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I ntroduction

I ntroduction

Le lait est considéré comme un produit alimentaire de base qui occupe de plus en plus
une place importante dans I’alimentation quotidienne des algériens. L'Algérie se place au
3eéme rang mondial en matiére d’importation de lait et de produits laitiers, apres I’ltalie et le
Mexique (Rachid Amellal., 2002). Grace a sa richesse en éléments nutritifs, le lait constitue
un excellent milieu de culture pour plusieurs types de microorganismes, qui peuvent entrainer

son altération et causer des maladies chez les consommateurs.

La pasteurisation est un traitement thermique qui prolonge la durée de vie du lait et
réduit ainsi le nombre de micro-organismes dangereux non sporulés. Les bactéries sporul ées
rencontrées en laiteries appartiennent a la flore thermorésistante telle que les bacilles
thermophiles. Ces dernieres ont la capacité de produire une endospore leur permettant de

résister a certaines conditions défavorables.

Les bacilles thermophiles présents dans le lait reconstitué pasteurisé ont pour origine
soit la poudre de lait soit les biofilms formés par ces cellules sur les équipements de la chaine
de fabrication (A. Brisabois et al., 1997). Ces bactéries agrobies sporulées du genre Bacillus
font partie de la flore de contamination responsable de la détérioration de la qualité du lait.

Dans cette optique l'objectif principal assigné a ce travail est I’évaluation de la
contamination d’une laiterie locale, dans la région de Ain Smara a Constantine, par lamise en
évidence d’une flore d’altération représentée par des bacilles thermophiles facultatifs isolés du
lait reconstitué pasteurisé en adoptant le plan expérimental suivant :

v Isolement des bacilles thermophiles facultatifs a différentes étapes de la chaine de
fabrication (la poudre de lait, le lait standardisé, le lait ala sortie du pasteurisateur et le
produit fini).

v' Identification des souches isolées par galerie classique.

v Caractérisation des souches isolée par I’étude de leur pouvoir enzymatique.
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Chapitre 1: Généralitéssur lelait

1. Définition du lait

Selon le congrés internationa de la répression des fraudes tenu a Geneve en 1908 le lait
est défini comme << le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée, dépourvu de colostrum >>. || doit étre en
outre collecté dans de bonnes conditions hygiéniques, et présenter toutes les garanties
sanitaires. Il peut étre commercialisé en I’état mais le plus souvent apres avoir subi des
traitements de standardisation lipidique et d’épurations microbiennes pour limiter les risques

hygiéniques et assurer une plus longue conservation (Schuck et al., 2008).

2. Composition du lait

Le lait est un substrat trés riche fournissant & I’homme et aux jeunes mammiferes un
aliment presgue complet. Protides, glucides, lipides, sels minéraux et vitamines sont présents
a des concentrations tout a fait satisfaisantes pour la croissance et les multiplications
cellulaires (Tableau 01). (Bourgeois et al., 1996).

Tableau 01 : Composition du lait de vache (Alais et al., 2005).

Composants Composition (g/l)
Eau 905
Glucides (lactose) 49
Lipides 35
Matiere grasse proprement dite | 34
| écithine (phospholipides) 0.5

Insaponifiable (stérols, carotenes, | 0.5
tocophérols)

Protides 34
Caséine 27
Protéines «soluble» (globuline, | 2.5
albumines)

Substance azotées non protéique 15
Sel 9

Congtituants  divers  (vitamines, | Traces
enzymes, gaz dissous)
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92
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2.1 Lamatieregrasse

La matiere grasse proprement dite, ou lipides neutres, (Alais et al., 2005) se compose
principalement de triglycérides, de phospholipides et d’une fraction insaponifiable constituée
en grande partie de cholestérol et de 3-Carotene (Tableau 02) (L.vignolaet al., 2002).

Tableau 02 : Composition lipidique du lait (L.Vignolaet al., 2002).

Congtituants Proportionsdelipidesdu
lait (%)
Triglycérides 98
Phospholipides 1
Fraction insaponifiable 1

2.2 Lesglucides

Ils sont essentiellement présentés par du lactose; ce dernier est le constituant le plus
abondant de la matiere seche (M. Luquet., 1985). D’autre glucides peuvent étre présents en
faible quantité, comme le glucose et |e galactose qui proviendraient de I’hydrolyse du lactose
(L.vignolaet al., 2002).

2.3 Lesprotéines

Les proténes sont des polymeéres linéaires d’acides aminés unis par une liaison peptidique
(Moussarad., 2006). Elles sont indispensables au bon fonctionnement des cellules vivantes
(Gouldet et Kowalski., 2011). Elles constituent aussi une part importante du lait et des
produits laitiers (L.Vignola et al., 2002). L’ importante protéine est la caséine qui constitue

bien souvent 80% des protéines du lait (Ebing et Rutgers., 2006).
2.4 Lesenzymes

Les enzymes sont des substances organiques de nature protéique, produites par des
cellules ou organismes vivants, agissant comme catal yseurs dans les réactions biochimiques.
Dans les conditions normales le lait contient une grande variété d’enzymes (M. Luquet.,

1985), principalement trois groupes : les hydrolases, |es déshydrogénases (ou oxydase) et les
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oxygénases. Les deux principaux facteurs qui influents sur I’activité enzymatique sont le pH
et latempérature (L.vignolaet al., 2002).

2.5 Lesvitamines

Les vitamines sont nécessaires au fonctionnement normal des processus vitaux et les
aliments doivent en apporter en quantité suffisante. Le lait est une source non négligeable de
ces substances. Ce sont, en général, de petites molécules de structures trés variées. Cependant,
elles jouent trés souvent le réle de co-enzyme qui, associée a une apo-enzyme de nature
protéique, développe une activité biocatalytique (M. Luquet., 1985). On classe général ement
les vitamines en deux catégoriesselon leur solubilité: les vitamines hydrosolubles et les
vitamines liposolubles (L.vignola et al., 2002).

2.6 Les hormones

Les hormones sont des substances chimiques spécifiques produites par une glande
endocrine qui jouent un roéle important dans les fonctions essentielles de I’organisme. Elles
peuvent étres véhiculées de la glande productrice a I’organe récepteur par I’intermediaire du
sang et par simple phénomeéne de diffusion passive ; elles peuvent se retrouver dans le lait si
I’organe récepteur est la glande mammaire. Les hormones que I’on peut trouver dans le lait
appartiennent aux protéohormone et hormones peptidiques et aux hormones stéroides (M.
Luquet., 1985).

2.7 Les minéraux

Les minéraux du lait ne forment qu’une faible partie de la matiére séche mais ils sont
intéressants par leur contenu en calcium et en phosphore. Le lait est la plus importante source
de calcium dans la nutrition humaine (Tableau 03). (Alais et al., 2005).

Tableau 03 : Composition minérale moyenne du lait de vache (Croguennec et al ., 2008)

Minéraux majeurs (en mg.l1"%) Lait devache
Calcium 1200
Phosphore 920
Potassium 1500
Sodium 450
Chlore 1100
Magnésium 110
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2.8 L’eau

L’eau est le constituant le plus important du lait, en proportion. La présence d’un dipdle et
de doublets d’électrons libres lui confére un caractére polaire. Ce caractére polaire est 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 hydrophiles du serum. Puisgque les
matieres grasses possedent un caractére non polaire (hydrophobe), elles ne pourront se
dissoudre et formeront une émulsion de type huile dans I’eau (H/E) il en est de méme pour les
micelles de caséines qui formeront une suspension colloidales puisqu’elles sont solides
(L.vignolaet al., 2002).

2.9 Lesgaz dissous

Lelait contient des gaz dissous, essentiellement CO,, N, et O,. Au cours des traitements
technologiques, la teneur en CO, diminue et celle en N, et O, peut augmenter (Tableau 04)
(M. Luquet., 1985).

Tableau 04 : Les proportions des gaz dissous présents dans e lait (en volume %) (Webb et
Johnson., 1965).

