram négatif de la souche (Escherichia
coli) a été soumise a deux température 100°C et 80°C pendant (4, 5, 10, 20, 25 et 30
minutes) en milieu lait écrémé et entier pour le traitement thermique. Pour le
traitement par rayon UV les bactéries ont été soumises a quatre temps de traitement (5,
15, 45 et 60 secondes) et trois distance de la lampe UV (1, 2 et 3 cm).les résultats
obtenus montrent que la souche bactérienne est thermosensible a partir de 80°C de

traitement, mais aussi sensible aux rayons UVC a partir de 15 seconde de traitement.

Donc on conclut que I’action antibactérienne de la température et des rayons

UV sont trés importantes.

Mots clés : UV, Escherichia coli, stérilisation, traitement thermique, pasteurisation.
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Introduction.

Introduction

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

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

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

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

Des bactéries pathogeénes peuvent étre retrouvées sporadiquement dans ces
aliments du fait de 1’utilisation de matiéres premieres contaminées et de la contamina-
tion apportée par la transformation du produit ou de son stockage. L’efficacité des
techniques utilisées pour maitriser le risque microbiologique est profondément li¢e
aux propriétés physico-chimiques du produit alimentaire, notamment [’activité de
I’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 pathogeénes importants émergents en santé publique. Parmi lesquels
on trouve le sérogroupe définis comme pathogeéne par I’AFSSA : O157. 1l représente donc
un danger pour la santé publique, avec un impact important pour les industries agro-

alimentaires (Savoye, 2011).

A T’heure actuelle, les produits alimentaires a forte activité d’eau ou liquide
sont pasteurisés ou stérilisés par ’intermédiaire de procédés thermiques ou traité par

techniques athermique tel que les rayons ultraviolets (UV) (Lang, 2016).

La diversité actuelle des produits alimentaires et la diminution de
I’intensité des traitements appliqués pour préserver leurs qualités organoleptiques et
nutritionnelles ont ét¢ accompagnées par le développement de modeles permettant de
décrire plus précisément 1’inactivation athermique (1’utilisation des rayons UV.) des
microorganismes. Parmi eux, certains prennent en compte les facteurs la distance et le

temps d’exposition aux UV (Levy, 2010).
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Les objectifs de ce travail contribuent a la connaissance de l'une des méthodes
athermiques de stérilisation des produits alimentaires a savoir la méthode UV, par
I'étude de son effet sur l'inactivation d'une bactérie modeéle d'Escherichia coli ; dans la
perspective d’éviter les changements dans les propriétés organoleptiques et nutrition-
nelles des aliments induites par le traitement thermique et surtout d'atteindre la sécurité

sanitaire de ces produits (Levy, 2010).

Le présent travail s’articule sur deux parties, une partie bibliographique, qui com-
porte des généralités sur la souche E. coli ainsi que des informations sur les traitements
thermiques et athermique des aliments. La partie expérimentale, est subdivisée en trois cha-
pitres: matériels et méthodes, résultats et discussion. Enfin nous achéverons ce mémoire

par une conclusion.
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Chapitre 1 : Généralités sur 1I’Escherichia coli.

Chapitre 1 : Généralités sur Escherichia coli :

I.1. Historique:

Théodor Escherichia, médecin Allemand fut en 1885 l'inventeur d'une bac-
térie particuliere Bacterium coli commune qui sera appelée plus tard Escherichia coli
(Guiraud, 1998). Escherichia coli est l'espéce bactérienne qui a été la plus
¢tudiée 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 l'appareil urinaire (Avril et al., 1992).

I.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 mammiferes (Greatorex
et Thorne., 1994). Les entérobactéries sont une vaste famille de bactéries qui sont ren-

contrées 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 caracteres suivants (LeMinoret
al.,1990):
-bacille a gram négatif (2 a 4 p de long sur 0.4 a 0.6u de large) ;

-immobiles ou mobiles grace a des flagelles disposés de maniere péri-triche;

-poussent sur milieu ordinaire; aérobies-anaérobies facultatifs; réduisent le nitrate en nitrite

; ont une réaction d’oxydase négative;

1.3.L’espéce Escherichia coli:

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

chaud (Ghebru, 1988).
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Chez I’homme, on retrouve E. coli principalement dans le gros intestin (Las-

Kkin et Le chevalier, 1994).

E. coli est 'espece aérobie quantitativement la plus importante, présente a raison

de 1074107 corps bactériennes par gramme de selles (Avril et al. 1992).

A ce titre Escherichia coli, et plus largement les coliformes thermo-tolérants,
sont recherchés dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale; leur pré-
sence fournit ainsi une indication sur une éventuelle contamination de I’aliment par
des bactéries pathogénes d’origine digestive (ex. Salmonella thyphimurium , E. coli
O157:H7...). En outre, bien que la majorité des souches de E. coli soient commensales ba-
nales, certaines d’entre elles sont pathogénes et connues des médecins comme étant a

I’origine de pathologies intestinales (Levine, 1987) ou extra-intestinales (Pohl, 1993).

I.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 trés 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).

Figure 1: Morphologie d 'Escherichia coli sous microscope ¢électronique (x30000).

Ducluzeau, (2006).
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1.3.2.Caracteéres culturaux:

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

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

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

fois un voile grisatre en surface (Pasteur, 1981; Marchalet al., 1991).

Sur gélose ordinaire, la bactérie donne une culture blanchatre, épaisse cré-
meuse, devenant rapidement opaque, et envahissant toute la surface du milieu, et sur mi-
lieu gélos¢ 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).
I.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 caractéres suivants:- Gaz en glucose positifs en général ;
- Production d'indole positif';

- Lactose, mannitol, sorbitol positif ;

- B-galactosidase (ONPG) positive ;

- Phénylalanine-désaminase, uréase, oxydase, H,S, négatifs ;

- Rouge de méthyle positif,

- Vogues Proskauer (VP) négative.

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 1'eau, les ma-
ticres fécales et dans les poussieres des animaux domestiques, elle est hautement sensible
a l'action létale du phénol et du crésol, mais 1'efficacité de ces désinfectants est réduite

en présence du mucus et des feces (Guechi, 2002).
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1.3.5. Pouvoir pathogene :

La propagation de I’infection a I’homme peut s’effectuer directement par con-
tact de personne a personne par la route oro-fécale, indirectement parla consommation
d’aliments ou d’eau contaminés. De nombreux cas d’infection a E. coli ont été
associés avec la consommation de boeuf haché insuffisamment cuit, de lait cru, de fruits
et légumes ou d’eau contaminée avec des matieres fécales (LeBlanc., 2003).Les symp-
tdmes associés aux infections par E. coli sont notamment des crampes abdominales
et des diarrhées susceptibles d’évoluer vers des diarrhées sanguinolentes (Karchet
et al., 2005). De la fievre et des vomissements peuvent ¢galement étre observés (Le-
Blanc., 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, ’infection peut parfois se compliquer par un
syndrome urémique hémolytique qui affecte les reins (LeBlanc, 2003).E.coli possede
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 rai-
son de leur ressemblance avec les toxines élaborées par Shigelladysenteriae(Figure 2).
Les vérotoxines jouent un role important dans [’apparition des symptomes gastro-
intestinaux mais 1’étape cruciale dans la pathogenéese d’E.coli est 1’attachement aux cel-

lules de I’hote (LeBlanc, 2003).

