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résumé

résumeé

La technologie de traitement du lait par les rayonnements UV-C est une méthode innovante et
émergente de pasteurisation a froid. Notre travail a porté sur I’efficacité des UV-C sur I’inactivation
de quelques especes bactériennes a savoir ; Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 25922) et Pseudomonas aeruginosa(ATCC 9027), inoculées dans du lait totalement
écrémée (0.1% MG). La chambre de traitement est en acier inoxydable, munie de 3lampes UV-C
montées en série. Le traitement a été effectué a différentes hauteurs : 5, 15, 25 et 45cm ; a des temps
allant de 5 a 15 minutes et a une température ambiante de 26.5+2 °C. Les différents traitements
ont abouti a des inactivations bactériennes moyennes de 1,8 , 1,95 et 2,05log de réduction
respectivement pour Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Cette
derniére est I’espece la plus sensible au traitement, suivie d’Escherichia coli et de Staphylococcus
aureus. En conséquence, le traitement du lait aux ultraviolets apparait comme une technique
prometteuse a développer et/ou a utiliser en combinaison avec les traitements du lait par la
chaleur. Les combinaisons de traitement (UVs/chaleurs) des aliments thermosensibles comme
le lait permettent de réduire considérablement les températures utilisées dans les techniques
conventionnelles de pasteurisation a la de chaleur. De ce fait, les qualités nutritionnelles et
organoleptiques du lait

seront préservées d une part et I’énergie utilisée durant le traitement sera réduite d’autre part.

Mots Clés : Staphylococcus aureus -Escherichia coli - Pseudomonas aeruginosa - Lait -
Ultraviolets - Inactivation - Traitement athermique.
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abstract

The UV-C technology of milk treatment is an innovative and emerging method of nonthermal
pasteurization. Our study showed the effectiveness of UV-C irradiation of the inactivation of
bacterial cultures of 3strains; Staphylococcus aureus(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC
25922) and Pseudomonas aeroginosa (ATCC 9027), inoculated in skim milk (0,1 % fat). The
treatment chamber was made in stainless steel and provided with 3 UV-C. The treatment was
carried out at different distances from the light source: 5, 15, 25 et 45cm at several periods (from 5
up tol5Sminutes) and average ambient temperature of 26.5+2 °C. The different treatments reached
for the 3trains up to 1,8, 1,95 and 2,05 log reduction respectively for Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, on their respective media. The latest showed to
be the more sensitive to UV-C light followed by Escherichia coli then Staphylococcus aureus.
Consequently, the UV-C treatment of milk appears as a promicious technique to develop and
improve or to combine it with conventional thermal techniques in order to reduce the temperature
and energy involved and required for such methods, so as to preserve the milk qualities in on one
hand and reduce the energy used in the other hand.

Key words : Staphylococcus aureus - Escherichia coli - Pseudomonas aeruginosa - Milk -
Ultraviolet - Inactivation - Nonthermal treatment.
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liste des abreviations

Symbole| Définition Unité

ADN: acide désoxyribonucléique

ARN: acide ribonucléique

ATCC: |American Type Culture Collection

CEP: Champ Electrique Pulsé

D: Dose d'UV mW.s/ Cm2

E 5: Energie of activation 1

Joule per mole (J mol”

)

FDA: Food and Drung Administration

HPDC: |Hautes Pressions a Dioxyde de Carbone

HPH: Hautes Pressions Hydrostatiques

f0: Intensité incidente joule par centimeétre carré (J/cmz)
LP: Lumiére Pulsée

M.G. : Matiére Grasse %

P: Pression Pascal (Pa)

PCA: Plate Count Agar

R: Constante des gaz parfaits 8.31 J °/(K mol)

S Surface centimeétre carré (cm2)
t: temps de traitement Minutes (min)

T Température (°C or °K)

U.H.T.: | Ultra Haute Température

UFC: Unité Format une Colonie

uv: Ultraviolets

VRBG: |Violet Red Bile Glucose
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Avant-propos

Avant-propos

Le développement de nouveaux procédés innovants de transformation des denrées alimentaire
visant a ’amélioration de I’innocuité des produits alimentaires et de prolonger leur durée de vie
présente un réel intérét pour le secteur agroalimentaire.

Dans un contexte actuel qui tend vers une responsabilisation environnementale des industries,
la recherche scientifique cherche des solutions pour la conservation des produits alimentaires et la
décontamination des surfaces sans ajout de produits chimiques dont la plupart cancérigénes et/ou
sans consommation d’eau ni de procédés énergivores, mettant en ceuvre entre autre une technologie
innovante et émergente des rayons UV. Etudiée en laboratoire depuis les années 80, cette technique
a manqué jusqu'a récemment de fondements scientifiques solides permettant ainsi 'obtention de
résultats fiables et satisfaisants pour des applications industrielles (Levy, 2012).

La maitrise de la technologie nécessite en particulier 1'é¢tude des phénomenes physiques qui
interviennent lors du procédé, et des mécanismes microbiologiques s'y rapportant.

11
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La conservation des aliments est un combat constant contre les microorganismes
d'altération et/ou les pathogénes de I'homme. Depuis longtemps le colt des produits, leur
qualité, mais surtout I'innocuité des aliments ont été les principaux centres d'intérét des
industriels. A I'neure actuelle, la chaine alimentaire est devenue plus complexe, multipliant
les possibilités de contamination et de développement des agents pathogeénes tel que
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum.... (Codex Alimentarius, 2003).

Les techniques de décontamination sont trés étudiées et présentent un intérét
primordial dans les industries agroalimentaires au niveau mondial. D'un autre cété, il
faut faire face a une demande croissante des consommateurs de produits frais, sains et
satisfaisants sur le plan organoleptique, avec une durée de conservation de plus en plus
longue. Nous nous sommes tournés vers une alimentation qui allie qualités gustatives
et nutritionnelles. C'est pourquoi l'industrie alimentaire est sans cesse a la recherche de
nouvelles techniques de conservation, visant a préserver la qualité des aliments, tout en
optimisant au maximum la durée de conservation (Cullen etal ., 2012).

De nombreuses techniques sont étudiées, visant dans l'idéal l'obtention d'un produit
microbiologiquement maitris€, sans altération de saveur, se rapprochant le plus possible du
produit naturel. Il est cependant trés difficile de concilier sécurité microbiologique et qualités
organoleptiques, du fait de la grande variabilité existante, tant au niveau biologique (aliments
crus, microorganismes différents), qu'au niveau pratique (temps de stockage, températures,
durée de vie des produits..). De nombreuses espéces microbiennes peuvent étre a l'origine
d'altérations des aliments ou encore de toxi-infections alimentaires. Parmi elles, les spores
bactériennes telles que les spores produites par les genres Bacillus et Clostridium sont
souvent le probléme le plus difficile a résoudre pour la conservation. En effet, les spores sont
connues comme une des formes de vie les plus résistantes et leur inactivation compléte
nécessite un traitement souvent sévere qui peut altérer considérablement la qualité de
I'aliment traité (Adams et Moss, 2008).

Les traitements thermiques sont les plus utilisés en industrie agroalimentaire. Ce sont
des méthodes physiques slres et bénéficient d'une image nettement plus positive que
les traitements faisant intervenir des composés chimiques. Cependant, plus études ont
démontré qu'ils altérent parfois fortement les qualités organoleptiques, nutritionnelles et
fonctionnelles des aliments. De ce fait, il y a donc un réel besoin de trouver des traitements
alternatifs, moins dénaturants, mais permettant la méme efficacité de décontamination
microbiologique (Chen etal. , 2010).

Parmi les technologies innovantes, les techniques dites "athermiques ou non-
thermiques" présentent une alternative prometteuse. Les techniques physiques, visant
a remplacer et/ou supplémenter les traitements thermiques, offrent une meilleure image
(préservation du naturel). Ces techniques physiques regroupent, entre autres, les hautes
pressions hydrostatiques, les champs électriques pulsés, l'irradiation (Rayons X, Rayons y),
les UV continus et la lumiére pulsée. Certaines d'entre elles, comme les ultraviolets (UV),
sont de bons candidats pour I'utilisation en industrie, en tant que techniques athermiques de
préservation des aliments (Koutchma et al ., 2009). De plus, il est important de connaitre
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les principes de ces différentes méthodes, mais également les limites qu'elles peuvent
engendrer, dans le but de déterminer les applications possibles et les intéréts industriels de
ces nouvelles technologies (Levy, 2012).

Afin de mieux cibler les besoins et les problémes rencontrés dans ces techniques
athermiques, il est indispensable d'avoir un certain recul sur ces traitements appliqués
sur divers produits alimentaires. Les domaines d’application des techniques de
décontamination des aliments sont déterminés par de multiples études expérimentales qui
permettent de dégager les grands principes conditionnant leur efficacité et les aliments qui
peuvent étre traités avec profit pour l'industrie et pour les consommateurs (Alzamora et
al .,2012).