CO; N, 0, TOTAL

4.45% 1.29% 047 % 6.21 %

3. Propriétésdu lait
3.1. Propriétés organoleptiques
Couleur

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

Odeur

Elle est trés caractéristique et résulte de la matiere grasse qui fixe des odeurs animales.
Elle varie en fonction de I’alimentation de la femelle productrice, de I’ambiance de la traite, et
du mode de conservation du lait (Fredot., 2006).
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Saveur

Le lait présente une saveur |égerement sucrée (L.Vignola., 2002), due a I’abondance du

lactose qui aun faible pouvoir sucrant (Larbalétrier., 2015).
Viscosité

La viscosité du lait est principalement fonction de sa teneur en protéines et en matieres
grasses, Ce qui fait que laviscosité du lait est trés supérieure acelle de I'eau (Alais., 2007).

3.2 Propriétés physico-chimiques

Les principales propriétés physico-chimiques utilisées en industrie laitiére sont la mesure
du pH, la masse volumique, le point de congélation, le point d’ébullition, I’acidité et la

densité.
Lamesuredu pH

Le pH renseigne précisément sur I’état de fraicheur du lait. Un lait frais normal est neutre
ou a tendance légerement acide vis-a-vis de I’eau pure (pH 7 & 20 °C). S’il y a action des
bactéries lactiques, une partie du lactose du lait sera dégradée en acide lactique, ce qui
entraine une augmentation de la concentration du lait en ions hydronium (H;O") et donc une

diminution du pH car :
pH = -log [H30+]
Si lepH <6 ,5 lelait est acide (M. Luquet., 1985).
L a masse volumique

La masse volumique du lait & 20°C est environ 1030kg/m3. Elle varie en fonction de la
composition du lait, notamment de sa teneur en matiéere grasse qui a un effet prépondérant en

raison de sa variabilité suivant la race et I’alimentation (Croguennec et al., 2008).
Point de congélation

Le point de congélation du lait est inférieur a celui de I’eau puisque la présence de solides
solubilisés abaisse e point de congélation. Il peut varier de -0,530°C a -0,575°C avec une
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moyenne a -0,555°C. Un point de congélation supérieur a-0,530°C permet de soupconner une
addition d’eau au lait (L.vignola et al., 2002).

Point d’ébullition

Le point d’ébullition est défini comme la température atteinte lorsque la pression de
vapeur de la substance ou de la solution est égale a la pression appliquée. Ainsi, comme pour
le point de congélation, le point d’ébullition subit I’influence de la présence des solides
solubilisés. Il est [égerement supérieur au point d’ébullition de I’eau, soit 100,5°C (L.vignola
et al., 2002).

Aciditédu lait

Dés sa sortie du pis de lavache, le lait démontre une certaine acidité. Cette acidité est due
principalement a la présence de protéines, surtout les caséines et la lactalbumine, de
substances minérales telles que les phosphates et le CO2, et d’acides organiques, le plus
souvent I’acide citrique. Elle varie entre 0,13 et 0,17% d’équivalent d’acide lactique
(Tableau 05) (L.vignolaet al., 2002).

Tableau 05 : Acidité naturelle du lait : apport des différents constituants (L.vignola et al.,

2002)
Congtituants Acidité (%) d’équivalent d’acide lactique)
Caséines 0,05a0,08
Phosphates 0,05a0,07
Lactalbumine 0,01
CO2 0,01 40,02
Acide citrique 0,01

Ladensitédu lait

Ladensité du lait est liée a sarichesse en matiére seche (lactose). Un lait pauvre aura une
densité faible. Lelait enrichi en matiére grasse a une densité qui diminue et, qu’a I’opposé, un
lait écrémé a une densité élevée. I’appréciation précise de cette proprieté se fait par la

détermination de la masse volumique (L.vignolaet al., 2002).
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4. Lelait reconstitué

La recongtitution du lait, consiste a mélanger de I’eau et du lait en poudre écrémé afin
d’obtenir un produit dont la teneur en matiére seche est voisine de celle du lait liquide initial
(ou conforme a un rapport eau/matiére seche donné). La reconstitution peut aussi étre la

dilution d’une poudre de lait grasse dans de I’eau (FAO., 1995).
M éthode de reconstitution

La poudre de lait est versée dans I’eau contenue dans un tank tout en agitant assez
énergétiguement pendant 20 a 30 minutes a une température qui varie entre 35 et 45 °C. Afin
de permettre une bonne hydratation de la poudre, il faut maintenir le méange sous une simple

agitation mécanique en tank a une température de 5 a 10 °C pendant 5 a 12 heures.

Au cours de I’opération, il est necessaire d’éviter I’introduction de I’air dans le mélange en
utilisant des dispositifs de mélange comportant une pompe de recirculation avec apport de la
poudre par une trémie située avant la pompe. Un systeme de filtration ou de nettoyage
centrifuge peut étre utile pour éliminer les particules résiduelles (FAO., 1995).

5. Lavaleur nutritive

Le lait de vache est hautement nutritif et peut jouer un role important dans I’alimentation

des enfants comme celle des adultes (C. Latham., 2001).

Le gout riche du lait provient des matiéres grasses qui sont parmi les graisses alimentaires
les plus facilement digestibles a cause de la finesse de leur émulsion. Elles comptent pour
49% des calories du lait entier (Anonyme., 2006).

Il contient des protéines a haute valeur biologique notamment la caséine qui représente
82% de ces derniéres et |e lactalbumine (J Senterre et R. Eeckels., 1996).

Il renferme aussi une bonne quantité de lipide et de lactose qui est presque le seul glucide
présent dans le lait. Ces 2 composants constituent d’importantes sources d’énergies (Charles
Betal., 1991).

Un autre composant important du lait : le calcium qui est le minéral le plus abondant dans
I’organisme, pres de 99% sont concentrés dans les os et les dents. Le restant joue tout de



Chapitre 1: Généralitéssur lelait

méme un réle dans le fonctionnement des cellules musculaires et les cellules nerveuses. |l

participe également aux fonctions rénales, a la coagulation sanguine et a plusieurs processus
enzymatiques (Cassard., 2013).
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1. Qualitéhygiéniquedu lait

La qualité bactériologique du lait est un élément important a prendre en compte pour
fabriquer des produits laitiers de qualité, au gout typé, et dépourvue de germes pathogenes
pour I’homme (Anonyme., 2009). La qualité du lait a I’usine est le résultat d’une chaine de

soins dont chaque maillon est essentiel.

2. Floredecontamination du lait

La contamination du lait se fait par I’ensemble des microorganismes gjoutés au lait, qui
peuvent se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts sensoriels ou qui réduira
la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogéne capable de provoquer des
mal ai ses chez les consommateurs (L.Vignola., 2002).

3. Originedelacontamination

3.1. Contamination par I’eau

L’eau utilisée dans la reconstitution de lait, doit ére potable et hotamment répondre aux
standards fixés par I’organisation mondiale de la santé (OMS). Sur le plan microbiologique,

elle ne doit contenir aucun germe pathogene (FAO., 1995).

3.2. Contamination par les manipulateurs

Le lait n’est pas manutentionné dans des conditions de propreté scrupuleuse et peut se
contaminer a n’importe quel moment par la poussiere ou des gouttelettes portant des
microorganismes pathogenes. Mais I’infection directe par des manutentionnaires de lait ou

des ouvriers de laiterie porteurs de germes est encore plus commune.

On peut avoir une contamination du lait par les manipulateurs méme apres la pasteurisation
(Jawetz et al., 1973).

3.3. Contamination par la poudre

Fournie est protégée de la contamination en eau avant utilisation, le nombre de
microorgani smes présents augmentent genéralement au cours du stockage, bien que le nombre
de spores peut rester constant. Les producteurs de la poudre, ne prennent pas en charge la
croissance des micro-organismes, le contenu microbiologique varie selon [I’utilisation

ultérieure de la poudre. Pour cette raison, |es organismes gouvernementaux et les laboratoires
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ont développé des limités microbiologiques ou des spécifications qui s’appliquent a certains
groupes de micro-organismes qui peuvent ére présents dans le lait en poudre. Ces
spécifications peuvent concerner les apports des matieres a la qualité du lait et I’hygiéne lors
delafabrication et du stockage (Augustin et al., 2003).

3.4.Contamination a partir des éguipements

Elle est souvent caractériseée par la formation des biofilms laitiers qui sont dominés par
différentes bactéries. La formation de ces biofilms sur les équipements peut entrainer de
graves problemes d’hygiéne et de pertes économiques dues ala détérioration des aiments et a
la dépréciation des équipements (Flint et al., 1997). Les micro-organismes dans les biofilms
catalysent les réactions chimiques et biologiques provoquant la corrosion des métaux dans les
tuyauteries et les réservoirs et ils peuvent réduire I’efficacité de transfert de chaleur s’ils

deviennent suffisamment épais (Simoes et al., 2009).