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

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

| Ingestion o' E. coll
= pasthogenss —|

Colonisation du gros
i astin + attacbhoement
Arltiamye o coliules

epitlvriialos

Diarrhées
| sanguinclente +
| imnsuffisance rénale |

=

. =
Transport des toxines dans Ia
circulaion s amngarine

Figure 2 : Pathogénie de la souche E. coli chez I’humain. Adapté de Nataro et Kaper
(1998);EcL (2004).
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1.3.6. Les principaux facteurs pathogénicité :
1.3.6.1. Capsule:

Elle est de nature polysaccharidique. On en connait 80 variétés immunolo-
giques 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 (Nau-

ciel.,2000).
1.3.6.2.Adhésines:
De multiples adhésines ont ét¢ décrite .Elle peuvent induire une adhésion a des

globules rouges ou a des cellules épithéliales en culture .La plupart des adhésines se pré-

sentent sous forme de fimbriae (Nauciel.,2000).
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Chapitre II. Le traitement thermique.

I1.1- 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’hygiéne ac-
crues et la cuisson des aliments demeurent des moyens efficaces pour diminuer

I’incidence de ces infections.

Actuellement, 1’antibiothérapie est le traitement le plus commun contre les in-
fections a E. coli. Cependant, des études cliniques récentes ont montré que leur utilisa-
tion ne serait pas recommandée car ils peuvent étre associés a un risque plus élevé de dé-
velopper 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 diar-
rhée a I’¢limination du micro biote intestinal compétiteur laissant place a la multiplication
des E. coli et plus particulierement si les souches sont résistantes aux antibiotiques admi-
nistrés. De plus, en lysant les cellules les antibiotiques peuvent augmenter la diffusion

des toxines (Nataro et Kaper., 1998).

I1.2- Le traitement thermique:

La sensibilité des micro-organismes a la température en fait un aspect clé de
leur développement .Quant a la température ¢’est un facteur sensible sur lequel le profes-
sionnel peut facilement agir. Ce facteur est en effet trés utilisé pour réguler le dévelop-
pement des micro-organismes (Mcswane et al., 2000) Le traitement thermique, lors-
qu’il est possible, permet de détruire les micro-organismes présents sur 1’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 dévelop-
per a 20°C). On trouve dans ce groupe de nombreuses bactéries de la flore
Gram - saprophytes (Achromobacter, Flavobacterium,Pseudomonas...) et des moi-
sissures (Cladosporium, Sporotrichum...). Les mésophiles qui comprennent la majorité

des micro-organismes se développent entre 15 et 45°C.
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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 «thermobacte-
riumy, Propionibacteriumshermani), des bactéries sporulées (Clostridiumthermosaccha-
rolyticum, Bacillus stearothermophilus), certains champignons ascomycetes. 11 ne faut
pas confondre micro-organisme thermophile et thermorésistant. La thermo-résistance
est ’aptitude a résister a un traitement thermique alors que la thermophile est son apti-

tude a se développer a haute température (Dupin et al., 1992).

I1.2.1.Définition de traitement thermique

Le traitement thermique est un procéd¢é de nature physique appliqué en indus-
trie 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 intrinséque au genre et a I'espeéce .Pour inactiver adéquatement les microor-
ganismes, plusieurs parametres ont €té €tablis pour évaluer leur résistance thermique et

ajuster la sévérité du traitement en conséquence (Philippe., 2012).
I1.2.2. Mesure des traitements thermiques :

11.2.2.1. La valeur-D :

Le temps de réduction décimale (D) ou la valeur de D est un parametre qui con-
siste a déterminer le temps (seconde ou minute) nécessaire pour tuer 90% de la popu-

lation du microorganisme cible a une température (°C) spécifique .(Philippe., 2012).
Autre paramétre déterminé expérimentalement, la valeur-z.

11.2.2.2. La valeur-Z

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

11.2.2. Effet de traitement thermique sur les microorganismes:

La chaleur humide tue le microorganisme par dénaturation des acides nu-

cléiques, des protéines de structure et des enzymes (Farkas., 2007).
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Dfune 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

séche, du fait la forte influence de I’activité de 1’eau (Lund et al., 2000).

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

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

I1.2.2.1- Influence de la température sur la physiologie d'E. Coli :

La température influence la croissance, la physiologie et la survie des microorga-
nismes. Etant en microorganisme entérique mésophile, la température optimale de crois-

sance d'E. Coli est de 37°C (Doyle et Schoeni., 1984).

Dans des milieux de culture synthétiques, la température minimale de crois-
sance de la bactérie se situe entre 6 et 7°C, tandis que la température maxi-
male 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 tencurs 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 plu-
sieurs facteurs, dont la vitesse de formation et la taille des cristaux de glace, la tempé-
rature de stockage et la méthode de décongélation. Toutefois, il a ét€¢ 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 linverse, E. Coli n'est pas considéré comme étant thermorésistant. Ain-
si, les traitements thermiques tels que la pasteurisation se sont montrés efficaces pour la

détruire.
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Sur le plan physiologique, la paroi de la membrane cellulaire des eubacté-
ries est composée d'une double couche de phospholipides. Le maintien d'un certain ni-
veau de fluidité de cette membrane joue un role essentiel dans l'entrée des nutriments et

dans le pompage des ions (Russell., 1990).

Une baisse de température engendre une perte de la fluidité des phospholi-
pides et vient compromettre les fonctions cellulaires. Chez E. coli, ainsi que plu-

sieurs autres microorganismes,

La cellule a recours a un mécanisme permettant de changer le niveau de satura-
tion 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 fluidit¢é membranaire (Garwin et Cronan., 1980; De Mendoza
et al.,1983). Inversement, a 37 °C, la membrane augmente sa quantité en acides gras satu-

rés tandis que celle en acides gras insaturés diminue (Katsui et al., 1981).

Une autre stratégie développée par les microorganismes pour se protéger des va-

riations de température est la synthése de tréhalose.

La production de ce disaccharide est un mécanisme qui a été conservé au
fil de 1'évolution puisqu'il est présent chez plusieurs organismes, incluant levures et les
plantes. Chez E. coli, le tréhalose protége la bactérie contre les chocs osmotiques (Strom
et Klaasen., 1993), la dessiccation (Welsh, et Herbert., 1999) et confére une protec-
tion mineure aux cellules en phase stationnaire face a la chaleur (Hengge-Aronis et al.,

1991).

La synthése de tréhalose joue aussi un rdle important dans la survie de la bac-
térie a basse température. Kandror et al., (2002) ont démontré que des E coli-mutants, in-
capables de synthétiser le tréhalose, subissaient une réduction de viabilit¢ a 4°C. Le

mode d'action du tréhalose a basse température reste encore inconnu.
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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 polyri-
bosomes 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).