A ce titre certains procédés bénéficient d’un historique riche et d’applications validées
par I'expérience de plusieurs dizaines d’années sur des volumes d’aliments plus que
significatifs (Bermudez-Aguirre et Barbosa- Casnovas, 2011). Par contraste, la technique
Ultraviolet est encore « jeune », connue depuis de hombreuses années mais encore peu
utilisée en industrie alimentaire. Son développement technologique nécessitera par la suite
un savoir partagé entre physique et microbiologie.

Le potentiel des UV a été étudié pour leur application sur le cidre de pomme, jus
d’orange, dérivés d’ceufs liquides, lait et miel. En effet, Schenk et al . (2011) ont rapporté
I'efficacité des UV pour le traitement du lait écrémé, avec une inactivation d’Escherichia coli
de 7,2 log de réduction pour 3minutes de traitement continu alors que les travaux de Palgan
et al. (2011) ont remarqué une réduction de 5,66 et 3,88 pour Escherichia coli et Listeria
innocua respectivement, inoculés dans du jus de pomme et 0,84 et 1,06 log respectivement
dans le lait entier.

Pour la technologie des Ultraviolets, de nombreuses données sont encore incomplétes
par rapport a des traitements comme la pasteurisation ou l'irradiation. Mieux comprendre les
caractéristiques du traitement, les facteurs d'influence, et établir des relations dose/réponse
sont déterminants pour appliquer la technologie a l'industrie agroalimentaire (Chen et al
., 2010).

Les choix de la méthode se portent a la fois sur le type de produit a traiter, sur la
décontamination attendue, ainsi que sur les contraintes imposées etle prix de revient.

Les objectifs de ce travail sont comme suit:

. Etudier I'efficacité des rayons UV-C comme une pasteurisation athermique pour le
lait ;
2. Etudier I'effet de la hauteur sur l'inactivation bactérienne

3. Déterminer la cinétique de dégradation des différentes souches bactériennes au
cours du temps.

4. Développer des modéeles mathématiques de cinétique de dégradation microbienne de
chaque souche étudiée.

13
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1.1.1 Principe
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Les traitements thermiques sont aujourd’hui les techniques de décontamination les plus
communément utilisées en industrie agroalimentaire. En termes de sécurité alimentaire, ils
ont pour objectif de détruire ou d’inactiver totalement, d’une part les enzymes et d’autre part
les microorganismes et leurs toxines, dont la présence ou la prolifération pourrait altérer la
denrée considérée ou la rendre impropre a I'alimentation humaine (Levy, 2012).

Les premiers procédés industriels de traitement thermique datent de 1809, avec Nicolas
Appert (1749-1841). Ce dernier a mis au point une méthode de conservation des aliments
en les traitants par la chaleur dans des bouteilles en verre hermétiquement scellées. Mais
ses travaux ne se limitent pas a la conservation; il découvre le procédé de chauffage du
lait & une température proche de 70°C permettant une conservation limitée dans le temps,
qu’il appliqgue également au vin et a la biére, procédé dit maintenant «pasteurisation».
Soixante ans plus tard, Louis Pasteur (1822-1895) a expliqué scientifiquement le processus
et reconnaitra en Appert un précurseur. Par la suite, il mettra au point la méthode permettant
de réduire le niveau de contamination d'un milieu grace a un chauffage de quelques minutes
entre 55°C et 60°C en l'absence d'air (Mafart, 1996).Depuis cette époque de nombreuses
études ont été menées sur le traitement thermique, dans le but d'optimiser les procédés
pour allier le mieux possible la sécurité et la conservation des aliments. De nos jours, on
utilise plusieurs procédés, selon le couple temps/température appliqué. La pasteurisation
nécessite un chauffage généralement inférieur & 100°C et la stérilisation, un couplage
temps/température plus élevé.

La pasteurisation est un traitement thermique modéré permettant la destruction
des microorganismes pathogénes et d’'un grand nombre de microorganismes d'altération.
La température du traitement est généralement inférieure a 100°C (62°C et 88°C) et
la durée, de quelques secondes a quelques minutes. Ce traitement thermique doit
étre suivi d'un brusque refroidissement afin de ralentir le développement des germes
encore présents (Boumendjel, 2005). Les aliments pasteurisés sont ainsi habituellement
conservés au froid. En dehors de la réfrigération, d'autres moyens de conservation
peuvent étre utilisés parallélement pour contrer le développement des microorganismes
survivants: ajout d'agents chimiques de conservation, emballage sous vide, réduction de
I'activité de I'eau (aw), etc. La pasteurisation reste néanmoins inefficace pour détruire les
spores bactériennes, beaucoup plus résistantes a la chaleur que les cellules végétatives.
La technique est spécifique au produit traité, chacun d'eux possédant un baréme de
pasteurisation (Mafart, 1996). La durée de conservation des aliments pasteurisés est tout
de méme limitée (Demirci et Ngadi, 2012).
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La stérilisation est un traitement thermique qui a pour finalité de détruire toute forme
microbienne vivante. Le traitement a ultra haute température (UHT) consiste a chauffer le
produit a une température assez élevée, entre 135°C et 150°C, pendant un temps trés court,
de1 a 5 secondes. Le produit stérilisé est ensuite refroidi puis conditionné aseptiquement
(Demirci et Ngadi, 2012). Ce procédé est utilisé par exemple pour la stérilisation des
produits liquides (lait, jus de fruits...)ou de consistance plus épaisse (desserts lactés,
cremes, jus de tomate, soupes...).

L'appertisation (Appert, 1810) consiste a stériliser par la chaleur des denrées
périssables dans des contenants hermétiques (boites métalliques, bocaux). Sont
considérées comme conserves les denrées alimentaires, d’origine animale ou végétale
périssables, dont la conservation est assurée par un procédé associant le conditionnement
dans un récipient étanche a I'eau, aux gaz et aux microorganismes, a toute température
inférieure a 55°C et un traitement par la chaleur. L'appertisation est largement utilisée
aujourd’hui pour la conservation a long terme des denrées alimentaires pouvant aller de
plusieurs mois a quelques années (Boumendijel, 2007).

1.1.2 Mécanismes d'inactivation des microorganismes

La chaleur humide tue le microorganisme par dénaturation des acides nucléiques, des
protéines de structure et des enzymes. D'une fagon générale, la stabilité thermique des
ribosomes correspond a la température maximale de croissance d'un microorganisme. Les
membranes cytoplasmiques semblent étre les sites majeurs de dommages causés par la
chaleur humide. Les microorganismes y sont plus sensibles qu'a la chaleur séche, du fait
de la forte influence de l'activité de I'eau. En effet, la chaleur séche nécessite de plus
hautes températures et des temps de chauffage plus longs pour arriver au méme taux de
destruction. Les spores bactériennes sont, de maniére générale, les plus thermorésistantes
que les cellules végétatives. En effet, la spore est une structure déshydratée et la teneur en
eau est directement corrélée a la thermorésistance (Farkas, 2007).

1.1.3 Efficacité microbiologique du traitement thermique

Le traitement thermique est caractérisé par le couple temps/température. Les premiers
travaux de thermorésistance microbiologique se sont focalisés sur I'expression de la
réponse des microorganismes. L'expression de la cinétique de destruction en base décimale
a permis d'introduire le terme de "durée de réduction décimale". Cette durée, appelée D,
correspond au temps nécessaire (en minutes) pour réduire la population d'un facteur 10,
a une température donnée. La cinétique de destruction des microorganismes est, dans la
grande majorité des cas, décrite par I'équation suivante:

logN = logN, - %

Avec t le temps de traitement, N la population initiale, N la population survivante au
temps t et D la durée de réduction décimale.

Un autre paramétre, appelé paramétre de thermorésistance z, correspond a I'élévation
de température nécessaire pour réduire au dixieme la durée de réduction décimale. Cette

cinétique d'inactivation est encore actuellement la plus utilisée, et sert de référence au
traitement thermique, ainsi qu'a la classification des espéces microbiennes.

15
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1.1.4 Equipements industriels

Il existe une trés large gamme d'équipements industriels, plus ou moins colteux selon leur
taille et leur consommation d'énergie. Par exemple, les systémes d'autoclave sont utilisés
depuis plus de 100 ans pour stériliser les aliments peu acides au-dela de 100°C.L'autoclave
n'est qu'un des nombreux exemples d'équipements utilisés pour les traitements thermiques.
Des systémes continus d'échangeurs (a plaque, a spirale ou tubulaire...) sont fréquemment
utilisés pour la pasteurisation de liquides (Figures 1.1 et 1.2). Le produit circule parallelement
a un fluide thermique, généralement a contre-courant (Mafart, 1996).