4. Pasteurisation du lait

De nombreuses substances comme le lait sont traitées par un chauffage contrélé a des
températures bien inferieures a celle de I’ébullition. Ce procédé connu sous le nom de
pasteurisation, en I’honneur de son inventeur Louis Pasteur, a été adopté par les chimistes
allemands V.H et F.Soxhlet en 1886 pour la conservation du lait et la réduction des maladies

transmissibles par ce dernier.

La pasteurisation ne stérilise pas le lait mais €lle tue tous les germes pathogenes présents et
ralentit fort la détérioration en réduisant le nombre de microorganismes non pathogéenes

responsables du phénomene (M.Prescott et al., 2003).

4.1. Lestypesde pasteurisation

Deux types de traitements sont généralement pratiqués en laiterie :

. Pasteurisation haute ou HTST (high temperature, short time): Le lait est
chauffé a une température entre 71-72°C pendant 15 a 40 secondes. Elle est
réservée aux laits crus de bonne qualité. Sur le plan organol eptique et nutritionnel,
la pasteurisation haute n’a que peu d’effets : la phosphatase alcaline est détruite et
la peroxydase reste active. La DLC (date limite de consommation) des laits ayant
subi une pasteurisation haute est de 7 jours aprés conditionnement (bouteille en

verre ou en carton, polyéthylene ou aluminium).
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. Flash pasteurisation: €elle est pratiqguée a une température entre 85 a 90°C
pendant 1 a 2 secondes, sur le lait cru de mauvaise quaité. La phosphatase et la

peroxydase sont détruites.

La destruction du bacille tuberculeux est souvent prise comme référence pour le choix du
baréme de pasteurisation (Jeantet et al., 2007).

4.2. Leprocédé de pasteurisation du lait

La pasteurisation haute température est |e type de pasteurisation utilisé souvent en laiterie.

-Préchauffage : Le lait refroidi a 5°C, est soutiré du tank de collecte, puis pompé vers
I’échangeur a plaque, dans la section de préchauffage, ou il est chauffé a une température de
68°C.

- Dégazage : Le lait préchauffé a 68°C est introduit tangentiellement dans la cuve sous vide.
Les gaz véhiculés ala vapeur montent vers le haut de la chambre et sont aspirés par la pompe

sous vide, et la vapeur se condense dans |e condenseur et revient danslelait.

-Standardisation : Une fois le lait sorti du dégazeur, on fait I’injection de la matiére grasse

laitiere anhydre de fagon a obtenir une teneur en matiere grasse de 16 g/l.

-Homogénéisation : L’homogénéisation consiste a faire passer le lait sous forte pression a 60
bars a travers des orifices tres étroits qui réduisent la taille des globules gras, et détruisent

partiellement les micelles de caséines.

-Pasteurisation proprement dite : Le lait sort de I’hnomogenéisateur a une température de
60°C, il est conduit vers I’échangeur a plaque pour étre chauffé a 90°C pendant 30 secondes
dans le chambreur. Le lait pasteurisé est refroidi a une température de 5°C avec de I’eau
glacée, puis stocké dans des tanks (Savage., 1933).
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Figure 01 : Photomicrographies des espéces de Bacillus visualisées par microscopie a
contraste de phase. (Vos et al., 2011).

(& : Bacillus pumilus. Cellules minces cylindriques, spores subterminaux, pas de gonflement
des sporanges.

(b) : grandes cellules de Bacillus cereus avec spores dlipsoidaux, paracentraux et
subterminaux, pas de gonflement des sporanges.
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1. Généralitéssur lesbacillesthermophiles

Les bactéries du genre Bacillus sont des grands bacilles a Gram positif, groupés en
chainettes, sporulants, chimiohétérotrophes 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 |'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 pathogenes que pour les insectes (Figure 01)
(Délerras., 2007).

Les Bacillus sont responsables de I’altération des produits laitiers, les espéces les plus
incriminées sont Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, cette atération est
due principalement aux activités enzymatiques des souches contaminants les produits qu’elles
peuvent introduire desanomaliesdansle lait (lacoagulation 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).

2. Définition des bacillesther mophiles

Les Bacillus thermophiles sont des organismes qui se développent entre 45 et 70° C. lls
sont souvent trouvés dans le lait. Ces organismes sont généralement associés avec le sol et le
compost et sont soupgonnés d'étre introduits dans le lait cru en faible nombre (<10 UFC / ml)
pendant la traite (Flint et al., 2015). lls peuvent étre divisés en deux groupes : les

thermophiles obligatoires et |es thermophiles facultatifs.
2.1 Lesthermophiles obligatoires

Les thermophiles obligatoires sont capables de se développer au-dessus de 45 °C jusqu’a
75-80°C mais €elles ne sont pas capables de se développer a 37°C (Cuq et al., 1992). On peut

citer certaines especes telles que : Geobacillus stearothermophilus (Déelarras., 2014).

14



Chapitre 3: Lesbacillesthermophilesdans|elait pasteurisé

2.2 Lesthermophilesfacultatifs

Les thermophiles facultatifs font partie du genre Bacillus et ont I’aptitude a croitre a des
températures mésophiles et thermophiles (30-55°C), en fonction de la souche. Quelques
exemples d’espéces comprennent Bacillus coagulans, B.lichenifrmis, B.pumilus,

B.sporothermodurans et Bacillus subtilis (Barbarous et Gulsun., 2014).

3. Taxonomie
Les bactéries du genre Bacillus font partie de lafamille des Bacillaceae.
Domaine : Bacteria ou Eubacteria
Phylum : Bacilli
Ordre: Bacillales
Genre : Bacillus (Déarras., 2007).

Ces bactéries peuvent étre classées en fonction de la morphologie de la spore ; éudiée par
examen microscopique ou en fonction de critéres plus nombreux incluant le caractére

respiratoire et fermentaire, lathermophilie, ... etc (Guiraud., 2003).
Si on considere la spore, on distingue :
-Groupe 1 : spore ovale non déformante a paroi épaisse (exemple : B. subtilis).

-Groupe 2 : spore ovale déformante a paroi épaisse (exemple : B. stearothermophilus, B.
polymyxa).

-Groupe 3 : spore sphérique déformante (exemple : B.pasteurii et B.sphaericus).

4. Sporulation des bacillesthermophiles

La sporulation est un phénomeéne naturel dans le cycle de croissance de certains groupes
de bactéries telles gue les especes des Bacillus (Ponce et al., 2008). Il intervient lorsque les
conditions deviennent défavorables a la croissance (carence en nutriments, en sels minéraux,

manque d'eau), c'est-a-dire lorsque I'organisme est en situation de stress (Barill et al., 2012).
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tunique interne
_ (cytoplasme de
exosporium la cellule-mére)

- Core

tunique externe cortex

tunique
moyenne

Figure 02 : Spore de Bacillus cereus observée par microscopie éectronique a transmission
(Dromigny ., 2008).
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Les endospores des bacilles thermophiles se distinguent par une formation rapide en
environnement des produits laitiers, en revanche les facteurs qui contribuent a ce phénoméne
ne sont pas clairement compris (Postollec et al., 2012). La plupart des travaux ont été réalisés
sur les spores des bacilles mésophiles : Bacillus cereus et Bacillus subtilis, leur processus de

sporulation est censé étre similaire a celui des bacilles thermophiles (Ponce et al., 2008).
4.1 Structure de I’endospore

Les spores sont constituées d'un noyau, autrement connu sous le nom de protoplaste, qui
contient le matériel nucléaire, entouré par la membrane corticale et le cortex, qui est a son
tour enfermé dans le manteau de la spore. Certaines especes, telles que Geobacillus sp et
Bacillus cereus, peuvent avoir une couche au-dessus du manteau de la spore appelée
exosporium d’autres especes telles que B. cereus peuvent avoir des appendices. La principae
différence entre les espéces dans la structure des spores est la structure et le nombre de
couches dans le manteau des spores, alors que le cortex et le noyau sont tres similaires. Par
exemple, la plupart des spores contiennent une couche extérieure et intérieure. Cependant,
d'autres spores peuvent contenir une couche dense entourée par un exosporium (Figure 02)
(Burgess et al., 2010).