I1.3-Utilisation du traitement thermique dans I’industrie laitiére :

I1.3.1-le lait dans I'alimentation humaine:

Le lait est un ¢lément essentiel de la nutrition humaine. Il est une source trés es-
sentielle de Ca, P, de la riboflavine, la vitamine B12, et une grande majorité de protéine,
sucre, lipides de qualité, avec tous ces éléments nutritifs exigera nécessité en matiére de

nutrition humaine (Kaan-Tekinsen et al., 2007).

11.3.2-La Pasteurisation du lait:

I1.3.2.1-Définition et objectifs:

Plusieurs définitions ont été données a cet effet par divers auteurs qui s'accordent
tous a mettre I'accent sur l'assainissement correct du lait par la chaleur tout en se souciant
de préserver la haute valeur nutritive du lait. Pasteuriser le lait, c'est détruire en lui, par
I'emploi Convenable de la chaleur, la presque totalité de la flore banale, la totalité de la
flore Pathogene, tout en s'efforgant de ne toucher qu'au minimum a sa structure physique, a
ses équilibres chimiques et a ses ¢léments biochimiques. (Ould Mustapha et al., 2012).En
autres termes d'assurer sa salubrité et de prolonger sa durée de vie. (Meunier-Goddik Et-

Sandra.,2002).

I1.3.2.2-Les procédé de la pasteurisation:

La pasteurisation est un procédé consistant a chauffer du lait cru pendant
quelques minutes ou secondes a une température la plus basse possible, entre 63 et 95° C,
puis a le refroidir a 4°C de maniére a détruire les germes nocifs qui pourraient étre présents
dans le lait, et réduire le nombre de microorganismes nullement dangereux pour la santé.

(Ould Mustapha et al., 2012). Pour que le lait soit pasteurisé, il doit étre soumis:

Soit a une température de 63° C pendant une durée de 30 minutes a basse température
cette pasteurisation est presque abandonnée. Soit a une température de 85° C pendant une

durée de 15-20 secondes (HTST/température moyenne)
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Soit encore instantanément a une température de 95° C HTSTI haute tempéra-

ture (arrété; 1993).

Ce type de pasteurisation haute température courte durée, est trés répandu ces
derniéres années, ou les deux préoccupations de sécurité alimentaire et le désir de prolon-

ger la durée de conservation du lait liquide ont incité.

De nombreux transformateurs de produits laitier a augmenter la pasteurisation a des tem-
pératures au-dessus des conditions minimales spécifiées par le décret A du lait pasteurisé
(72 °C pour 5 sec). (Ranieri et al., 2009).C'est le principe des procédés HTST. Les ba-

rémes de température de pasteurisation sont li€s proportionnellement aux temps.

Le couple température/ temps joue un role essentiel dans la pasteurisation chaque fois que

la température de pasteurisation augmente le temps est réduit.

Exemple: une température de pasteurisation située entre 70 et 72 sans durée de
chambrage est optimale. Dans l'industrie du lait, le chambrage est un processus dans la-
quelle le lait S¢journe dans un tube calorifugé a une température voisine de celle de la pas-

teurisation pendant un temps limité, pour assurer une parfaite homogénéité thermique.

I1.3.2.3-Parametre de pasteurisation:

La conception des lignes de traitement du lait pasteuris€¢ du commerce varie beau-

coup d'un pays a l'autre, et méme d'une laiterie a l'autre, en fonction de:

-La législation et la réglementation locale. La standardisation éventuelle de la

matiere grasse qui peut se faire avant, aprés ou pendant la pasteurisation.

- L'homogénéisation peut étre totale ou partielle D'autre part, la rapidité de ce trai-
tement (quelques secondes) permet de conserver intactes les qualités organoleptiques et

nutritionnelles du lait. (Ould Mustapha et al., 2012).

Les appareils les plus souvent utilisés pour la pasteurisation du lait sont les échan-
geurs de chaleur a plaques. Ceux-ci sont construits selon une structure modulaire, autre-
ment dit toutes les sections nécessaires au processus de pasteurisation sont situées dans
une méme installation sous forme de modules. Les différentes sections sont ordonnées de
telle fagon qu'a la zone la plus chaude succede la zone la plus froide, ce qui a des avan-
tages du point de vue énergétique. Avec cette technologie, la récupération de chaleur

s'éléve a environ 85 %.
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Fig.3 —Schéma représentant la ligne de production du lait pasteuris¢ (Strahm et Eber-
bard,.2010).

I1.3.3-Autre traitement thermiques.
I1-3.3.1-Ultra-pasteurisation (UP):

Permet aux transformateurs laitiers de produire des laits et des produits laitiers
avec une durée de conservation prolongée similaire aux processus UHT, Elle emploie un
traitement thermique plus élevée que la pasteurisation, mais inférieure aux processus
UHT. Le lait doit étre stocké de 4 a 8°c avant et pendant ['utilisation. (Simon et Hansen.,
2001).Le lait ultra Pasteurisé vendu en emballage aseptique est traité a des températures

allant de 137-143°c avec des temps de maintien de 2 a 3sec (Tomasula et al .,2004).

L'ultra pasteurisation est parmi les nouvelles techniques de fabrication introduites
pour la production de lait ESL (extended shelf life) comme un lait a durée de vie étendue
avec un gout du lait frais et dont la durée de conservation maximal est de 4 semaine dans

la chaine de distribution a froid (Schmidt et al., 2011).

11-3.3.2-Procédé UHT:

Le traitement UHT du lait et des produits laitiers c'est I'application continue de la
chaleur qui se déroule a des températures ¢levées entre 135-150°c durant un bref moment
qui rend le produit commercialement stérile ,lorsqu' il est combiné a un conditionnement
aseptique (Siddappa et al .,2012).Les bactéries aussi bien que les spores sont détruites, et
un certain nombre d'enzymes sont inactivés, ce qui fait que le lait emballé se conserve plus

longtemps (3 mois au minimum) .
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Une fois 1'emballage ouvert, le lait ne se conserve toutefois que quelques jours au

réfrigérateur. (Vandercammen ,2011).

11-3.3.3-La stérilisation:

La dénomination « lait stérilisé » est réservée au lait préalablement conditionné
dans un emballage hermétique, puis chauffé pendant 10 a 20 minutes a une température de

110-120°c afin de détruire tous les germes susceptibles de s'y développer.

Le lait est ensuite Rapidement refroidi. Il se conserve a température ambiante, tant

que lI'emballage n'a pas été ouvert (Merigaudal et al., 2009).

Tableau.1 représente les différents traitements thermiques du lait cru appliqués dans
I’industrie laiticre.

Mode de traitement ther-
mique.

Température appliquée. Durée de conservation.

Pasteurisation.

72-85 °c pendant 15 se-
condes.

7 a 10 jours a 4 °c.il doit
étre consommé dans les
3 jours.