Le traitement thermique permet de décontaminer des produits avec leur emballage
(cas de l'autoclave). Il faut pour cela que ledit emballage soit résistant a la chaleur et
n'entraine aucune migration indésirable au sein de l'aliment. Dans d'autres cas, ils peuvent
étre traités séparément. Certains emballages thermoformés acquierent leur géométrie finale
par chauffage rapide et a forte température. Ce procédé combine a la fois fabrication et
décontamination. C'est le cas par exemple des bouteilles en plastique ou des pots de
yaourt. Différentes matiéres sont utilisées, notamment des matiéres plastiques comme le
polystyréne, le polyéthyléne, le PET (polyéthyléne téréphtalate) ou encore le polycarbonate

(Levy, 2012).
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Figure I.1: Pasteurisateur Industriel

(Boumendiel, 2007).
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Figure 1.2: Deux exemples de stérilisateurs statiques

(Exapro 2010; SteriflowthermalProcessing 2010).

1.1.5 Avantages du traitement thermique, limites, produits cibles

Les techniques de décontamination par traitement thermique sont anciennes et bien
maitrisées. Mais il faut, pour chaque produit, trouver le bon équilibre entre un chauffage
en excés (qui réduit les qualités organoleptiques et nutritionnelles et peut produire des
composeés toxiques et des golts indésirables) et un chauffage insuffisant (quine détruit
pas suffisamment les microorganismes). Certains produits ont des contraintes encore plus
marquées, comme par exemple la pasteurisation des ceufs liquides, qui est limitée a des
températures basses (et donc des temps plus longs) a cause de la coagulation des protéines
(Huang etal ., 2006).

Les traitements thermiques peuvent étre appliqués dans un but de cuisson des
aliments. Tous les procédés de cuisson (grillage, fumage, rotissage...) modifient les qualités
organoleptiques ainsi que les propriétés nutritionnelles des produits dans le but de les
rendre consommables. Dans cette configuration ou de telles modifications sont souhaitées,
il n'est pas nécessaire d'utiliser un autre moyen de décontamination. En revanche, dans
le cas ou ces traitements thermiques sont utilisés seulement dans un but de stabilisation
microbiologique des produits (pasteurisation, stérilisation), I'augmentation de température
(et donc les modifications organoleptiques) peut étre qualifiée d'indésirable (Chen et al.
, 2010).

D'autres traitements physiques de décontamination sont aujourd'hui connus et utilisés,
et sont une alternative trés intéressante aux traitements thermiques. Tout comme la chaleur,
ces traitements physiques sont propres, c'est a dire sans nécessité d'ajout de produits
chimiques, mais ils peuvent également étre athermiques, ce qui permettrait, dans le cas
du traitement d'aliments, de préserver les qualités organoleptiques et nutritionnelles des
produits.
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.2 Techniques non thermiques alternatives

Le prolongement de la durée de vie des aliments a été associé depuis bien longtemps aux
procédés thermiques, seuls ou combinés avec des méthodes de préservation chimiques ou
biochimiques. Cependant, ces procédés utilisant la chaleur tendent a réduire la qualité des
produits et leur fraicheur. La méthode idéale serait celle qui inactiverait les microorganismes
et arréterait les réactions de détérioration, n’utilisant ni chaleur ni froid, en un mot « non-
thermiques ou athermiques », comme elles portent le nom de technologies innovatrices et/
ou émergentes (Ohlsson et Bengtsson, 2010).

Le terme de procédé non-thermique est souvent utilisé pour désigner des technologies
efficaces a température ambiante ou sublétale. La plupart de ces technologies émergentes
peuvent étre employées pour les aliments solides et liquides, cependant, il reste préférable
d’adopter ces approches initialement pour les fluides, vu leur mode d’opération et leur
facilité d’intégration dans des procédés continus. La combinaison de procédés non-
thermiques avec les techniques thermiques conventionnelles ou autres, peut affecter la
charge microbienne avec I'engagement de moins d’énergie. Cette approche est connue
sous le nom de « Hurdle Technologie » (Cullen et al., 2012).

D’aprés Smithers (2008), les procédés non thermiques améliorent non seulement
I'innocuité microbiologique et la qualité de la chaine des produits, mais trouvent de multiples
autres applications, incluant :

Lefficacité des procédés de transformation et 'amélioration de la qualité;
Les fonctionnalités tant physiques que nutritionnelles et organoleptiques;
La préservation des molécules bioactives instables;

La modulation de I'activité enzymatique;

Le développement d’ingrédients et produits hypo-allergénes.

On note I'existence de plusieurs techniques émergentes, on citera : les hautes pressions
hydrostatiques, le champ électrique pulsé, l'irradiation, la lumiére pulsée, les Ultraviolets,
les microondes, les ultrasons, les infrarouges, les ondes magnétiques oscillatoires, le
bombardement d’air ionique, la stérilisation plasmatique a pression atmosphérique, la
microfiltration, la bactofugation. On peut séparer dans ce groupe, les traitements ionisants,
qui regroupe toutes les technologies utilisant les rayonnements, qu’ils soient : microondes,
Infrarouges, ultraviolets (Mafart, 1996).

l.2.1Hautes Pressions Hydrostatiques (HPH) et Hautes Pressions a
Dioxyde de Carbone (HPDC)
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1.2.1.1Principe

Le procédé des hautes pressions consiste a soumettre un produit alimentaire liquide ou
solide, avec ou sans emballage, a des pressions comprises entre 100 et 800 MPa, a
température ambiante ou inférieure a 50°C (Doona et al. , 2010). La durée de traitement
est généralement comprise entre 5 et 30 min. Contrairement aux traitements utilisant
la température, la pression est transmise instantanément et uniformément a travers le
produit, indépendamment de sa taille, forme et composition (la montée en pression est
généralement de 200 MPa/min). La pression étant la méme dans toutes les directions, elle
est qualifiée d'hydrostatique (Figure 1.3). Cela permet de conserver la forme d'origine du
produit. Méme si la taille, la forme et la composition de I'emballage ne sont pas importants,
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il doit comporter une partie flexible, pour éviter tout risque de rupture. Durant le traitement,
le volume du produit diminue en fonction de la pression qui lui est imposée (environ 5%
pour100 MPa) et une expansion équivalente se produit durant la décompression (Figure
1.4). La compression a laquelle I'aliment est soumis, provoque une augmentation de sa
température, dépendante de sa composition (3°C pour 100MPa) (Adams et Moss, 2008).

Une autre technique de décontamination par haute pression, appelée HPDC, qui utilise
leCO9, présente de nombreux avantages. En effet, les pressions nécessaires a I'efficacité

bactéricide sont moins élevées que dans le cas des HPH (Figure 1.5). Les pressions utilisées
sont généralement situées en dessous de 20 MPa, le traitement est donc plus facile a
controler. De plus, le CO2 est non toxique. La technique consiste a placer le produit au

contact de CO2sub ou supercritique sous pression. Le point critique correspond a I'équilibre
des phases gazeuse et liquide qui sont, pour le CO2,une température de T = 31.1°C et

une pression de P = 7.38 MPa. A température et pression inférieures a celles du point
critique, le CO2 est dans un état dit "subcritique”; et a l'inverse, a température et pression

supérieures a celle du point critique, le CO2 est dans un état dit "supercritique". Le CO2 a
un effet inhibiteur sur la croissance bactérienne. L'avantage du COasupercritique est qu'il

a une viscosité proche de celle des gaz, une densité proche des liquides et une diffusivité
élevée. Il peut ainsi diffuser a travers les solides comme un gaz et dissoudre les matériaux
comme un liquide (Ohlsson et Bergtsson, 2010).

Figure 1.3: Schéma d’un équipement industriel pour les Hautes Pressions
(Calders, 2009).
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Figure 1.4: Schéma expliquant le principe des Hautes Pressions
(Calders, 2009).
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Figure 1.5: Représentation schématique d'un équipement HPDC
(Levy, 2012).

1.2.1.2 Mécanismes d'inactivation des microorganismes

Les mécanismes d’inactivation des microorganismes est la résultante de plusieurs
réactions : la rupture des liaisons covalentes, la perméabilisation de la membrane cellulaire
(Daryaei et Balasubramanian, 2012).