4.2 Formation des spores

La sporulation est un processus complexe qui implique une succession d’étapes qui est
considérée comme étant tres similaire entre bactéries aérobies et anaérobies facultatives
sporulées (Burgess et al., 2010). Il y a d’abord formation d’un filament axial de matériel
nucléaire (phase 1), suivie de I’invagination de la membrane cellulaire isolant une partie de
I’ADN et constituant le septum de la préspore (phase2). La membrane continue a se
développer et entoure la préspore d’une seconde enveloppe (phase 3). Le cortex se forme,
ensuite, dans I’espace compris entre les deux membranes du calcium et de I’acide
dipicolinique s’y accumulent (phase 4). Les protéines de la tunique sont alors formées autour
du cortex (phase 5) et I’endospore arrive a maturité (phase 6). Finalement des enzymes

lytiques détruisent le sporange libérant la spore (phase 7) (M .Prescott et al., 2010).

Comprendre comment se produit la formation de spores est important car cela peut aider a
controler les spores dans les usines de transformation laitiere. Généralement la température
optimale et le pH optimal pour la formation des spores sont semblables & ceux pour la

croissance des cellules végétatives. La présence des sels minéraux tels que le magnésium, le
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Figure 03 : Etapes de la formation de I’endospore : Le cycle de Bacillus megaterium.
(M.Presdcott et al., 2010).

C: Cortex ; IFM et OFM : membrane interne et externe de la préspore ; M : mésosome; N :
nucléoide ; S: septum ; SC : tunique de la spore.
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calcium et le potassum peut jouer un réle important dans I'activation du processus de
formation des spores (Figure 03) (Burgess et al., 2010).

4.3 Larésistance

Les spores sont résistantes a la chaleur, a la rupture mécanigue et a une grande variété de
produits chimiques, ce qui rend leur destruction trés difficile dans |les processus de fabrication
des produits laitiers (Burgess et al., 2010).

Dans le cas des bacilles mésophiles et facultativement thermophiles, des combinaisons de
plusieurs propriétés contribuent a la résistance globale des spores de Bacillus, y compris leur
faible teneur en eau, I'imperméabilité de la membrane interne, la couche de spores, le cortex
peptidoglycane, les petites protéines solubles dans I'acide (PAS) et I'acide dipicolinique
(DPA).

Les principales caractéristiques des spores associées a la résistance a la chaleur sont la

minéralisation et |'activité faible en eau.
= Laminéralisation

Des minéraux sous forme de cations bivalents, le plus souvent les cations Ca2*, sont situés

dans e noyau des spores, principalement chélatés avec le DPA.

Les spores mutantes qui ont été incapables de produire le DPA ont également été
incapables d'accumuler le calcium. La quantité de calcium dans les spores de B.
sporothermodurans a montré une corrélation avec la résistance a la chaleur des spores de

Bacillus mésophiles.

Le type de cation bivalent présent dans le noyau des spores influence sur larésistance ala
chaleur. Par exemple, les spores de B. subtilis, B. licheniformis et B.coagulans produites sur la
gélose contenant une variété dions, tels que le calcium et le magnésium se sont réveélés étre
plus résistantes a la chaleur que celles produites sur la gélose nutritive supplémenté avec du

manganése seulement (Burgess et al., 2010).
. L’activité de I’eau

L’activité de I’eau des spores est aussi importante dans la résistance des spores. Il a été
démontré que la structure des spores de B.sporothermodurans a changé quand les spores ont
été isolées a partir des endroits différents par exemple les spores isolées du lait UHT étaient
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plus denses, plus petites et plus résistantes a la chaleur que celles isolées a partir du lait cru.
En outre, des études ont montré que les spores formées a des températures supérieures a la
température optimale de croissance d'une souche particuliére ont tendance a étre plus
résistantes a la chaleur, et indiquent que le choc thermique peut étre responsable de ce

phénomene observé (Burgess et al., 2010).
4.4 Lagermination

Lorsque la spore est placée dans des conditions favorables de croissance, elle germe pour
produire de nouveau une cellule végétative. Ce processus de transformation se déroule en 3

étapes : I’activation, lagermination et la croissance (Jawetz., 1973).

a. L’activation : est un processus réversible qui prépare les spores ala germination. Pour
pouvoir germer, la spore doit étre activée par un agent comme la chaleur, I’acidité ou
les produits chimiques (Burgess et al., 2010).

b. Lagermination : ce processus est caractérisé par le gonflement de la spore, larupture
ou I’absorption de la tunique, la perte de la résistance a la chaleur ou & d’autres
agressions (M. Prescott et al., 2010) et surtout a la libération des composants de
mucopeptide et de I’acide dipicolinique de la paroi cellulaire. Ce dernier acide ne se
trouve que dans les spores et pourrait avoir un role dans I’inactivation des enzymes de
lacellule normale qui réapparaissent apres germination (Jawetz., 1973).

c. Lacroissance: le protoplaste de la spore synthétise de nouveaux composés, émerge
des restes de la tunique sporale et donne naissance a une bactérie active (M. Prescott et
al., 2010).

La conservation du lait sous l'action de lachaleur favorise I'activation des spores
thermophiles (Asselin et Houzeau., 1911), les especes thermophiles telles que Bacillus
coagulans, Geobacillus stearothermophilus peuvent quelquefois étre a I’origine d’altérations
dans I’industrie des conserves par insuffisance de stérilisation ; les spores thermorésistantes
peuvent alors survivre, germer, produire des bacilles qui vont contaminer I’aliment si les

conditions sont favorables (Delarras., 2014).
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Figure 04 : Photo d’un biofilm (x1 250) (Branger., 2007).
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5. Lesbiofilmsdesbacillesther mophiles

Un biofilm est un ensemble de microorganismes, soit de la méme espece, soit d’especes
différentes, qui vivent en symbiose et forment une communauté. 1l constitue un ensemble de
cellulesisolées et de microcolonies de cellules filles, associées entre elles et/ou aux surfaces.

Cet ensemble est contenu dans une matrice constituée d’exopolysaccharides bactériens, de
matieres organiques et non, ainsi que les macromolécules piégées du milieu environnant. Le
biofilm n’est pas toujours un film continu (tapis), on observe parfois un développement en
« patch » (Figure 04) (Branger et al., 2007).

5.1 Etapes dela formation d'un biofilm

Le biofilm peut se former tres rapidement, en quelques heures, sa formation est constituée

de plusieurs étapes :

- L’adsorption : étape réversible et courte, se caractérise par I’adhésion des micro-
organismes a une surface biotique ou abiotique, a la suite des interactions physico-chimiques
des forces d’attraction et de répulsion, non spécifique, et intervenant aprés modification du
support inerte sur lequel se sont déposées des molécules organiques du milieu ambiant (N
Hyqgis., 1998).

- La fixation : étape irréversible due surtout a la formation par la bactérie d’un réseau
fibrillaire d’exopolymere de nature essentiellement polysaccharidique, Ce réseau fibrillaire
forme des ponts plus ou moins spécifiques entre les bactéries et le support (N Hygis., 1998)

- La colonisation : les bactéries se multiplient en formant des microcolonies et synthétisent
encore plus d’exopolysaccharides aboutissant a la formation du biofilm a I’intérieur, cette
formation suivie par la production d’une substance polymere extracellulaire (la matrice EPS)
ou les cellules bactériennes seront incluses a I’abri des fluctuations du milieu extérieur. De
nouvelles bactéries viennent adhérer a ce biofilm. Le biofilm mature représente une structure
complexe et les bactéries de diverses régions du biofilm pourront exprimer des genes
différents (N Hygis., 1998 ; Tremblay et al., 2014).

- Le détachement et la dispersion des cellules bactériennes: Ces cellules ont la capacité
d’adhérer a de nouvelles surfaces et de reformer un biofilm. Le détachement des cellules peut

étreinitié par différents facteurs : des perturbations mécaniques, la dégradation enzymatique
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la [b | LI \}
Figure 05 : Les étapes du développement d’un biofilm (Leloir Yves, Ganttier ., 2009).

la : cellules planctonique ; Ib : attachement a la surface et formation d’un couche
monocellulaire; |1 : colonisation ; I11 : Maturation ; détachement 1V : détachement biofilm.
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de la matrice polymérique, la dégradation enzymatique du substrat sur lequel le biofilm est
attaché...etc (Figure 05) (Tremblay et al., 2014).