Pasteurisation haute. 85-135 “c. 21 a 30 jours.

UHT (Upérisation Haute 140-150 °c a court temps 3 mois.

Température). 2-5 secondes.

Stérilisation. 110-120 °c pendant 10 a conserve a température

20 minutes.

ambiante, tant que I'em-
ballage n'a pas
été ouvert.

15




-Chapitre III : Généralité sur les rayonnements UV.




Chapitre III : Généralité sur les rayonnements UV.

III- Généralité sur les rayons ultraviolets :
II1.1- Apercu générale sur les rayons ultraviolets :

En 1801, le physicien Johann Wilhelm Rittera découvert la région ultraviolette
du spectre solaire. Il a montré une action chimique des longueurs d’onde plus courtes que
le violet de 100 a 400 nm sur le chlorure d’argent. Cette partie du spectre correspond au
rayonnement UV. Il est subdivisé en trois groupes en fonction des caractéristiques phy-
siques des différentes longueurs d’onde : UVC de 100 a 280 nm, UVB de 280 a 315 nm et
les UVA de 315 a 400 nm. Seulement 1% du rayonnement de longueur d’onde supérieure
a 315 nm est absorbé par I’ozone de I’atmosphere et 90% pour les longueurs d’onde infé-

rieures a 315 nm (Armstrong, 1994).

Ces rayons UV ont une action photochimique sur les corps, action qui se mani-

feste par des réactions tres diverses telles que :

- Pigmentation de la peau (UV-A),

- Vitamination des produits alimentaires (UV-B),
- Destruction des micro-organismes (UV-C),

- Formation d'ozone (pour des longueurs d'onde de l'ordre de 185 nm).

Couche d'ozome .-

rayoans IR

Fig. 4 - Spectre des rayonnements UV (Awwa, 1990)

En pratique, les photo-biologistes utilisent parfois une subdivision différente en
fonction des caractéristiques biologiques du rayonnement ultraviolet : UVC de 200 a 290

nm, les UVB de 290 a 320 nm et les UVA de 320 a 400 nm (Diffey, 2002).
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Les rayonnements UVC ainsi définis (de longueur d’onde inférieure a 290 nm)
n’atteignent pas la surface de la terre, sauf a trés haute altitude ou la couche Atmosphé-
rique traversée par les UV est moins épaisse.

La séparation a 320 nm correspond a la longueur d’onde au-dela de laquelle le
rayonnement traverse le verre. De plus, les effets biologiques sont plus importants pour les
longueurs d’onde plus courtes que 320 nm.

Le flux d’énergie du rayonnement s’exprime en Watt par unité de surface (par exemple :
W/cm2). L’irradiation recue par un individu ou par une surface dépend de ce flux
d’énergie et du temps d’exposition.

Elle s’exprime en Joules par unité de surface (par exemple : J/cm?) ou en Wat-
theures par unité de surface (Wh/cm2). Par exemple, une dose de 100 Wh correspond a la
dose regue avec une puissance de 100 watts pendant une heure ou avec une puissance de
50 Watts pendant deux heures.1Wh correspondent a 3600 Joules. Lorsque 1’irradiation est
exprimée en fonction de la longueur d’onde, on parle de distribution spectrale. IL est im-
portant de la prendre en compte car la nature des effets du rayonnement UV dépend de la
longueur d’onde (Setlow, 1974 ; Agar, 2004 ; Pearse et al.,1987).

II1.2- Les sources des rayons UV :

Naturellement les rayons UV sont contenus dans le rayonnement solaire. La plu-
part des UV de type B et C sont absorbés dans 1’atmosphere par la couche d’ozone (San-
dec, 2005) Généralement les rayonnements UV artificiels sont produits a ’aide de sources
lumineuses a vapeur de mercure parmi lesquelles on distingue les lampes basse et haute
pression qui se différencient par leur spectre, leur géométrie ou encore leur puissance
(Faure, 2010).Les UVA peuvent étre générer également par des diodes électrolumines-
centes (Huang et al., 2009).

Cette technique présente certaine avantages dont une durée de vie longue, un
meilleur rendement photonique/électrique que les lampes a vapeur de mercure, ainsi
qu’une compacité plus élevée et une faible consommation électrique (Faure, 2010).

II1.3- Mesure de irradiation UV :

Une difficulté dans la mesure de rayonnement UV est de supprimer les autres
composants du spectre ¢électromagnétique. Ce probléme est dii au fait que I’énergie du
rayonnement UV est trés faible en comparaison des rayonnements visibles et infrarouges.
Diverses méthodes ont été¢ développées pour estimer I’exposition au rayonnement ultravio-
let solaire et sont discutées ici dans I’optique d’utilisations dans les études épidémiolo-

giques.

17



Chapitre III : Généralité sur les rayonnements UV.

IT1.3.1- Spectrométres et radiometres (mesures directes) :

Les spectro-radiomeétres et les radiometres sont des appareils de mesure directe de
I’irradiation ultraviolette au sol. Ils fournissent des données pour des localisations précises

(Martinezetal.,2002).

I11.3.1.1-Radiometre a large bande :

D'aprés (Grainger et al.,1993 ;Hartge et al., 2006 ;Johnsen et Moan, 1991) le
radiometre a large bande est un instrument moins colteux qui permet de mesurer
I’irradiation fournie par un ensemble de longueurs d’ondes prédéfinies et non pour chaque
longueur d’onde. Il possede généralement un détecteur avec un dispositif de sélection des

longueurs d’onde et une optique d’entrée.

Par exemple, un radiomeétre a UVB doit avoir un capteur avec une réponse spec-
trale uniforme pour les longueurs d’ondes comprises entre 280 et 315 nm et une réponse
nulle pour les autres longueurs d’onde. Il existe aussi des radiomeétres a UVA et a UV éry-

thémateux.

Le capteur doit recevoir les rayonnements provenant de tous les cOtés pour
prendre en compte le rayonnement direct, diffus et réfléchi. Le temps de réponse est plus
rapide que celui des spectro-radiometres ce qui permet de prendre en compte les change-
ments météorologiques rapides. Le radiomeétre le plus utilisé est le Robertson-Berger. 11
mesure la dose d’ultraviolet regue pour les longueurs d’onde responsables de I’apparition
des érythemes. Mais il est sensible a la température De plus, pour couvrir de grandes zones
géographiques, il est nécessaire d’avoir un grand réseau de radiometres (Johnsen et

Moan, 1991).
I11.4- Facteurs influencant la dose de rayonnement UV :

111.4.1- Ozone :

La couche d’ozone (O3) de I’atmosphere est située dans la stratosphére, a envi-
ron 10 km au-dessus de la surface terrestre. Elle absorbe la quasi-totalité¢ des UVC et une
partie des UVB dont elle est le principal composant absorbant dans 1’atmospheére et tres
peu d’UVA. Dans les années 1980, nous avons commencé a nous intéresser plus en détails
a la diminution de la quantité¢ d’ozone dans 1’atmosphere et a ses effets. Elle est susceptible
d’entralner une augmentation de I’irradiation UV arrivant jusqu’a la surface terrestre (Ki-

mlin, 2008).
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Une diminution de 1% de 1’ozone atmosphérique engendrerait une augmentation

de 2% de la dose de rayonnement UV efficace sur I’ADN (Setlow, 1974).