Le mode d'action va dépendre du niveau de pression. Les hautes pressions
hydrostatiques entre 30 et 50 MPa peuvent avoir une influence sur I'expression des génes
et la synthése protéique. A des pressions d'environ 100 MPa, la membrane nucléaire
des levures est affectée et a 400-600 MPa, d'autres altérations sont visibles dans les
mitochondries et le cytoplasme. L'inactivation due a la pression est accompagnée d'une
augmentation de I'ATP extracellulaire, ce qui prouve une altération de la membrane (Buzrul,
2008).
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1.2.1.3 Efficacité microbiologique

Les bactéries a Gram+ semblent plus résistantes que les Gram-. Les cellules en phase
de latence ou stationnaire présenteraient une plus grande résistance que les cellules en
phase exponentielle. Les spores bactériennes sont également plus résistantes que les
cellules végétatives. La décontamination des spores nécessite le plus souvent de combiner
pression et augmentation de température (Montville et Matthews, 2008). De plus, une
alternance entre faibles pressions (initiant la germination) et pressions élevées (germicides)
est une technique pouvant étre utilisée pour le traitement de spores bactériennes fortement
thermorésistantes comme G. stearothermophilus. On peut supposer qu'une succession de
pression/dépression facilite la rupture des membranes cellulaires et peut ainsi causer la mort
du microorganisme. Ainsi, des pressions plus faibles appliquées de maniére discontinue
pourraient avoir la méme efficacité qu'un traitement continu a pression plus élevée (Levy,
2012).

Devlieghere etal ., en 2004, considérent que les données sont encore insuffisantes
pour introduire cette technique en industrie. L'application d'une technique en milieu
industriel nécessite systématiquement des données quantitatives sur l'inactivation de
microorganismes d'altération ou pathogénes, ainsi que des informations sur l'influence
de la composition de l'aliment et des propriétés de la matrice. Dans le cas des hautes
pressions, les informations systématiques sur la résistance microbienne sont limitées du fait
des différentes conditions et méthodologies utilisées. Ainsi, seule la sensibilité des différents
microorganismes au sein d'une méme étude peut étre comparée.

1.2.1.4 Equipements industriels

L'introduction et la commercialisation des hautes pressions pour la conservation des
aliments date du début des années 90 au Japon (Ohlsson et Bergtsson, 2010). Dans le
cas des HPH, les équipements industriels utilisés sont dits discontinus (en batch de 10 a
500 L) pour les solides et visqueux ou particulés, ou bien semi continus (de 1 a 4 tonnes/h)
pour les liquides. Le systéme batch utilise une pompe qui envoie un fluide de pressurisation
(généralement de I'eau) dans une enceinte close. Pour empécher le contact avec le fluide
de compression, le produit est obligatoirement traité dans son emballage hermétiquement
clos. C'est pour cette raison que le procédé est discontinu, il faut charger ou décharger
les aliments emballés dans l'enceinte dont le volume est réduit a environ 75% du volume
interne (Doona etal ., 2010).

Dans le cas des produits liquides ou pateux, le procédé semi continu peut étre appliqué
(Figure 1.6). Le procédé est appelé semi continu lorsque les dispositifs sont composés d'une
suite de plusieurs enceintes qui fonctionnent de fagon décalée. La pression est générée par
un piston au contact du milieu, qui réduit le volume de I'enceinte. Le produit doit ensuite étre
conditionné aseptiquement (Morgan, 2000).
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Figure 1.6: Exemple d'équipement haute pression industriel, Promatec, Belgique
(Calders, 2009).

1.2.1.5 Avantages de la technologie, limites, produits cibles

Les hautes pressions n'altérent pas les liaisons covalentes. Les vitamines et composés
aromatiques, essentiellement stabilisés par ce type de liaisons, ne sont donc pas
endommagés. Cette propriété permet la conservation des qualités nutritionnelles
et organoleptiques de l'aliment. En revanche, les liaisons de faible énergie des
macromolécules telles que les protéines, les polysaccharides et les acides nucléiques
peuvent étre modifiées parfois de fagon irréversible aprés dépressurisation. Afin d'obtenir
une décontamination microbiologique plus élevée, un couplage des hautes pressions avec
un autre traitement tel qu'un préchauffage doux permet une meilleure efficacité (Sampedro
etal ., 2010).

De nombreuses études ont montré I'application possible des hautes pressions sur des
produits alimentaires tels que les confitures, les jus de fruits, les amandes, les graines, les
salades réfrigérées, les entrées, les sauces, etc. (Donna et al ., 2010).En revanche, le
traitement du lait par hautes pressions s'est révélé étre une alternative peu intéressante
a la pasteurisation. De plus, I'environnement physicochimique complexe du lait (sans
autre précision) semble exercer un effet protecteur sur les microorganismes. Bien que le
traitement des jus de fruits par HPH montre une réelle efficacité décontaminante, il reste un
traitement semi-continu, pouvant donc présenter un frein en termes de rendement industriel.
Les aliments peu acides restent en général de bons candidats a ce type de traitements
(Mafart, 1996). Les jus de fruits traités par HPH sont commercialisés au Japon depuis 1990.
Le traitement peut s'effectuer sur des aliments déja emballés. Dans ce cas, il n'y a pas de
risques de contamination post-traitement.

1.2.2 Champs électriques pulsés (CEP)
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1.2.2.1 Principe

Un générateur a haute tension est utilisé pour charger des condensateurs ou une ligne de
transmission. Un interrupteur ou switch a haute tension permet de décharger rapidement
I'énergie stockée dans les condensateurs. Le signal ainsi généré a une forme carrée,
exponentiel ou bipolaire avec des fronts de montée de l'ordre de la nanoseconde, une
durée de quelques dizaines de nanosecondes et une amplitude de plusieurs kilovolts.
L'aliment est placé entre deux électrodes. La distance entre électrodes vaut quelques
centaines de micrométres ce qui permet de générer des champs de plusieurs dizaines
de kV/cm. L'intensité du champ électrique appliqué est généralement comprise entre 2
et 87 kV/cm, mais les taux d'inactivation efficaces sont généralement obtenus avec des
champs d'intensité comprise entre 20 et 50 kV/cm (Figure 1.7). Les temps de traitement
sont généralement exprimés en micro ou millisecondes (Amiali et Ngadi, 2012 ; Jun et
Irudayraj, 2009).
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Figure I.7:Schéma d’un équipement CEP
(Wu et al.,2005).

.2.2.2 Mécanismes d'inactivation

Cette technologie utilise la propriété d’'une membrane de devenir perméable sous l'effet
d’'un champ électrique. Cette propriété est traditionnellement utilisée pour transférer des
génes ou des molécules dans des cellules. Dans ce cas, les impulsions de tensions
courtes ont une durée de I'ordre de la microseconde et une amplitude de I'ordre du kilovolt
(effet réversible). Cependant, en réduisant la durée des impulsions a quelques dizaines
de nanosecondes et en augmentant leur amplitude pour atteindre plusieurs kilovolts, I'effet
devient irréversible. Cette propriété est donc utilisée pour la décontamination (Amiali et
Ngadi, 2012 ; Kempkes, 2010 ; Fellows, 2000).

Les mécanismes conduisant a l'inactivation de la cellule ne sont a ce jour pas encore
compris et différentes hypothéses existent. Le champ électrique provoque des changements
au niveau des membranes des cellules par dommage mécanique direct causant sa rupture
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(Electric Breakdown Theory) ou en déstabilisant les lipides et protéines de la membrane
formant des pores (Electroporation), celle-ci perd sa semi-perméabilité sélective, 'eau entre
dans la cellule qui enfle et se rompt. (Doona et al , 2010).

1.2.2.3 Efficacité microbiologique

Les endospores des bactéries, tout comme les ascospores des moisissures, semblent
résistantes aux CEP (Vignola, 2010).L'efficacité des CEP dépend de nombreux facteurs
dont le type de microorganisme, leur état physiologique et leur concentration initiale. Les
bactéries a Gram- semblent ici, comme pour les hautes pressions, plus sensibles au
traitement que les Gram+, et les cellules en phase de croissance semblent également les
formes les plus sensibles. Des facteurs environnementaux semblent aussi jouer un réle
important: la force ionique du milieu, le pH, I'activité de l'eau, la viscosité, la présence de
particules solides ou de gouttes d'huile. En effet, une faible force ionique du milieu pourrait
augmenter l'efficacité du traitement. En revanche, I'augmentation de la concentration
en protéines et lipides permet une plus grande résistance microbienne. Les protéines
contenues dans le lait absorberaient les radicaux libres ainsi que les ions nécessaires a la
destruction des cellules. Les lipides contenus dans du lait pourraient quant a eux modifier
la conductivité du milieu et ainsi protéger les microorganismes des CEP (Lelieveld et al
., 2007).

Les paramétres physiques des CEP entrent également en jeu, comme I'amplitude du
champ, la fréquence des impulsions et le temps de traitement. La température est aussi
un facteur important mais ses effets sont plus complexes. Une plus grande sensibilité des
bactéries est observée a des températures de I'ordre de 50-60°C par rapport a 10-30°C,
certainement a cause de l'augmentation de la fluidité et donc de la fragilité des membranes
a plus haute température (Amiali et Ngadi, 2012 ; Montville et Mathhews, 2008).