5.2. La formation du biofilm par des bacilles thermophiles dans les traitements du
lait

La croissance extensive des biofilms dans les chaines de fabrication peut se produire
lorsgue la surface de I'équipement est mal nettoyée, humide, en mauvaise état d’entretien
(oxydee, rouillée, rayée, entaillée) (Prospea., 2002), cycles de production sont trop longs et
utilisation des ingrédients ou des sous-produits contaminés par les thermophiles (A.Ball et
Tortorello., 2014).

Les biofilms des bacilles thermophiles sont désignés comme des biofilms de process. Ces
biofilms particuliers sont généralement dominés par une seule espece en raison des pressions
sélectives de I’environnement (Burguess et al., 2010) les pressions de sél ection dans une usine
de fabrication des produits laitiers peuvent inclure la chaleur, |la composition du produit, le pH
et I’activité de I’eau (Flint et al.,2001). Les Biofilms des bacilles thermophiles sur I'acier
inoxydable sont formées d’une monocouche et par conséquent ne font pas la maturation. Ce
phénomene est susceptible de se produire dans des zones d'une usine de fabrication de
produits laitiers qui sont régulierement nettoyés et ou il existe des taux de cisaillement él evés
et qui sont des zones mortes, comme la surface des échangeurs de chaleur a plat. Cependant,
dans d'autres sites des usines de fabrication laitiére, ou le flux est incompatible, comme au-
dessous des plagues de distribution d'évaporateurs, les conditions peuvent permettre a la
formation des structure multicouches pour former des cellules bactériennes ou elles peuvent

étre emprisonnées dans les encrassements du lait (Burguess et al., 2010).

La formation de biofilm des bacilles thermophiles se produit dans les sections des usines

de fabrication de produits laitiers ou les températures élevées atteignent 40-65°C.

De nombreuses stratégies ont été testées pour éiminer, prévenir et ou retarder la
formation de biofilms des bacilles thermophiles dans la fabrication de produits laitiers, mais
avec succes limités. Cela est d a la structure et la composition des biofilms de bacilles
thermophiles qui ne sont pas bien connues dans les environnements en genéral et plus

spécifiquement dans la transformation du lait (Acton, PhD., 2012).
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. Fixation des spores et des cellules végétatives dans le biofilm des thermophiles

L’ attachement des spores et des cellules végétatives a la surface de I’équipement d’une
usine de fabrication laitiere sont considérés comme une source de biofilms de bacilles
thermophiles celle-ci est une partie importante du développement du biofilm.

Les spores des bactéries thermophiles s’attachent plus facilement a la surface que les
cellules végétatives bien qu’ils ont un mécanisme similaire (N Hygis., 1998 ; M. Fratamico et
al., 2009).

Les caractéres physicochimiques des spores jouent un réle important dans leurs capacités
d’attachement aux surfaces inertes. Par contre I’EPS, ne semble pas étre impliquée dans le
processus de fixation des bacilles thermophiles sur des surfaces comme cela se produit dans
d’autres espéces bactériennes (Parkar et al., 2001 ; Burgess et al., 2010).

. L a croissance des populations attachées

Apres la fixation, les spores thermophiles germent et les cellules végétatives se
reproduisent et forment un biofilm. Cependant, il est également possible qu'un biofilm peut

étreinitié a partir de spores et de cellules végétatives adhérées (Burgess et al., 2009).
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Matériels et méthodes

1. Présentation du lieu detravail

Notre travail pratique a été réalisé au sein de lalaiterie « Safilait » située a Ain Smara, il a

pour objectif principal :

v L’isolement des bacilles thermophiles facultatifs a différentes étapes de la chaine de
production du lait pasteurisé reconstitué.
v L’identification des souches isolées par galerie classique.

v’ Lacaractérisation des souches isolées par I’étude de leur pouvoir enzymatique.

2. Préévement des échantillons

Quatre préléevements ont été réalisés tout le long de la chaine de fabrication du lait

pasteurisé reconstitué comme suit :

-Premier prélévement : poudre de lait (Poudre a 0% MG + Poudre a 26% MG)
-Deuxieme prélevement : le mélange : poudre de lait + eau, avant pasteurisation.
-Troisieme prélevement : le lait reconstitué a la sortie du pasteurisateur.

-Quatriéme prélevement : le produit fini (lait reconstitué pasteurisé conditionné).

Les échantillons du lait reconstitué sont prélevés a I’aide de flacons ou de tubes stériles.
Les échantillons de la poudre de lait sont prélevés en utilisant des boites de Pétri stériles.

Les prélevements sont transportés directement au laboratoire ou ils sont analysés des leur

réception.

3. Traitement des échantillons

3.1 .Préparation des solutions meres

-La solution meére de la poudre de lait : Aseptiquement, 1g de poudre de lait est posé dans

un tube qui contient 9 ml d’eau physiologique stérile. Le mélange est ensuite agité au vortex.

-La solution meére du lait : 9 ml de chaque échantillon de lait est prélevé a I’aide d’une
pipette graduée puis versé dans des tubes en verre stériles.
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3.2 Lapréparation desdilutions décimales

La dilution est un processus qui consiste a réduire la concentration d'une substance dans
une solution. Dans ce but, des dilutions décimales des échantillons a analyser (solutions meres
précédemment préparées) sont effectuées en cascades jusqu’a la dilution 10™ 3 (Journal
Officiel de laRépublique Algérienne., 2004).

3.3 Isolement desbacilles thermophiles

Des cultures sont réalisées par I'ensemencement de 0.1 ml de chacune des solutions meres
et de leurs dilutions, en surface, sur milieu Trypticase Soja-Agar (TSA) coulé dans des boites

de Pétri. Ces derniéres sont incubées a 37°C pendant 24 a 48heures.
3.4 Purification

Aprés incubation, I’aspect des colonies ayant poussés sur les milieux de cultures sont
examinés. Selon la nécessite (si les boites contiennent plusieurs types de colonies), on procede
a la purification de la souche en réaisant des repiquages successifs sur le méme milieu

d’isolement.
4. |dentification des souches

L’identification des souches est realisee aprés des examens macroscopique et

microscopique et par I’étude de quelques caractéres biochimiques.
4.1. Examen macroscopique

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I’isolement, il consiste a observer directement, a I’eil nu, I’aspect morphologique des
colonies obtenues sur milieu TSA (Trypticase soja-agar) apres 24 a48heures d’incubation en

tenant compte des critéres suivants :

-Lataille: Elle peut étre mesurée a l'aide d'une regle graduée pour les grandes colonies. Il est
possible aussi d'utiliser e microscope au grossissement le plus faible pour mesurer la taille

des petites colonies en utilisant de micrometres oculaires.
-Laformedes colonies: circulaire, filamenteuse, irréguliére, ronde, étoilée...
-Lerdief : plane, élevée, convexe, bombée, bossue...

-Lebord : régulier ondulé lobé, dentelé, filamenteux, bouclé
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-L’aspect : duveteux, poudreux, granuleux...
-La consistance : molle, élastique, cartonnée ...
-Lacouleur dela cultureet de son verso

-L'opacité : les colonies sont soit opaques et ne laissent pas passer la lumiére, translucides
en laissant passer lalumiére mais on ne voit pas les formes au travers, comme le verre dépoli

ou transparentes (laissent passer lalumiére et voir les formes au travers) (Ripert., 2013).
4.2. Examen microscopique

L’observation microscopique permet de définir certains caractéres morphologiques et
organisationnels des bactéries: forme (coque, bacille ou spirae), taille, le mode de
regroupement (organisés en chainette ou isolés), le Gram, lamobilité et la position de la spore
(Alexandre et al., 2008).