I11.4.2- Altitude :

Aux altitudes les plus ¢levées, les rayonnements UV ont une épaisseur
d’atmospheére plus fine a traverser et sont donc moins atténués. L’augmentation du rayon-
nement UV varie de 5% a 20% pour chaque kilométre d’altitude selon la longueur d’onde

(Aucamp et al.,2011).

I11.4.3- Albédo :

L’albédo est le taux de rayonnement atteignant la surface terrestre qui est réflé-
chi par celle-ci Il est souvent inférieur a 10% La principale exception est la neige dont
I’albédo peut amplifier le rayonnement UV jusqu’a 90%. Le sable reflete 15 a 30% du
rayonnement. Au contraire 1’herbe réfléchit peu le rayonnement UV. La réflexion de 1’eau
dépend de son mouvement. Une eau calme ne refléte que 5% tandis qu’une eau agitée peut

refléter jusqu’a 20% (Diffey, 2002).
I11.4.4- Aérosols :

Diverses particules de 1’atmosphére, les aérosols, diffusent et absorbent les radia-
tions UV. La diffusion est le phénomene par lequel un faisceau de rayonnement est dévié

dans de multiples directions.

Lorsqu’une petite particule se trouve sur le trajet de I’onde ultraviolette, elle rayonne a son

tour dans toutes les directions (Kimlin, 2008).
I11.4.5- Nébulosité :

L’effet d’un nuage sur le rayonnement UV dépend de sa composition, sa densi-
té et son altitude. Dans la plupart des cas, la nébulosité¢ diminue le rayonnement (Ki-
mlin,2008). La transmittance d’un nuage est le ratio de I’éclairement UV avec couverture
nuageuse et de 1’éclairement UV sans couverture nuageuse. Elle diminue quand la lon-
gueur d’onde augmente. Elle est de 45% pour les UVA et 60% pour les UVB (Seckmeyer
et al.,1996). Les nuages qui sont composés soit de gouttelettes liquides ou de gouttelettes
de glace atténuent les UV principalement par diffusion (Diffey,2002). Les gouttelettes ont

un rayon d’environ 1 a 30 microns, beaucoup plus large que les longueurs d’onde des UV.
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Certaines ¢tudes ont montré que les nuages pouvaient augmenter le rayonnement
UV par rapport a une journée sans nuage par phénomene de réflexion, en particulier le

rayonnement UVB (Sabburg et a/.,2001 ;Thiel et al.,1997).
IIL.5- Action du rayonnement UV sur les micro-organismes :
IIL.5. 1- Mécanisme de I’inactivation des micro-organismes par ’UV :

Pour qu'll y ait désinfection, les lampes doivent fournir une radiation lumineuse
dont le spectre d'émission se situe dans la région de 'UVC laquelle est la plus efficace a
produire un effet germicide. On observe ce dernier lorsque 1'énergie de la radiation est ab-
sorbée au niveau du matériel génétique (ARN et ADN). Ce dernier contient 1'information
qui est transmise d'une génération a l'autre et qui permet de perpétuer les caractéres propres
a l'espece.

Plus particulierement, ce sont les nucléotides, ¢léments constitutifs des acides nu-
cléiques qui absorbent le rayonnement, soit les bases puriques (adénosine (A) et guanine

(G)) et les bases pyrimidiques (thymine (T) et cytosine (C)) (Abrahams et Vander,1976).

Fig. 5 - La double hélice de I'ADN et les deux paires de ses bases (Masselot, 2008)

Suivant l'exposition aux UV, il y a une variété¢ de photo produite formés au niveau
de I'ADN dont le plus important est le dimere de pyrimidines adjacentes sur un des brins
d'ADN et dont les 3 types répertoriés sont : T-T (appelé le dimere de thymine et le plus
fréquent), T-C et C-C. Le dimére crée une distorsion au niveau de I'ADN., rendant ineffi-
cace voire impossible la réplication du micro-organisme ; il en résulte la mort cellulaire ou
I'apparition d'une génération de mutants non viables ou incapables de se reproduire (Bol-

ton, 1999).
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Fig. 6 - Dimérisation photochimique de deux bases de thymine

(Bolton., 1999)

Quelques micro-organismes (en particulier bactéries) ont un mécanisme de répa-
ration qui dissocie les diméres de thymine, ce processus est déclenché par 1'absorption de la
lumicere UVA et la lumiére visible et s'appelle ainsi la photo réactivation. Le mécanisme de

réparation peut étre empéché, mais ceci exige une dose UV plus élevé (Bolton,1999).

II1.5.2- Inactivation des Virus et des bactéries :

Les bases pyrimidiques de I'ARN des virus sont constituées de cytosine et d'ura-
cile, au lieu de thymine et de cytosine pour I'ADN des bactéries. La dimérisation de la
thymine est plus facilement induite par les UV que celle de 1'uracile. Ceci peut expliquer la
plus grande résistance des virus. Les rétrovirus ont un double brin d'ARN sur lequel
d’avantage des dommages seraient nécessaires a l'inactivation ou qui permettrait la redon-
dance des informations, ce qui est impossible sur un ARN monobrin tel que celui du polio-
virus. Les réovirus sont 3 fois plus grands que les poliovirus et possedent une double

membrane protéinique, qui absorberait mieux les UV (Faure, 2010).

IT1.5.3- Cinétique d’inactivation :

L’inactivation des bactéries est caractérisable par des cinétiques qui comportent
classiquement trois (03) étapes. La premiere phase correspond a une décroissance lente de
la concentration bactérienne au cours du temps voire une stabilisation de celle-ci : il s’agit
d’un plateau (I) dont la présence peut s’expliquer par une attaque isolée sur de multiples

cibles qui conduirait a un faible endommagement des cellules.
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Puis viennent 1’étape de croissance « log linéaire » (II) qui couvre la plus grande
partie de la réaction et dans laquelle 1’attaque des cellules est démultipliée, et le troisiéme
stade qui correspond au ralentissement final du processus (III) La cinétique de désinfection
par rayonnement UV est contrdlée essentiellement par les caractéristiques de 1’intensité

UV, du temps (Faure, 2010).