1.2.2.4 Equipements industriels

Les équipements sont chers, rares, et de capacité limitée. Leur prix (estimation début des
années 2000) pouvait aller de 40 000 a 500 000 dollars US, avec un cot de fonctionnement
estimé a 0.2 dollar/L. Aux Etats-Unis, Pure Pulse Technologies propose des équipements
pour traiter des aliments liquides a 35-45 kV/cm avec un débit allant de 3000 a 8000 L/h,
depuis 1996 (Gongora-Nieto etal. , 2002).

1.2.2.5Avantages de la technologie, limites, produits cibles

Le CEP peut étre appliqué pour le traitement des différents jus de fruits, lait et produits
laitiers et les ceufs et dérivés, comme il peut étre appliqué pour I'extraction des jus et des
composantes de plantes Aucun changement significatif sur les propriétés sensorielles du
lait n’a été remarqué, Dans le cas des champs électriques pulsés, un procédé continu est
possible, mais limité a des produits liquides. Durant la décharge du champ électrique, du
chauffage ohmique est provoqué, causant 'augmentation de la température du produit, donc
la présence d’un systéme de refroidissement est préférable (Amiali et Ngadi, 2012 ; Doona
et al ,2010).

Des contaminations des produits liquides est a prendre en considération, cas de la
biére, les migrations significatives des composants des électrodes (Fe, Cr, Zn, Mn) peuvent
provoquer une perte de saveur au-dela d'une certaine dose (Levy, 2012).
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l.2.3Irradiations

1.2.3.1 Principe

La décontamination par irradiation fait référence a trois types de phénomeénes physiques:
le rayonnement gamma, le rayonnement X et les faisceaux d’électron.

Le rayonnement y correspond a I'émission spontanée de photons par le noyau d’un
isotope radioactif. Sa longueur d’'onde est en général inférieure a 10 pm. Ce phénoméne a
été découvert par Paul Villard en 1900. Les rayons X sont des ondes électromagnétiques
émises par les couches électroniques profondes des atomes. Leur longueur d’onde est
comprise entre

0,01 et 10 nm. Cette partie du spectre électromagnétique a été identifiée par Wilhelm
Rontgen en 1895 (Boumendjel, 2005). Les faisceaux d’électrons font référence a un
déplacement d’électrons créés a partir d’'une source. Les tubes a vides permettant de créer
les faisceaux d’électrons ont été inventés dans leur forme moderne par Karl Braun en 1897.
L'irradiation des aliments a commencé avec le programme "Atoms in peace" du Président
Eisenhower au début des années 1950.

Les techniques d’irradiation ont 'avantage de pouvoir traiter le produit en surface et en
volume. Les rayons X durs et gamma sont trés pénétrants donc il est possible de traiter des
produits ayant un volume important. Les temps d’exposition sont de I'ordre de I'heure. Les
faisceaux d’électrons pénétrent moins profondément dans la matiére mais suffisamment
pour traverser des films ou des emballages. Ainsi 'avantage des faisceaux d'électrons est
le fait que les aliments peuvent étre traités a travers leur emballage, et méme congelés ou
réfrigérés (Figure 1.8). Il est a noter qu’un traitement de forte énergie donne des résultats
satisfaisants sur des épaisseurs allant jusqu'a 3,5 cm (Adams et Moss, 2008).

Pour ces types de rayonnements, la dose est généralement exprimée en Gray. Un
Gray correspond a une énergie absorbée d'1 joule par kg de produit traité. Les doses
habituellement utilisées sont comprises entre 0.01 et 10 kGy. Ces types de radiations ont
été choisis car ils produisent les effets désirés sur I'aliment, sans induire de radioactivité
au sein du produit ou de I'emballage et permettent une utilisation industrielle en matiere de
quantité et de colt de fonctionnement (Sommers, 2012).

Le terme "radapertisation" est employé pour décrire l'ionisation appliquée aux aliments
préemballés dont les enzymes ont été inactivées, a des doses déterminées pour qu'aucune
altération ou toxicité ne surviennent quelles que soient les conditions et durées de stockage
(en I'absence de contamination post-process). Le traitement par irradiation peut étre un réel
avantage en matiére de sécurité alimentaire (Ohlsson et Bengtsson, 2010).
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Figure 1.8: Principe d'une unité de traitement des aliments aux rayons y
(Ferrandon,2008).

1.2.3.2 Mécanismes d'inactivation

Sous irradiation, les molécules absorbent de I'énergie des ions ou des radicaux libres
trés réactifs, rompant ainsi les liaisons chimiques. La mort cellulaire est engendrée
par 'endommagement du matériel génétique, représentant I'effet majeur de l'irradiation
sur les microorganismes dans les aliments (Ohlsson et Bengtsson, 2010). Diverses
modifications peuvent étre induites dans la structure de 'ADN: oxydation du désoxyribose
et libération d’'une base par hydrolyse, pontage entre bases d’'un méme brin ou entre
bases appartenant a deux brins différents, hydroxylation des bases et en particulier de
la thymine, avec formation de peroxydes en présence d’'oxygene. Mais les altérations les
plus fréquemment observées sont des ruptures monobrin entre la base et le sucre d’'un
nucléotide, essentiellement produites par action des radicaux hydroxyles. Lorsqu’il y a
cassures simultanées des brins a des distances trés voisines dans I'ADN, ces ruptures
double brins (10 fois moins probables que les ruptures simple brin) ont des conséquences
beaucoup plus dramatiques pour la survie de la cellule (Nicholson et al. , 2000).

1.2.3.3 Efficacité microbiologique

Les doses utilisées pour détruire la plupart des bactéries pathogénes sont moyennes et vont
de 1,5 a 4,5 kGy, alors que pour les spores bactériennes et les virus, de fortes doses allant
de 10 a 45 kGy sont nécessaires (Doona et al., 2010).

Les bactéries Gram- sont ici encore plus sensibles que les Gram+ et les spores toujours
plus résistantes que les cellules végétatives, bien que quelques espéces se soient avérées
trés résistantes dans leur forme végétative (exemple de Deinococcus radiodurans). Les
virus sont quant a eux trés résistants aux irradiations (Figure 1.9). De nombreux facteurs
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influencent fortement I'efficacité de ces traitements: la composition du milieu, I'activité de
I'eau, la température lors du traitement, la présence d'oxygéne (qui augmente la sensibilité),
la congélation (la dose nécessaire pour l'inactivation de 90% de la population est 2 a 3 fois
plus élevée dans les aliments congelés que dans les aliments frais) (Levy, 2012).
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Figure 1.9: Effet des traitements ionisants en fonction de la dose appliquée
(Federighi et Tholozan,2001).

1.2.3.4 Equipements industriels

lls consistent en une chambre d’irradiation contenant une source de radiation, dans laquelle
les produits a traités sont envoyés par un convoyeur, avec des espaces de chargements et
de déchargements. Cette chambre doit étre bien isolée pour éviter tout danger (Ohlsson
et Bergtsson, 2010).

Les équipements peuvent étre relativement peu encombrants (faisceaux d'électrons
acceélérés), ou trés imposants (rayons y). Le colt des machines est trés élevé, et varie selon
la puissance et le type de rayonnement. Il existe des équipements allant de 3,1 a 5,6 millions
de dollars US, avec un prix de fonctionnement variant entre 1 et 1,4 cent ($) par 500g de
produit (Sadat, 2004).

1.2.3.5 Avantages de la technologie, limites, produits cibles

Aucune augmentation de température n'est observée, ce qui classe ce traitement en
procédé athermique. Cette technologie est appliquée pour la désinfection du matériel
médical et les produits de process dans le domaine alimentaire (Ohlsson et Bergtsson,
2010).
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Selon le produit, une forte dose d'irradiations (par exemple au-dessus de 6.5 kG pour
I'agneau) peut altérer le godt et la couleur des aliments, notamment de la viande. Les
polysaccharides comme la pectine peuvent étre dégradés suite a de trop fortes doses
d'irradiation, ce qui peut causer une perte de fermeté des fruits et donc une diminution de
leur durée de vie (Levy, 2012).

Cette technique reste non applicable pour le lait, car pourrait causer des changements
de flaveurs d’odeurs et une décoloration (Doona et al , 2010).Un sur traitement ou un
traitement exagéré pourrait détériorer la qualité du lait et produits laitiers d’'une maniére
irréversible (Demirci et Ngadi, 2012).

Méme s'il a été démontré que les produits irradiés ne peuvent en aucun cas devenir
radioactifs (car a aucun moment le produit ne rentre en contact avec la source radioactive),
le traitement par irradiation est encore difficilement accepté par les consommateurs. Selon
Ohlsson et Bergtsson (2012), La technologie de l'irradiation reste discutable.