% Coloration deGram

A partir de cultures jeunes, de 24heures, les cdlules des souches isolées sont fixées sur
des lames et observées au microscope a I’immersion aprés avoir procédé a une coloration de

Gram.
% Coloration des spores

Les spores des souches isolées sont recherchées apres un traitement thermique des
cultures de 24heures au bain marie a 80°C pendant 10min. Une observation microscopique a
I’immersion apres la coloration de Gram permet de visualiser les spores. Les cellules
veégétatives sont colorées en violet ainsi que les sporanges, |es endospores apparai ssent rosées
ou non colorées. En effet, les colorants de la coloration de Gram ne peuvent pas pénétrer dans

les spores, protégées par leurs envel oppes (Delarras., 2014).

4.3.Tests biochimiques
431 Test delacatalase
- Principe

Certaines bactéries ont la faculté de dégrader le peroxyde d’hydrogéne (H.O,). En
présence d’une bactérie productrice de catalase, on observe a partir de I’H,O, une libération
d’oxygene gazeux selon la réaction® H,O, H,O +% O, (Denis., 2007).
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- Technique

A I’aide d’une anse de platine stérile on préléve une colonie bien isolée et on la dépose

dans une goutte d’eau oxygénée H,O, sur une lame bien propre.

- Lecture
La présence de la catalase se traduit par le dégagement immédiat de bulles d’oxygene.
L’ absence de la catalase se traduit par I’absence de bulles d’oxygéne.

4.3.2 ldentification par galerieclassique

Utilisation des sucres (gélose au glucose, lactose, sacchar ose)
Principe

Cette méthode permet de mettre en évidence d’une part, la fermentation du glucose
(avec ou sans dégagement de gaz), la production de gaz qui se manifeste par la production des
bulles de gaz dans le culot, du lactose, du saccharose et d’autre part, la production
d’hydrogene de sulfate (H,S). Le milieu utilise est le TSI, une gélose inclinée dont le glucose,
présent dans le culot, est attagué par la voie fermentative entrainant une acidification du
milieu avec ou sans production de gaz. Sur la pente, le lactose et le saccharose seront alors

oxydés et fermentés. La production de I’ H,S se manifeste par un noircissement du culot.
Technique

A partir d’une suspension bactérienne et a I’aide d’une anse de platine stérile on
préléve aseptiquement une ose et on réalise une piqure centrale dans le culot et des stries

serrées sur la pente. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24heures.
Lecture

L actose-saccharose positifs : pente virant au jaune.

Glucose positif : culot jaune.

H,S positif : noircissement du milieu dans la zone joignant la pente et le culot.

Production de gaz : présence des bulles de gaz dans le culot.
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Utilisation du citrate
Principe

Ce test est réalisé sur le milieu citrate de Simmons, il est basé sur la capacité de la
bactérie a utiliser le citrate comme seule source de carbone suite a la présence d’une enzyme
citrate perméase (Cheesbrough., 2006).

Technique

On utilise une culture pure et jeune (de 15 a 18heures) comme source
d’ensemencement. Une seule colonie isolée est ensemencée sur la surface de la pente par des

stries serrées. Le milieu est incubé 24heures a 37°C (P. Mac Williams., 2013).

Lecture

Une croissance sur le milieu accompagnée d’un virage de sa couleur du vert au bleu indique
un résultat positif (présence d’une citrate perméase). L’absence de croissance est un résultat
négatif (Lippincott et Wilkins., 2008).

Production d’indole
Principe

Certaines bactéries transforment le tryptophane en indole. La présence d’indole est

mise en évidence par I’addition du réactif de Kovacs (M. Prescott, 2003).
Technique

Dans un bouillon d’eau peptonée exempte d’indole on transfert aseptiquement

guel ques gouttes de la suspension bactérienne. L’incubation est réalisée 24heures a 37°C.
Lecture

Apreés incubation on gjoute une goutte du réactif de Kovacs. L’apparition d’une coloration
rouge a la surface indique un test indole positif et |’absence de la coloration ou I’apparition

d’un anneau jaune indique un test indole négatif.
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Recherche de I’uréase
Principe

La recherche de I’'uréase s’effectue sur milieu urée-indole. L’urée sous I’action d’une
uréase bactérienne est transformée en carbonate d’ammonium alcalin entrainant une

coloration rouge du milieu (Denis., 2007).
Technique

On transfert le contenu d’une ampoule du milieu urée-indole dans un tube vide stérile,
puis on ensemence avec une a deux gouttes de suspension de la souche a identifier. Le tube
est incubé a 37°C pendant 24heures.

Lecture

L’uréase positive se traduit par I’apparition d’une coloration rose a rouge violacée tandis

gu’une uréase négative est caractérisée par une teinte jaune orangée.
Test du mannitol-mobilité
Principe

Le mannitol mobilité est un milieu semi-solide contenant entre autre le mannitol, du
rouge de phénol comme un indicateur de pH (Denis, 2007). Ce test permet de rechercher la

fermentation du mannitol et la mobilité.

Technique

Le milieu est ensemencé par pigure centrale et incubé a 37°C pendant 24heures.
Lecture

Si le milieu prend une coloration jaune : la bactérie est mannitol positif.

Si le milieu reste rouge : la bactérie est mannitol négatif.

Si les bactéries sont mobiles, elles se dispersent a partir de la piqure d’ensemencement créant

un voile dans le milieu, sinon la bactérie est immobile.
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Recherchedela nitrate-réductase
Principe

Les bactéries qui possedent une nitrate-réductase, sont capables de transformer les

nitrates en nitrites et éventudllement en azote.
Technique

Un bouillon nitraté (bouillon nutritif supplémenté de 1,5% de nitrate de potassium) est
ensemencé avec quelques gouttes de la suspension bactérienne a étudier. Le bouillon est
incubé a 37°C pendant 24heures.

Lecture

Aprés incubation, 3 gouttes d’une solution d’acide sulfanilique (Griess A) et 3 gouttes d’une
solution naphtylamine (Griess B) sont gjoutées au bouillon. Si une coloration rose fugace
apparait, les nitrates ont été réduits en nitrites. En I’absence de coloration, soit les nitrates ont
été réduits au stade nitrites, soit les nitrates ont été réduits au stade azote, soit la bactérie ne
possede pas de nitrate réductase. L’addition de poudre de zinc (réactif de Zobell, qui va
réduire les nitrates en nitrites) permet de trancher. Si une coloration rose apparait, aors la
bactérie ne posséde pas de nitrate réductase. Si aucune modification de coloration n’est visible
aprés gjout de zinc, alors les nitrites avai ent été réduits au stade azote (Denis., 2007).

Recherche de métabolites formés a partir de I’acide pyruvique
Principe

Le milieu Clark-Lubs contenant de I’acide pyruvique permet I'étude des produits de
fermentation du glucose ; la différenciation entre la formation d’acide formique et d’acide
acétique (réaction de rouge de méthyl, RM) et la formation d’acétoine ou d’acétyl-
méthylcarbinol (réaction de Voges-Proskauer) (Denis., 2007).

Test RM (rouge de méthyle)

L e rouge de méthyle est un indicateur de pH avec un intervalle compris entre 6 (jaune)
et 4.4 (rouge). Ce test permet la mise en évidence de la production des acides forts (acide
lactique, acide acétique, acide formique) a partir de glucose par la voie de fermentation
d'acide mixte (Winn et Jr et al., 2006).
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Test VP (Voges-Proskauer)

Le test de Voges-Proskauer détecte la production du carbinol acétyle de méthyle
(acétoine), un produit naturel formé a partir d'acide pyruvique au cours de la fermentation du
glucose. L’acétoine en présence d'oxygene acalin et amosphérique, est oxydé en diacétyle
qui réagit avec |'alpha- naphtol pour produire la couleur rouge (Parija., 2009).

Technique

Un milieu Clark et Lubs est ensemencé avec quelques gouttes de la suspension

bactérienne, puis incubé 24heures a 37°C.
Lecture

Apres incubation, 2 ml de milieu sont prélevés auxquelles on gjoute 1 a 2 gouttes du réactif
RM. De méme, 0,5 ml de KOH ou de NaOH (réactif VP 1) et 0,5 ml d’alpha-naphtol (réactif
VP 2) sont gjoutés aun volume de 1ml du milieu prélevé dans un autre tube stérile.

Test RM

Si le tube présente une coloration rouge le test RM est positif. Dans le cas ou la couleur est

jaune le test est négatif.
Test VP

Le tube présentant une coloration rouge est dit positif. Un test négatif est caractérisé par une

couleur jaune.