I11.6- Résistance des micro-organismes aux rayonnements UV :

I11.6.1- Les bactéries :

Les bactéries non sporulées sont les germes les moins résistants aux rayonnements

UV (Dykstra, 2002), leurs résistance est comparable a celle d'Escherichia coli.
I11.6.2- Les virus :

(Linden et Mofidi 1999) et d’autres auteurs ont démontré dans leurs travaux que
les virus sont moins sensibles aux rayonnements UV que les bactéries. On note également
une différence de sensibilité entre virus, les rota virus étant plus résistants que les poliovi-
rus. Les bactériophages fécaux spécifiques des bactéries entériques peuvent servir comme

indicateurs des risques de contamination virale (Shayeb, 2000).
I11.6.3-Spores et kystes de protozoaires :

Ce sont les formes qui présentent la plus grande résistance aux rayonnements UV,
et certains micro-organismes parasitaires ne seraient pas affectés (comme les ceufs d'hel-
minthe). Des travaux ont comparé la sensibilité¢ des spores aux UV et aux autres désinfec-
tants, et ils ont constaté que les UV sont les plus efficaces, méme si quelques formes résis-
tantes nécessitent d’importantes doses UV pour les réduire aux normes requises (Hijnene-

tal., 2006).
I11.6.4- Les différences de sensibilité des micro-organismes :

D’apres (Rauth, 1965 ; Chang et al., 1985) la réponse a I'UV est variable selon
le type de micro-organisme ciblé. En se limitant aux trois groupes principaux visés par la
désinfection, la conclusion de la majorité des auteurs va dans le sens de celle de (Chang et

al., 1985).
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Les essais en laboratoire ont permis de déterminer le degré de résistance de diffé-
rents microorganismes par rapport a celle d 'Escherichia coli. Les bactéries végétatives né-
cessitent a peu pres les mémes doses qu’Escherichia coli. Les virus testés (rotavirus et po-
liovirus) sont trois a quatre fois plus résistants, les bactéries sporulées (Bacillus subtilis)
sont environ 10 fois plus résistantes alors que les kystes de protozoaires (Acanthamoeba-
castellanii) requicrent des doses environ 15 fois supérieures (Mignot, 2006).

La variation de sensibilité observée est difficilement dissociable de son état mor-
phologique. Puisque le rayon doit pénétrer la cellule pour I'endommager, les organismes
possédant une paroi plus épaisse ou des structures externes particuliéres seront en principe

plus résistants aux rayons.
I11.6.5-La taille du génome :

Vu la nature de I’action du rayonnement UV, la taille du génome et 1’épaisseur
des couches externes jouent un role important (Bolton, 1999), montre qu’a l'intérieur du
méme genre bactérien, la réponse peut étre variable selon l'espece, en raison de la taille ou
de la composition du génome. Pour assurer leur inactivation, les micro-organismes doivent
subir de multiples attaques du rayonnement au niveau du génome. Les acides nucléiques
requicrent des dizaines et méme des centaines de transformations photochimiques pour que
la réplication soit rendue non fonctionnelle. De ce fait, les plus gros organismes présentent

généralement la plus importante résistance.

D’autre part, on remarque que les génomes qui contiennent des thymines sont les
plus sensibles (Jagger, 1967), impute cette sensibilité au fait que les diméres de thymine

sont plus facilement formés que les autres types.
II1.7- L'utilisation des rayons UV :

Diverses études suggerent un effet protecteur de I’exposition au soleil sur certains
types de cancers (Angulo et al., 2004). L ’explication avancée est le role de ’'UVB dans la
synthése de vitamine D. Mais ces études utilisent des données écologiques et des ap-
proximations de 1’exposition au rayonnement UV, comme le temps passé en extérieur. Un
groupe de travail du Centre international de Recherche sur le Cancer (CIRC) a étudié la
relation entre I’exposition a I’'UV et une éventuelle diminution de risque pour certains can-

cers. L exposition a I’'UV diminue le risque seulement pour le cancer du colon.
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¢ La lumicre UV est fréquemment utilisée au laboratoire pour induire des muta-
tions et son mécanisme d’action est le plus connu. Les conséquences les plus graves de
I’exposition a la lumiere UV, sont les modifications de I’ADN, molécule qui porte toutes
les informations nécessaires a la vie des cellules et des individus (Anguloetal., 2004).

¢ Le rayonnement UV est utilisé en photothérapie contre certaines maladies
comme le psoriasis, la dermatite atypique (Nigro et al., 1998).

% La désinfection par rayonnement UV présente actuellement meilleur rapport
colt / performances ce qui explique le développement considérable de son utilisation avec,
en 1996, plus de 1000 installations de traitement tertiaires, des plus petites (30m 3/j) jus-
qu’aux plus grandes (300 000 m 3/j) en Amérique du Nord et plus de 400 stations de trai-
tement d’eau potable a travers le monde. Les domaines d’application de la technologie de
désinfection par rayonnement UV s’élargissent au-deld du traitement tertiaire des eaux
usées a des utilisations plus large comme la stérilisation des produits agro-alimentaires
(Unluturk, 2004) et a I’'industrie pharmaceutique.

¢ La majorité des études par exemple la technologie de désinfection par rayon
UV utilisant ’UV porte sur le traitement des eaux usées ou sur l'aseptisation de I’eau po-

table en substitution du chlore.

L’efficacité est maximale entre 250 et 280 nm pour dénaturer ’ADN ou encore
entrainer des modifications structurales membranaires induisant des pertes en composés

cellulaires vitaux, ce qui conduit a la mort cellulaire (Liu et al.,, 1993 ; Nigro et al.,1998).

La désinfection par les rayons UV est un moyen efficace de contrdler les microor-

ganismes pathogene présents dans l'eau (Liu et al., 1993).

Les microorganismes ne sont pas tous sensibles de la méme fagon aux rayons UV,
par exemple il a ét¢ démontré que comparativement a E. coli, les virus, sont trios fois plus
résistants aux rayons UV, Le poliovirus soient plus sensible au rayon UV que les autres

(Shaban et al., 1997).

Plusieurs études démontrent que la dose UV appliqué aux microorganismes a un
impact majeur sur le degré de photo réactivation, est un monomérisation directe des di-
meres de Thymines réalisée par la photolyase (ou enzyme de photo réactivation) la photo-

lyase est une enzyme monomérique (Voetet Voet, 1998).
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Ce phénomene est atténué lorsque la dose UV augmente entre 300-500nm et s'ef-
fectue en deux étapes. D un point de vue sociétal, certaines personnes considerent le bron-
zage induit par I’exposition au rayonnement solaire comme un atout esthétique. Il est sou-
vent considéré comme un facteur améliorant I’apparence. (Goulart et Wang, 2010 ;Cafri,

2009 ;Borner et al., 2009).
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Chapitre IV : Matériels et Méthodes.

I'V-Matériels et Méthodes.

L’objectif de notre étude est de metre en évidence une étude comparative
entre I’effet thermique et 1’effet des rayonnements ultraviolet (UV) sur la survie des bacté-
ries Escherichia coli et I’intérét de ces deux traitements dans I’industrie laitiére afin

d’éliminer les germes bactériennes (Escherichia coli).

IV.1-Lieu de travail :

Cette ¢tude a été réalisée dans le laboratoire pédagogique du département de bio-

logie, faculté des sciences a 1’universit¢t AMMAR THELIDJI-Laghouat.