1.2.4 La lumieére pulsée
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1.2.4.1 Principe

Les premiers travaux de désinfection (Japon) datent de la fin des années 70, et le premier
brevet de 1984. La lumiére pulsée se définit par des impulsions ou flashes de lumiére
produits par une lampe a arc au xénon. Le spectre d’émission de la lampe couvre le
domaine en longueurs d’'ondes s’étendant entre 200 et 1300 nm incluant UV, visible et
infrarouge (Demirci et Ngadi, 2012). La durée des flashes varie entre la microseconde
et la milliseconde. L'énergie nécessaire a l'allumage de l'arc est accumulée dans un
condensateur puis déchargée dans la lampe. La décharge est possible a la condition que
le gaz soit préionisé. La préionisation est obtenue grace a un signal dit trigger (haute
tension et faible courant). Elle permet d’initier 'avalanche électronique nécessaire pour
rendre le gaz conducteur (phénoméne de claquage). L'énergie électrique accumulée dans
le condensateur est libérée dans le canal conducteur. Les atomes de xénon sont excités
et ionisés lors du passage du courant (plusieurs centaines d’ampéres). Le phénoméne de
passage a l'arc permet de libérer toute I'énergie électrique stockée. La décharge se coupe
ensuite. Le retour a I'état fondamental des atomes de xénon se fait par I'émission de photons
dont la longueur d’onde varie entre 'UV et l'infrarouge. Le spectre produit dépend des
paramétres électriques du circuit de décharge. Comme pour les lampes utilisées dans le
cas des UV continus, I'enceinte dans laquelle se trouve le gaz est en quartz. La dose regue
par le produit est généralement décrite par la fluence (J/cm?), représentant I'énergie recue
par unité de surface de la cible (unité également utilisée dans le cas des traitements par
UV continus) (Mafart, 1996).

Selon Levy (2012), le traitement est caractérisé par d'autres paramétres physiques :

la tension appliquée aux bornes des lampes (V) qui en plus d'avoir une influence sur
la fluence (plus la tension est élevée, plus la fluence du flash est élevée) détermine la
qualité du spectre émis (% d'UV) ;

I'éclairement créte (W/cm?) représente la puissance maximum sur 1cm? de la surface
pendant la durée d'un flash ;

la fluence (J/cm2), qui représente I'énergie accumulée sur 1cm2 de la surface
pendant la durée du traitement (un ou plusieurs flashes) ;

le nombre de flashes émis.
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.2.4.2 Mécanismes d'inactivation

Ohlsson et Bergtsson (2010), décrivent deux types de mécanismes pour expliquer
l'inactivation due a la LP :

I'action photochimique des longueurs d'onde UV
I'action photothermique du spectre entier.

L’action photochimique, mécanisme d'action également retrouvé dans le cas du traitement

UV continus, aurait un effet direct sur la molécule d'ADN. En effet, les UV-C (200-280
nm) provoqueraient la formation de diméres de pyrimidine (en particulier de thymine),
inhibant la formation de nouveaux brins d'ADN dans le processus de réplication et entrainant
la mort du microorganisme. De nombreuses études définissent I'absorption des UV comme
la cause majeure d'inactivation des microorganismes par lumiére pulsée, signifiant dans ce
cas que l'unique différence de cette technologie par rapport a une émission continue d'UV
serait la réduction du temps de traitement.

Un deuxiéme mécanisme est parfois décrit comme intervenant dans l'efficacité
germicide de la lumiére pulsée: le mécanisme photothermique ; la désinfection est
provoquée par rupture des membranes, du fait de la bréve mais intense élévation de
température au niveau du microorganisme (Gomez-Lopez et al ., 2007).

1.2.4.3 Efficacité microbiologique
Les spores de moisissures semblent étre plus résistantes que les bactéries a Gram+, elles-
mémes plus résistantes que les Gram-.

Selon Demirci et Ngadi (2012), les facteurs intervenant dans l'efficacité de la lumiére
pulsée sont :

Facteurs liés au systéme d’éclairage :
— lafluence regue au niveau du microorganisme ;
— la tension appliquée aux bornes des lampes ;

— le type et la forme des réflecteurs qui déterminent les angles d’incidence
du rayonnement sur la surface.

Facteurs liés a la cible :
— le microorganisme cible ;
— la nature et la rugosité de la surface traitée ;
— la densité de population dans le cas des traitements de volumes de
liquide ;
— la composition des aliments ;
— I'épaisseur de la cible ;
— Influence des facteurs liés au systéme d’éclairage.

1.2.4.4 Equipements industriels

Les équipements de lumiére pulsée varient d'un équipementier a l'autre, mais le systéme
reste le méme. L'énergie électrique est stockée dans un condensateur. Un signal va
déclencher la décharge de I'énergie électrique sur une ou plusieurs lampes a xénon. Les
lampes sont le plus souvent équipées de systemes de refroidissement par eau et sont
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protégées par des tubes en quartz. Les lampes sont équipées de réflecteurs (en aluminium
poli) de formes différentes selon la géométrie du produit a traiter. Le design des réflecteurs
est un élément clé, responsable de la focalisation des rayons lumineux sur la cible. Ainsi,
les équipements vont étre différents (nombre de lampes, forme des réflecteurs), selon le
produit traité. Le traitement par lumiére pulsée peut étre discontinu ou bien continu avec
des cavités adaptées aux lignes de production (Figure 1.10).

Le prix des équipements varie en fonction de la complexité de la machine et surtout
du nombre de lampes nécessaires. L'avantage de la technologie est également en
termes de codt de fonctionnement. En effet, la consommation d'électricité est faible et les
opérations de maintenance se limitent le plus souvent au changement des lampes usagées.
L'encombrement des machines est limité, avec une adaptation trés simple sur les lignes de
production, nécessitant le plus souvent une cavité de quelques dizaines de centimétres de
large (Levy, 2012).

Figure 1.10:Equipement industriel de la lumiere pulsée
(Levy, 2012).

1.2.4.5 Avantages de la technologie, limites, produits cibles

Le traitement LP, du fait de la durée des flashes (200 pS), est un traitement rapide
(souvent quelques secondes) et reste dans certains cas suffisant pour I'obtention d’'une
destruction totale des microorganismes en surface du produit (Vignola, 2012). Travailler
avec de la lumiere (comme le traitement UV continus), ne nécessite I'utilisation d'aucun
produit chimique. Il n'y a donc aucun composé résiduel a éliminer. De plus, les lampes,
contrairement aux lampes utilisées pour I'émission continue d’UV, ne contiennent pas de
mercure. Lors des traitements impliquant un grand nombre de flashes, un échauffement
de la cible peut se produire. Il est également possible qu'un dégagement d'ozone ait lieu.
Les sources lumineuses (UV comme lumiére pulsée) restent sensibles aux effets d'écran.
Tout élément pouvant ainsi s'interposer entre le rayon lumineux et le microorganisme, le
protégera de la destruction. Il sera donc impossible d'utiliser la lumiére pulsée sur de
grandes épaisseurs.

Les traitements de surfaces seront a l'inverse tout a fait accessibles a la technologie.
Les surfaces plus irrégulieres au niveau microscopique seront en régle générale plus
difficiles a traiter. Les traitements plus invasifs, sur des suspensions liquides par exemple,
ne pourront se réaliser que sur des liquides clairs et sur de faibles épaisseurs.
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Les aliments riches en protéines et acides gras ne sont pas de bons candidats pour le
traitement, car les protéines et I'huile, ajoutées au milieu de culture des microorganismes,
diminuent I'efficacité de la lumiére pulsée. En revanche, les fruits ou les [égumes seront des
cibles adéquates, du fait de leur composition. Cependant I'altération de certaines propriétés
physiologiques des aliments (et notamment des légumes) peut étre provoquée par la LP
tout autant que par les UV continus (Alexandre et al, 2012).

1.2.5 UV continus

1.2.5.1 Principe

Le traitement UV continus est une méthode athermique, non chimique et considérée comme
non ionisante (Demirci et Ngadi, 2012). L'émission UV est produite dans une lampe a
vapeur de mercure. La lampe se compose d’'une enceinte en quartz dans laquelle réside un
mélange d’argon et de mercure. Deux types de lampes sont différenciés selon la pression
dans I'enceinte : lampes dites basse pression et lampes dites moyenne pression. Dans
les deux cas, I'émission est produite lors de la désexcitation du mercure préalablement
chauffé puis ionisé. Le spectre d’émission varie grandement avec la pression. Il est
monochromatique a basse pression avec un pic principal d’émission a 254 nm (il existe
un pic d’émission moins intense a 184 nm coupé par I'enveloppe). A moyenne pression,
c’est un spectre de raies présentant plusieurs maxima (254, 365, 405, 436, 546, 578
nm). Les deux types de lampes émettent des UV dans la région 200-280 nm du spectre.
Cette région correspond communément aux UV-C parfois nommé UV "germicides" car ils
sont responsables de l'inactivation des virus et bactéries. Les longueurs d'onde les plus
destructrices se situent entre 240 et 280 nm (Montville et Matthews, 2008). La grandeur
caractérisant le flux lumineux regu par les microorganismes est I'éclairement (en W/cm?). La
dose tient compte de la durée d’exposition et est homogéne a une fluence (J/cm?). Pour les
liquides, le J/L est également utilisé. Les UV continus en tant que méthode de conservation
ont une image positive vis-a-vis des consommateurs. Les traitements sont déja utilisés pour
décontaminer 'eau, l'air et les surfaces. Ainsi, aux Etats-Unis, depuis les années 1930, les
radiations UV a 254 nm sont utilisées pour réduire le nombre de bactéries dans l'air des
blocs opératoires en milieu hospitalier.