4.3.3 Détermination des activités enzymatiques
Test de I’hydrolyse de I’amidon
Principe

L’amidon est un polysaccharide, constitué d’amylose et d’amylopectine. La gélose a
I’amidon est une gélose nutritive, additionnée de 1% d’amidon de pomme de terre. Elle
permet de mettre en évidence la dégradation de ce polysaccharide par certaines especes

appartenant notamment au genre Bacillus.
Technique

Les boites contenant le milieu sont ensemencées par une strie médiane avec les

souches a caractériser. L’ incubation est réalisée a 37°C pendant 24heures.
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Lecture

L’hydrolyse de I’amidon s’exprime par un halo d’éclaircissement autour de chaque colonie
I’observation est plus nette en inondant la surface du milieu avec du lugol (solution iodo-

iodurée).
Zone claire jaunétre (couleur du lugol autour des colonies) : amidon hydrolysé positif.
Zone bleue : amidon hydrolysé négatif (Delarras., 2014).
Test d’hydrolyse de la caséine
Principe

Lacaséine, protéine du lait, peut étre hydrolysée par certaines espéces bactériennes ; la
recherche de I’activité caséolytique est notamment utile dans I’identification des Bacillus.

Technique

Le milieu gélose au lait est ensemencé par une strie centrale a partir d’une suspension
des souches isolées. L’incubation est réalisée a la température adéquate 37°C pendant

24heures.

Lecture

Les zones d’éclaircissement du milieu autour des colonies traduisent un résultat caséinolyse
positif.

L’ absence de telles zones exprime un test caséinolyse négatif (Delarras., 2014).
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Figure 08 : L’aspect morphologique des colonies de type C.

Figure 09 : L’aspect morphologique des colonies de type D.

Figure 10 : L aspect morphologique des colonies de type E.
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1. Résultats de I’isolement

Les cultures des différents échantillons prélevés ont permis d’isoler 5 souches au total.
L’origine des souches isolées a partir des différents types de lait est mentionnée dans le
tableau ci-dessous :

Tableau 06 : Résultats relatifs a I’origine des souches isolées

Origine Nombre des souches Code
isoléesa 37°C
Poudre de lait 1
Lait standardisé 1 B
Lait pasteurisé 1
Produit fini 2 D, E

2. Réaultatsdel’identification phénotypique (caractéres culturaux)

Les colonies bactériennes se développant sur TSA apres incubation de 24heures a 37°C

ont |les aspects et couleurs suivants (Tableau 07) :

Colonie de type A : colonie d’une taille moyenne, circulaire, élevée, a bords réguliers,

crémeuse, de couleur beige, trandlucide. (Figure 06).

Coloniedetype B : colonie d’une petite taille, circulaire, plane, a bord régulier, crémeuse, de

couleur beige, translucide. (Figure 07).

Colonie detype C : colonie d’une petite taille, circulaire, plane, a bord régulier, crémeuse, de

couleur beige, translucide. (Figure 08).

Colonie de type D : colonie d’une taille moyenne, irréguliére, convexe, a bords ondulés,
visqueuse, de couleur beige, opaque. (Figure 09).

Colonie de type E : colonie d’une grande taille, irréguliére, convexe, a bords ondulés,

visqueuse, de couleur beige, tranglucide. (Figure 10).
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Figure 11 : Photo des bacilles aprés coloration de Gram sous microscope GX100.

Figure 12 : Photo des spores sous microscope au grossissement GX100.
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Tableau 07 : Aspect morphologique des colonies obtenues sur gélose TSA apres 24h

d’incubation.
Opacité
Souche| Taille; forme |[éévation| bords consistance| couleur
(mm) opaque|tranglucide|transparente
A 3 | Circulaire| Elevée |Réguliers + Crémeuse | Beige
B 2 | Circulaire| Plane |Réguliers + Crémeuse | Beige
C 4 |lrréguliere| Plane | Ondulés + Crémeuse | Beige
D 4 |lrréguliere| Convexe | Ondulés + Visqueuse | Beige
E 8 |lrréguliere| Convexe | Ondulés + Visqueuse | Beige

3. Morphologiecellulaire

L’observation microscopique aprées coloration de Gram a permis de révéler que les
cellules des souches isolées se présentent toutes sous forme de bétonnets droits, de tailles
différentes, regroupés en diplobacilles, ou en chainettes ayant des extrémités arrondies. Les
endospores observées sont sphériques ou ovales réfringentes, certaines sont centrales non

déformantes et d’autres sont terminales déformantes (Figure 11 ; 12).
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Figure 13 : Un test catalase positif.
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4. Résultatsdestests biochimiques
4.1 Test dela catalase

Les résultats du test de la catalase pour I’étude du type respiratoire ont montré que toutes
les souches isolées sont catalase positives ; la réaction se traduit par le dégagement immédiat
de bulles d’oxygeéne, (Figure 13). Ce résultat confirme I’affiliation a priori de ses souches aux

bactéries du genre Bacillus qui sont des agrobies.

4.2 Résultats de I’identification par la galerie classique

Pour I’identification des 5 souches, nous avons fait recours a la galerie classique. Les
résultats des tests biochimiques sont représentés dans | e tableau 08.

Tableau 08 : Résultats de I’identification des bacilles thermophiles par la galerie classique

CB S A B C D E

Glucose - -

+| +| +
+| +| +

+
Saccharose + + +
Lactose +

H,S - - - - -

Production de gaz - - - - -

Mannitol

Mobilité

VP

RM

Citrate - -

Indole - - - - -

Uréase - - - - -

Nitrate réductase + + + + +

S: souche ; CB : caractéres biochimiques ; VP : Voges-Proskauer ; RM : Rouge de Methyle
+ : présence; - : absence.

D'apres les résultats mentionnés dans le tableau 08 on remargue que la plupart des
souches sont capables de dégrader les 3 sucres : glucose, saccharose et lactose ; ce qui signifie
qu’elles possedent laf-galactosidase. Cependant, aucune souche ne produit ni I’hydrogene

sulfureux H,Sni le gaz.
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Figure 14 : Activité amylolytique sur gélose a I’amidon.
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Sur le milieu mannitol-mobilité deux souches (B et C) sont immobiles les autres sont
par contre mobiles, selon Klein et al., (2010) Les bactéries du genre Bacillus sont
généralement mobiles avec des flagelles péritriches. Par contre la souche B est incapable de

fermenter le mannitol. Dautre part toutes les souches peuvent produire I’acétoine.

Quatre souches A, B, C et D sont RM+, 2 souches seulement (C, D) peuvent utiliser le
citrate comme seule source de carbone et d’énergie, le métabolisme du citrate est lié a la

présence d’une citrate permeéase.

On a remarqué I’absence de I’uréase ainsi que I’enzyme responsable de I’hydrolyse de
tryptophane en indole chez toutes les souches. En revanche, la présence de nitrate réductase

est notée chez tous lesisolats.
4.3 Résultats des activités enzymatiques

Les résultats de la recherche des activités enzymatiques sont représentés dans le tableau
09.

Tableau 09 : Activités enzymatiques des souches isolées

AE S A B C D
Amylase - + + -
Protéase + + + + +

S: Souche; AE : Activité Enzymatique ; + : présence ; - : absence
Activité amylolytique

La plupart des souches sont capables d’hydrolyser I’amidon, ce qui signifie que ces
derniéres possedent une amylase. L’hydrolyse de I’amidon s’exprime par un halo

d’éclaircissement autour des colonies. (Figure 14).

Selon T. Satyanarayana, B. N. Johri (2005), de nombreuses especes du genre Bacillus sont
connues par leur capacité a produire des a-amylases thermostables. Celles-ci comprennent des
o-amylases de B. coagulans, B. licheniformis, Geobacillus thermoleovorans, B

stearothermophilus, et B. thermoamyloliquefaciens.
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Figure 15 : Activité protéolytique des souches sur gélose au lait.
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Activité protéolytique (caseolytique)

Le tableau 09 montre que toutes les souches possédent la caséinase; enzyme qui
hydrolyse la caséine du lait. Cette protéase est mise en évidence par la formation d’un halo

clair autour des colonies justifiant la dégradation de la caséine par les bactéries. (Figure 15).