1V.2-Matériel biologique:

La bactérie utilisée dans cette étude est la souche de référence (Escherichia coli
ATCC 25922) qui fait ont partie de la collection du laboratoire de microbiologie du dépar-

tement de biologie.

IV.3.Principe du travail :

Dans notre travail, nous allons étudier :

L’efficacité du traitement thermique et des rayonnements UV sur la charge mi-
crobienne, et nous allons étudier ’effet de la température en fonction du temps sur la sur-
vie de 1 '’Escherichia coli et I’effet des rayonnements UV et 1’impact de ces facteurs

(temps, température, UV) sur la charge microbienne.

IV.4-Méthodes :

IV.4.1-Etude du traitement thermique sur E.coli :

La bactérie est cultivé en bouillons nutritif en tubes de 10 ml a 37 °c pendant 24 h

La concentration obtenue a été de 4-5 McFarland qui équivaux 1.2-1.5 10° UFC/ml.
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Culture sur Bouillon Nutritif ]

Incubation a 37 °c pendant 24 h ]

Repiquage des souches sur milieu Gélose nutritif l

Boites tests.

Témoin

Traitement thermique a 100°c pendant 4, 5 minutes
ou a 80°c pendant 10, 20, 25,30 minutes.

Incubation a 37°c pendant 24 heures.

< Lecture >

FIG 7 -Schéma résumant le protocole expérimental pour les souches microbiennes.
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IV.4.2 -Traitement des échantillons :

IV.4.2.1- préparation des dilutions décimales:

Premiérement on fait la dilution de 1’échantillon sans lait pour déterminer le

temps nécessaire pour détruire 1’Escherichia coli a 100 °c et a 80 °c.

La souche est traitée a différent temps : 100°c (3, 5, 7,10 minutes) et 80°c (30, 20,
15,10 minutes.) Deuxiémement ont fait la dilution de 1’échantillon sur deux types de lait :
lait écrémé et lait entier on prend 9 ml du lait et on ajoute 1 ml des bactéries dans le tube.
La mortalité cellulaire a été évalué par la méthode des dilutions/étalements qui permet de

quantifier I’aptitude des bactéries a se révifier sur milieu gélos¢ PCA (plate count agar).

On prend un tube a essai contient 10° UFC en
10 ml d’eau physiologique.

1 mld’E. Coli

Transfert a chaque fois de 1 ml

M NNTEY>

On fait la
dilution dé-
cimale.
10" 107 10 10 10° 10° 107
1ml
= ==
v
Incubation pendant 24 heures a 37 °C
[ Lecture et décompte des colonies d 'E.coli ]

FIG 8 -Schéma représente le protocole expérimental utilisé pour le traitement thermique du lait
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1V.4.3-étude de I’effet du rayonnement UV sur E.coli :

IV.4.3.1-Description de la lampe UV :

Ultraviolet ou lumic¢re « UV » est une longueur d'onde du rayonnement. Il fait
partie du spectre électromagnétique, qui comprend une micro-onde, rayonnement infra-
rouge et lumicre visible. Chaque longueur d'onde du rayonnement est composé d'un champ
¢lectrique et magnétique, avec énergie vont et viennent entre eux. Tous les rayonnements
vibre a une fréquence particuliére et se déplace a la vitesse de la lumiére (Boltonet,
1999).La lampe est composée de deux tubes de lampe fluorescentes BLB (Black Light
Blue) a rayonnement UV, émettant I’un, a 365 nm (UV-A) et ’autre a 254 nm (UV-C),

avec filtre incorporé.

Ce dispositif permet de traiter des échantillons a distance et temps controlés, pour

des UVC a 254 nm (figure 9).

Fig. 9 - L’appareil UV utilisé.
1V.4.2.2- Méthodes

Les bacteries sont cultivés sur Bouillon Nutritif a 37°C pendant 18h. Les souches
sont ensemencés en surface sur le milieu Plate Count Agar dit PCA, et incubés a 37°C,

ceci pendant 24 a 48 h. La concentration obtenue en bactéries est une moyenne de 1.4 x10°

UFC/ml
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pour Escherichia coli, 8.3 x10° UFC/ml.Les souches sont traités du rayonnement
UV aux différents couples distances (1, 2 et 3 cm) et temps (5, 15, 45 et 60 secondes).La
mortalité cellulaire a été¢ évaluée par la méthode des dilutions/étalements qui permet de

quantifier I’aptitude des bactéries a se revivifier sur milieu gélosé.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition calculé comme suit :

UFC témoin — UFC teste
UFC témoin

Inhibition (%) =

Le témoin correspond aux souches non-traités et le test a ceux soumis aux UV (figure 9).

Culture sur bouillon nutritif.

Incubation a 37°C pendant 18 h

!

Repiquages de la souche sur milieux lait entier/écrémé.

/\

Tube témoin

Tubes tests.

Traitement par les rayons UV (254 nm)

Lecture |I

Fig. 10 - Schéma résumant le protocole expérimental pour la souche bactérienne.
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V.1- Résultats de I’impact de température sur les microorganisme
V.1.1- Tests sur les souches bactériennes :

V.1.1.1- L’effet de la température sur Escherichia coli:

Escherichia coli est un germe souvent associ¢ a la qualité hygiénique du lait et est

retrouvé comme un indicateur de contamination fécale.
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80C lait entier.

80C lait écrémé
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Fig. 11 -Représentation graphique des résultats en pourcentages d'inhibition de la souche

Escherichia coli aprés l'exposition 4 la température 80°C a 10, 20, 25 et 30 minutes.

120 . L
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100 - e —
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O I T T
Lait entier. Lait écrémé

Fig. 12 -Représentation graphique des résultats en pourcentages d'inhibition de la souche

Escherichia coli aprés I'exposition  la température 100° C a 4 et Sminutes.
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On remarque pour la souche bactérienne Escherichia coli est sensible a la température
au dela de 80°C ou le taux d’inhibition dépasse 92% a 10 et 20 minutes et il est maximale
100% a 25minutes pour le lait écrémé. Pour le lait entier le taux d’inhibition maximale est

a 30 minutes.

Pour la température 100°c le taux d’inhibition est maximal & partir de 4 minutes pour

le lait écrémé et 5 minutes pour le lait entier.

(A) (B)

Fig. 13 - Résultats de la souche Escherichia coli A) témoin B) apres 1'exposition a

la température 100°C a 5 minutes.
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Chapitre V : résultats et discussion.

V.2- Résultats de I’impact des rayons UV sur Escherichia coli:

1 Les valeurs de pourcentage d’inhibition sont variées avec la variation de la dis-

tance (1, 2 et 3 cm) et du temps d'exposition (5, 15, 45 et 60 secondes) des micro-

organismes aux rayons UV (254 nm).
V.2.1- Tests sur les souches bactériennes :

V.2.2- L’effet de I’UV sur Escherichia coli:

ra

RN

“Kscherichia coli:

=

=

:-s "

= B5

-E "

ES B15

X

= 45"
60"

1CM 2CM 3CM
la distance

Fig. 14 -Représentation graphique des résultats en pourcentages d'inhibition de la souche
Escherichia coli apres 1'exposition sur les rayons UV (5, 15, 45 et 60 Secondes) a diffé-

rentes distances (1, 2 et 3 cm) dans le lait entier.