1.2.5.2 Mécanismes d'inactivation

Les radiations UV ont un mécanisme d'action assez similaire aux irradiations: elles causent
des ruptures au sein de la molécule d'ADN, ainsi que des diméres de pyrimidine(notamment
de thymine, lésions les plus fréquemment retrouvées chez les cellules végétatives). Ces
Iésions bloquent la réplication et la transcription, compromettant les fonctions cellulaires et
entrainant la mort de la cellule (Doona et al, 2010).

Cet effet est corrélé a I'absorption des UV par les acides nucléiques, située entre 200 et
310 nm, avec un maximum a 260 nm (Adams et Moss, 2008).Les systémes de réparation
de I'ADN sont des éléments mis en place par les cellules pouvant contrer les effets du
traitement UV. Dans le cas des cellules végétatives, des phénomenes de photoréactivation
peuvent se produire et également conduire a la réparation des lésions causées sur I'ADN
du microorganisme, lorsqu'il est exposé a la lumiére du soleil aprés traitement (Levy, 2012).

1.2.5.3 Efficacité microbiologique
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Le traitement UV est décrit comme simple, respectueux de I'environnement, et permettant
de détruire une large gamme de microorganismes dans I'eau (Demirci et Ngadi, 2012).

De maniére générale, les bactéries a Gram- sont plus facilement détruites que les
Gram+, les spores (de bactéries et moisissures) sont plus résistantes que les cellules
végeétatives. Les virus sont également plus résistants aux UV que les cellules bactériennes
(Adams et Moss, 2008). Il est a noter que la résistance aux UV dépend de la présence
de pigments cellulaires et fait le lien entre les pigments noirs de certaines moisissures
et leur forte résistance aux UV. En effet, la mélanine contenue dans les spores serait un
composé photoprotecteur et augmenterait la survie des spores fongiques en les protégeant
des radiations UV.

1.2.5.4 Equipements industriels

Les sources d'UV généralement utilisées sont des lampes a vapeur de mercure basse
pression (102 a 103 Pa), basse pression a haut rendement, ou moyenne pression (104 a
106 Pa).

Le mercure (accompagné d'un gaz inerte comme l'argon) est enfermé dans un tube
en silice scellé aux deux extrémités, et connecté a des électrodes. L'émission des lampes
moyennes pression est polychromatique (250 a 600 nm), avec des énergies émises de 5
a 30 W/cm, contrairement aux lampes basse pression qui sont monochromatiques, et dont
I'énergie émise se situe plus aux alentours des 0.5 W/cm (Koutchma, 2009).

1.2.5.5 Avantages de la technologie, limites, produits cibles

Aucun composé ni sous-produit toxique connus ne sont formés a cause des UV, que le
traitement de I'eau n'a entrainé aucune apparition de mauvais godt ou odeur, qu'il n'y a
pas de changement de couleur du jus de pomme traité, et que le traitement nécessite peu
d'énergie comparé a la pasteurisation. Le traitement UV est aussi utile pour traiter des
matériaux qui ne résistent pas a l'autoclave (Ortega-Rivas, 2012).

De plus, un traitement UV appliqué au jus d'orange n'a montré aucune modification
de couleur ni de pH du produit, juste des pertes en vitamine C semblables aux traitements
thermiques.

Les UV présentent une trés faible capacité de pénétration, il s’agit donc le plus souvent
d’un traitement de surface sauf pour les produits transparents aux UV. En effet, 90% des UV
sont absorbés sur 1mm de jus de fruit et la faible pénétration est d'autant plus accentuée
que le liquide est opaque.

Le facteur limitant le plus évident de ce traitement est sans aucun doute I'effet d'écran.
La faible pénétration des UV permet uniquement une application en surface, et le traitement
sera inefficace sur des microorganismes disposés en amas ou biofilms, ou protégés par de
la matiére organique. Le traitement par émissions continues d'UV est certes un traitement
respectueux de I'environnement, car aucun composé chimique n'est utilisé et aucune source
radioactive n'est nécessaire. En revanche, le mercure contenu dans les lampes pose des
problémes environnementaux lors de leur élimination (Kelklic et Demirci, 2012).

Ce traitement est plus approprié pour les produits liquides pré-filtrés ou clarifiés, et
représente un intérét considérable dans la pasteurisation du lait. Les applications dans
les industries agroalimentaires pour la pasteurisation des aliments est indisponible pour le
moment (Doona et al., 2010).
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Les applications les plus courantes sont la désinfection de I'air, des surfaces, des
emballages (boites, bouchons, bouteilles, cartons, tubes, films, opercules...) et de l'eau. Les
liquides transparents seront des cibles plus faciles que les liquides opaques, grace a une
pénétration des UV sur une épaisseur plus importante (Ohlsson et Bergtsson, 2010).

Le traitement aux UV reste une alternative peu séduisante pour résoudre des
problémes de forte contamination, entrainant une répartition des microorganismes en amas
et diminuant ainsi la probabilité de chaque germe d'étre directement soumis aux UV.

1.2.6 L'étude approfondie du traitement aux UV présente-t-elle
un réel intérét par rapport aux autres techniques physiques de
décontamination ?

Le traitement aux UV nécessite la transmission des rayonnements ou l'illumination de la
totalité de la zone a traiter est nécessaire a son efficacité. Il est adapté au traitement
en surface. Contrairement au traitement thermique, aux hautes pressions ou encore a
l'irradiation, il ne peut convenir au traitement de produits opaques. Cependant, il est possible
de décontaminer les liquides pour lesquels le coefficient d’absorption dans I'UV et le débit
du liquide sont adaptés. Les UV entrent dans les nouvelles perspectives concernant le
traitement des aliments. En effet, les technologies athermiques et propres sont un sujet de
développement trés prometteur et donc trés étudié. Le fait d'éliminer totalement I'utilisation
de produits chimiques est un avantage a la fois économique et environnemental. L'absence
d'échauffement des aliments préserve les qualités organoleptiques et nutritionnelles, sujet
fondamental a I'heure actuelle. La technologie, probablement moins coliteuse a mettre en
place industriellement que l'irradiation, transmet aussi une image beaucoup moins négative
aupres des consommateurs, n'étant pas un procédé émettant ou utilisant de la radioactivité.
Les temps de traitement sont généralement trés courts, ce qui est un avantage certain
pour l'installation sur les chaines de production. La possibilité d'appliquer des traitements
en mode continu est également un atout par rapport a d'autres traitements appliqués
préférentiellement de maniére discontinue (en batch ou semi batch par exemple), ou
nécessitant de faibles volumes (Rajkovic et al., 2010).

Le recensement d'articles scientifiques publiés considérant les traitements thermique
("heat"), la lumiére pulsée ("pulsed light"), les champs électriques pulsés ("pulsed
electricfield"), les hautes pressions ("high pressure") les UV continus ("UV or uv or
ultraviolet") et les irradiations ("irradiations or y rays or X rays or electronbeam") a été
effectué. Il fait état de la quantité d'articles disponibles sur chacune des technologies
présentées ici et leur évolution depuis 1980. Comparée au traitement thermique, les UV
sont beaucoup moins représentés en termes de quantité de données.
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Chapitre Il : les rayons Ultraviolets

1.1 Présentation des rayons Ultraviolets

1.1.1 Historique

L'existence des rayons UV est mise en évidence en 1801 par J.W. RITTER, physicien
allemand, ils ont d’abord été dénommés « Rayons Chimiques ».Le premier appareil de
production UV est construit en 1910 a Marseille, mais ses lampes en quartz (opaques et non-
transparentes) ne sont pas encore sures. Les années 40, les premiéres lampes a décharge
dans les gaz sont construites et optimisées pour I'application a la désinfection de I'eau.
L'année 1955 a connu l'apparition de 'une des premiéres installations de traitement UV, en
Suisse, pour le traitement des eaux publiques. Par la suite, de nombreuses études sur le
comportement des microorganismes soumis aux UV conduisent & de nouvelles possibilités :
purification de l'air, de I'eau, des surfaces des matériels... La décontamination devient alors
réalisable sans recourir aux additifs (Kowalski, 2009 ; Rosset et Rosset, 1996).