Du fait que les bactéries du genre Bacillus sont considérées comme une flore de
contamination du lait, leur présence peut étre responsable du caillage du lait et des défauts de
godts d’odeurs et d’arémes par la production de la caséine k et la caséine micellaire (Carole
L.Vignola,, 2002).

4.4 Détermination des biotypes

Les différents hiotypes de bacilles thermophiles identifiés par la galerie classique et
I’étude de I’activité enzymatique, selon la classification du Bergy’s, sont mentionnés dans le

tableau suivant :

Tableau 10 : Les biotypes des souches de Bacillus.

Biotypes | Souches | typesdelait Espéces
1 A poudre de lait Bacillus pumilus
2 B lait standardise | 52C!!IUS polymyxa
Bacillus alvei
Bacillus subtilis
3 C Lait pasteurisé | Bacillus lichenifuormis
Bacillus coagulans
4 D produit fini Bacillus pasteurii
e Bacillus polymyxa
5 E produit fini Bacillus alvei

D’apreés le tableau 10, on remarque gque les 5 souches (A, B, C, D, E) analysées par galerie
classique et par I’étude de leur pouvoir enzymatique, correspondent a 5 biotypes différents.
En effet, la différence porte sur 1 a 2 caracteres, parfois ce qui indique que ces souches sont

proches phénotypiquement.

La classification du Bergey’s manua nous a orienter vers des espéces différentes
appartenant toutes au genre Bacillus, qui ont été isolées a partir des différents échantillons de

lait.

- Sur la base des caracteres biochimiques nous avons pu identifier I’espéce Bacillus pumilus et

Bacillus pasteurii respectivement dans la poudre de lait et |e lait en sachets.
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-Deux biotypes 2 et 5 isolés des échantillons de laits standardisé et conditionné, permettent
une orientation aux mémes espéces Bacillus polymyxa et Bacillus alvei.

-Les espéces Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans regroupées dans le
biotype 3 ont été retrouves dans le lait pasteurisé.

Les résultats obtenus montrent I’existence des bacilles thermophiles facultatifs dans le lait
reconstitué pasteurisé. Effectivement, Les travaux de plusieurs chercheurs ont mis en
évidence la présence des bacilles thermophiles tels que B. subtilis, B. licheniformis, B.
cereus... dans différentstypes delait. (Crielly et al., 1994 ; Brisabois et al., 1997).
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Conclusion

Le probleme fondamental de la filiére lait en Algérie a toujours été I’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 e procédé de fabrication du lait

reconstitué.

L’objectif principal assigné a ce travail est d’isoler et identifier les bacilles thermophiles
facultatifs a différents sites (la poudre de lait, le lait standardise, le lait pasteurise et le produit

fini) de la chaine de production du lait reconstitué pasteurisé.

Dans cette étude les résultats de I’identification ont révélés que toutes les souches isolées
sont des bacilles a Gram positif. Elles possedent toutes une catalase et ont la capacité de

sporuler et de produire des enzymes extracellulaires telles que les amylases et |es protéases.

Ces résultats montrent clairement le degré de contamination de la laiterie puisgue ces
bacilles thermophiles sont retrouvés dans tous les sites de préévements. 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 pasteurisation (le lait aprés pasteurisation et le produit fini). La
deuxieme 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,

tellesque:

> Le contréle continu de la qualité microbiologique tout le long de la chaine de
production, de la matiere premiere 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;
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> Le renforcement et I’amélioration des systemes de nettoyage et de désinfection des

équipements et installations.
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Résumé

Les bacilles thermophiles sont considérés comme un groupe important de
contaminants dans les industries laitieres, car ils sont capables de produire des enzymes et des
acides qui peuvent entrainer des altérations du lait pasteurisé (Christieans et Zagorec., 2013).

Dans cette optique, I’objectif principal assigné a ce travail est d’identifier et
caractériser des bacilles thermophiles facultatifs, isolés a partir de différents sites de la chaine

de production, du lait reconstitué pasteurisé, d’une laiterie locale.

Les résultats combinés de la caractérisation morphologique et biochimique ont permis
d’orienter I’identification au genre Bacillus et de classer les souches dans 5 biotypes
différents; regroupant les especes suivantes: Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus polymyxa, Bacillus pasteurii et Bacillus alvei.

Les souches isolées sont caractérisées par leur pouvoir de sporulation et de production
d’enzymes extracellulaires, protéases et amylases, traduisant ains leur grand potentiel

d’altération de la qualité du lait pasteurisé.

A travers cette étude, nous avons donc pu mettre en évidence la présence des bacilles
thermophiles facultatifs dans des échantillons préleveés, tout le long de la chaine de production
du lait pasteurisé reconstitué. Ces résultats soulévent de nouveau les problémes causés par les
germes contaminants, indésirables en industries agroalimentaire, auxquels il faut faire face

pour garantir des produits finis seins permettant ainsi de préserver la santé publique.

Motsclés: Lait pasteurisé, poudre de lait, bacilles thermophiles facultatifs, spore, biofilm.



Abstract

Thermophilic bacilli are considered like an important group of contaminants in dairy
industries because they are able to produce enzymes and acids that can cause alterations of
pasteurized milk.

In this context, the main objective for this work is to identify and characterize
facultative thermophiles bacilli isolated from different sites of the production chain of
reconstituted pasteurized milk, from alocal dairy.

The combined results of morphological and biochemical characterization helped to
orient the identification at the genus Bacillus and classify the strains in five different biotypes
comprising the following species: Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,

Bacillus coagulans, Bacillus polymyxa, Bacillus pasteurii and Bacillus alvei.

The isolated strains are characterized by their capacity of production of extracellular
enzymes, proteases and amylases, reflecting their great potential for alteration of the quality
of pasteurized milk.

Through this study, so we were able to highlight the presence of facultative
thermophiles bacilli in samples collected along the chain of production of reconstituted milk
pasteurized These results raise new problems caused by contaminants germs, unwanted in
food processing, which must be addressed to ensure the finished products breasts and to
preserve public health.

Key words: pasteurized milk, milk pouder, facultative thermophiles bacilli, spore, biofilm.
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Milieu TSI (triplesugar iron agar)

Composition en g/l eau distillée

Peptone........oooiiiiii 20
AQar....co i, 12
LactoSe.......ovviviiiii i, 10

SUCIOSE... et e e 10
NaCl......ooiiii i, 05

Extraitdelevure........................ 03
Extrait de viande........................ 03

GlUCOSE......vve v 01
Citratedefer..........c.ocooivie i 03
NaS;0z.c i 0,3
Rouge de phénol .................. 0,025

pH7.4+0.2 425°C

Milieu citrate de Simmons

Composition en g/l eau distillée

Adar... .o, 15
NaCl.....oooiii 05
Sodium citrate................oeeenee. 02
KoHPOgse i 01
(NHa)H2POseoon e, 01
MGSO,7H20. e 0,2
Bleu de bromothymoal.............. 0,08

pH 6.9+ 0.22a25° C
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Milieu urée-indole

Composition en g/l eau distillée

Tryptophane..........cccceeeeiereeneennne. 03
UIe. .o 20
KH2POs.o i 01
KoHPOg .o 01
NBCL....oiiiiiiiee e 05
Alcool a95°......coniriirein 10 mL
Rouge de phénal...................... 2,5mL

Milieu Mannitol Mobilité Nitraté
Composition en g/l eau distillée

Peptone trypsique de viande......... 20
Mannitol..........c.ccoiviiiiii e 02
RP1%0......cei e 4mL
Nitrate K.......cooooiie, 01
Al 04

Milieu Clark et Lubs

Composition en g/l eau distillée

Peptone trypsique................ 05a07
Glucose......cv v, 05
Phosphate bipotassique............... 05
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Milieu TSA

Composition en g/l eau distillée

Poudre déshydraté..................... 40

Géose au lait

Compositionen g

Poudrede lait...........ccoeveeieinnnnns 05
Eau distillée...............coviniie 50mL
Al 02
Eauditillée..........cccooeennne. 50mL

Stériliser a I’autoclave 15min a 115°C.

Gélose a I’amidon

Compositioneng

Amidon de pomme de terre........... 10
Gelose nutritive...........ccoveeeeee. 01L

Stériliser a I’autoclave 15min a 121°C
Eau physiologique stérile

Composition en g/l eau distillée

Stériliser a I’autoclave 20min a 121°C.
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