‘Escherichia coli.

-
- -
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% d'inhibition
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2cm 3cm

lcm
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Fig. 15-Représentation graphique des résultats en pourcentages d'inhibition de la souche
Escherichia coli apres 1'exposition sur les rayons UV (5, 15, 45 Secondes) a différentes

distances (1, 2 et 3 cm) dans le lait écrémé.
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On remarque pour la souche bactérienne Escherichia coli que a chaque fois on
augmente la durée d’exposition au rayons ultraviolet, I’inhibition est plus en plus aug-

mente. Et avec un pourcentage d’inhibition important dans les temps plus de 15 secondes.

(A) (B)

Fig. 16 - Résultats de la souche Escherichia coli A) témoin B) aprés I'exposition sur les

rayons UV (60 Secondes) a distances (1cm).
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V.2.2- Discussion des résultats :

Les résultats du traitement thermique a la température de 80°C indiquent que
la souche bactérienne testée Escherichia coli est sensible a des taux d’inhibitions de
92,72% a 100% dans le lait entier par contre les valeurs d’inhibition vont de 95.63% a
100% pour le lait écrémé, avec des temps d’expositions allons de 25 a 30 minutes pour

le lait écrémé et entier respectivement.

Pour la température de 100°C les résultats obtenus indiquent que 1’ Escherichia
coli est sensible a la température a des taux d’inhibitions de 100% pour les deux types de
lait entier et écrémé mais c’est le temps d’exposition qui varie il est de 5 minutes pour le

lait entier et de 4 minutes pour le lait écrémé.

La différence des temps d’inhibitions totales de la croissance d’Escherichia
coli entre le lait écrémé et le lait entier s’explique par la présence de la mati¢re grasse

dans le lait entier ce qui diminue le temps du transfert de chaleur dans le lait entier

D’une fagon générale, la stabilité thermique des ribosomes correspond a la
température maximale de croissance d’un microorganisme. Les membranes cytoplas-

miques semblent étre les sites majeurs de dommages causés par la chaleur humide.

Les microorganismes y sont plus sensibles qu’a la chaleur séche, du fait la forte

influence de I’activité de ’eau (Lund et al., 2000).

Les résultats du traitement par UV indiquent que la souche bactérienne testée est
sensible aux UV de 70,15 % a 100 % d’inhibition pour Escherichia coli dans le lait entier.

Par contre les valeurs d’inhibition vont de 80,1 % a 100 % pour le lait écrémé.

Cette inhibition est croissante avec le temps d’application. Il y a une différence si-
gnificative entre le différent intervalle de temps, les temps minimums d’inhibition de la
croissance d 'E. Coli a 100 % sont de 60 secondes et 45 secondes pour le lait entier et le lait
écrémé respectivement. Par contre il n'est ya pas une déférence significatif entre les dis-

tances d’expositions.

Les photons de la lumiére UV ont suffisamment d'énergie pour casser certaines
liaisons chimiques. Le type le plus courant des Iésions de 'ADN dans les bactéries sous la
lumiére UV est un dimére pyrimidine, ou deux bases adjacentes dans I'ADN de la bactérie

deviennent réticulées.
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Chapitre V : résultats et discussion.

La lumiere UV peut ¢galement créer des cassures double brin de I'ADN. Si elles
ne sont pas réparés, dimeres pyrimidiques déforment la structure de la molécule d'ADN et
empéchent la réplication de ' ADN pendant la division cellulaire, qui peut provoquer la

mort cellulaire (Vincent et al., 2000).

Le pourcentage d’inhibition est important a partir de 15 secondes .C'est-a-dire
plus I'exposition des souches bactériennes sous I'UV est lent plus le pourcentage d'inhibi-
tion est augmenté. Et par étude de la souche, et d’apres la littérature, les rayons UV sont

plus efficaces sur les bactéries Gram négatif (Hassen et al., 2000).
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-Conclusion




Conclusion

Conclusion :

Dans un contexte global de sécurité alimentaire, associ¢ a une recherche de nou-
veaux procédés d’amélioration de la qualité et du prolongement de la fraicheur des ali-

ments.

La désinfection par I’exposition aux UV est une des méthodes athermiques ré-

centes pour la décontamination des aliments.

Le présent travail a pour but de comparer I’impact thermique et I’impact des UV

sur la survie d’Escherichia coli.

A travers cette étude comparative on conclue que le traitement athermique par
rayons UV est plus efficace et rapide. L’action bactéricide des UV sur Escherichia coli est
trés importante par apport a la chaleur et ne modifie pas les propriétés organoleptiques et
nutritionnelles des aliments, donc les UV est I'une des les plus efficaces dans la déconta-

mination.
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Résumeé.

Titre: Etude comparative entre I’effet de la température et des rayons UV sur la survie de I’E.coli
Résumé :
Dans un contexte global de sécurité alimentaire; associé a une recherche de nouveaux procédés

d’amélioration de la qualité et de prolongement de la fraicheur, le présent projet a pour but de comparer
les effets antimicrobiennes entre la température et des rayons ultraviolets (UV) de la bactéries Gram
négatif de la souche (Escherichia coli) a été soumise a deux température 100°C et 80°C pendant (4, 5,
10, 20, 25 et 30 minutes) en milieu lait écrémé et entier pour le traitement thermique. Pour le traitement
par rayon UV les bactéries ont été soumises a quatre temps de traitement (5, 15, 45 et 60 secondes) et
trois distance de la lampe UV (1, 2 et 3 cm).les résultats obtenus montrent que la souche bactérienne est
thermosensible a partir de 80°C de traitement, mais aussi sensible aux rayons UVC a partir de 15
seconde de traitement. Donc on conclut que 1’action antibactérienne de la température et des rayons UV
sont trés importantes.

Mots clés : UV, Escherichia coli, stérilisation, traitement thermique, pasteurisation.

Title: Comparative study between the effect of temperature and UV on the survival of E. coli.
Summary:
In a global context of food security, coupled with the search of new quality improvement process and
extending the freshness, this project aims to compare the antimicrobial effect between the temperature
and ultraviolet rays. Gram negative bacteria (Escherichia coli) were subjected at two temperatures 100
°C and 80°C. For 4, 5, 10, 20, 25 and 30 minutes in skimmed and whole milk for the heat treatment.
For the UV treatment the bacteria were subjected to four treatment times (5, 15, 45 and 60 seconds)
and three UV lamp distance (1, 2 and 3 cm). The results obtained show that the bacterial strain is heat
sensitive from 80 ° C treatment, but also sensitive to UVC radiation from 15 second treatment. So we
conclude that the antibacterial action of temperature and UV rays are very important.
Key words: UV, Escherichia coli, sterilization, pasteurization, thermal treatment.
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