11.1.2 Définitions
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« Ultraviolets » est le nom donné aux rayonnements électromagnétiques s’étendant dans
la gamme des longueurs d’ondes situées d’'une part immédiatement en deca du violet,
en extrémité du spectre visible (400nm) et d’autre part avant les rayons X (100nm). Le
spectre des rayonnements UV est donc par définition compris entre 100 et 400nm et
est invisible (Rosset et Rosset, 1996). La lumiére UV est non-ionisante, non- chimique
et athermique ce qui reste une technique respectueuse pour I'environnement, facile a
appliquer et économique (Demirci et Ngadi, 2012).

Pour éviter de faire peur aux consommateurs, les scientifiques préféerent utiliser le terme
« illumination » au lieu de « irradiation » qui préte a confusion (Cullen et al., 2012).

D’aprés Olhsson et Bergtsson (2010), les rayonnements UV présentent des effets
différents selon leur longueur d’onde. Aussi, le spectre UV est-il arbitrairement en 3 bandes
comme suit (Figures I1l.1 et 1.2) :

UV-A, ondes longues entre 315-400nm, a effet bronzant.
UV-B, ondes moyennes entre 280-315nm a effet érythémateux.
UV-C, ondes courtes entre 100-280nm a propriétés germicides et photochimiques.
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Figure II.1: Spectre des radiations électromagnétiques
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Figure II.2: Caractérisation de la lumiére UV.

La particularité de la bande des UV-C est de présenter un effet germicide puissant,
(optimum a 253,7 nm) (Figure I1.3). Il faut également signaler la production d’Ozone (O3)
pour les rayonnements UV-C de longueur d’onde inférieure a 200nm (optimum a 185nm)
(Doona et al., 2010).Faisant partie du spectre électromagnétique (lumiére), il est ainsi
possible d’en faire facilement la mesure en utilisant un posemétre gradué directement en

pw.s/cmz, mW.s/cm2 ou J.s/cm2 (Rosset et Rosset, 1996).
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Figure 11.3: Efficacité germicide de la lumiére Ultraviolet
(Jun et Irudayaraj, 2009).

1.2 Actions générales des UV

11.2.1 Actions cellulaires
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En raison de leur longueur d’'onde élevée, au-dessous de 450nm et un quantum d’énergie
de 3-5 eV, énergie suffisante pour exciter les électrons des molécules les rendant plus
réactives. De maniére générale, les réactions chimiques induites dans les microorganismes
et les virus provoquent des probléemes métaboliques conduisant a des modifications
physico-chimiques irréversibles des acides nucléiques, principalement de 'ADN (Adams
et Moss, 2008).

Les rayonnements UV traversent la membrane cytoplasmique de la cellule, pénétrent
dans le noyau et modifient la chromatine par effet photochimique. Les éléments
de la reproduction sont ainsi inhibées et la division cellulaire bloquée, directement
par modification génétique ou indirectement par erreurs de réplication. Si I'action est
suffisamment prolongée ou renforcée, le noyau se dilate jusqu’a son propre éclatement et/
ou celui de la cellule (Rosset et Rosset, 1996).

Deux stades successifs d’action sont a distinguer :
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Effet bactériostatique : La fonction de la réplication cellulaire est inhibée par
dissociation des doubles liaisons instaurées des acides nucléiques du noyau.

Effet bactéricide : Le rayonnement UV entraine la désorganisation de la cellule par
éclatement des membranes nucléaire et/ou cellulaire.

1.2.2 Actions sur les acides nucléiques

Par activation des électrons ou des doublets électroniques au niveau des molécules
irradiées, les UV dissocient les doubles liaisons des acides nucléiques. Selon Rosset et
Rosset (1996), les dommages causés par les UV aux bases azotées, constitutives des
acides nucléiques sont les suivants :

Formation de diméres : apparaissant principalement sur la thymine.

Formation d’hydrates dans ’ADN : apparition rare du fait de la présence de liaisons
hydrogénes.

Dénaturation de la double hélice de 'ADN : méme mode d’apparition que pour les
diméres et les produits d’hybridation.

Les acides nucléiques absorbent de maniére intense les UV avec un pic autour de 260nm,
ce qui correspond au spectre d’absorption UV pour les bactéries. En effet, pour la plupart
des espéces, I'effet bactéricide est maximum pour une longueur d’'onde de 253,7 nm.

L'inactivation des bactéries est essentiellement liée a I'absorption des UV par ’ADN
et a la dépolymérisation des bases pyrimidiques résultantes (Figure 11.4). Ces diméres de
thymine dénaturent la conformation de la double hélice et interferent sur le déroulement
normal de la réplication cellulaire. Cependant, a la suite de I'exposition aux UV, les
altérations cellulaires peuvent au niveau de '’ADN altéré, étre réparées : ce phénoméne est
appelé photoréactivation.

Plusieurs études ont démontré la capacité des pigments de mélanine a protéger 'ADN
de différents microorganismes contre les UV (Geng et al., 2008; Ruan et al.,2004). Des
spores pigmentées d'especes de Bacillus se sont révélées plus résistantes aux longueurs
d'onde UV-A que des spores non pigmentées (Moeller et al., 2005). En revanche, la
résistance de ces différentes spores aux UV-C n'a pas prouvé de lien avec la pigmentation.

En comparaison avec 'ADN, I'absorption des UV par les protéines est, dans la plupart
des cellules, de loin moins significative, bien que les protéines des virus soient des cibles
importantes. Ceci est du principalement au faible taux d’absorption de la plupart des acides
aminés des protéines ; seuls la tyrosine et le tryptophane présentent des pics d’absorption
dans la région des 260nm mais ces deux acides aminés sont peu abondants dans la
protéine.

L'effet des longueurs d'ondes UV, bien qu'incontestable, suscite des interrogations. I
semble que les différentes espéces de microorganismes ne soient pas sensibles aux mémes
gammes de longueur d’'onde de la lumiére. Les spectres d’absorption de ces bases sont trés
voisins avec de légeéres différences (Figure 11.5). De ce fait, les acides nucléiques des divers
microorganismes présentant des variations de leur composition en bases, leurs spectres
d’absorption ne sont pas tous semblables (Levy, 2012).

Aprés leur décomposition, les bases donnent naissance a des composés issus
de lirradiation, appelés : photoproduits de 'ADN. Les conséquences biologiques des
altérations de I’ADN par les UV sont de loin plus significatives que celles qui touchent ’ARN,
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a I'exception des virus et des bactériophages pour lesquels 'ARN est I'unique matériel
génétique (Rosset et Rosset, 1996).
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Figure Il.4: Schéma montrant la structure de
I’ADN avant et apres absorption de photons UV

(Koutchma et al., 2009).
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Figure I11.5: Courbe d’absorption des UV par les acides nucléiques
(Koutchma et al., 2009).

11.2.3 Réparation cellulaire

Du fait de la présence naturelle des UV dans la lumiére, de nombreux organismes sont
soumis continuellement aux UV. Il n’est donc pas surprenant que beaucoup d’entre eux
soient capables de neutraliser les effets potentiels Iétaux des UV en réparant les dommages
de leur ADN. Ces organismes présentent un avantage sélectif considérable sur les autres
espéces incapables d’assurer cette réparation. Rosset et Rosset (1996) ont regroupé ces
mécanismes en 3catégories :

a) Altérations réversibles induites par les UV, exemple : Photoréactivation ou les
diméres sont réduits en monoméres par action d’'une enzyme active sous l'action de la
lumiére visible (310-480nm).

b) Substitution des nucléotides endommagés, exemple : coupure —réparation ou une
séquence est excisée puis resynthétisée correctement. Des enzymes sont également
nécessaires, en absence de la lumiére.
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¢) Combinaison des régions indemnes par réplication d’ADN ou post-réplication.

1.2.4 Parameétres influengant I'action des UV
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11.2.4.1 Notion de dose

La dose est le produit de I'intensité du rayonnement (a la longueur d’onde germicide) regue
sur l'unité de surface, en un point donné, par le temps d’exposition. Les unités de dose sont

exprimées en microwatts seconde par centimeétre carré (iW.s/cmZ), en millivolt seconde

par centimeétre carré (mV.s/cmZ) ou encore en Joules par centimétre carré (J/cm2) (Jun et
Irudayaraj, 2009).

Notons que I'activité bactéricide dépend essentiellement de la dose et non de l'intensité
de la lampe utilisée. La relation entre ces deux paramétres est donnée par la formule
suivante :

D=LxT
Ou:
D est la dose de rayonnement regue, en mW.s/cmz; L Tlintensité des rayons UV, en

mW.s/c:m2 et T le temps d’exposition, en seconde.

Pour l'inactivation des microorganismes, un minimum de 400J/m2 devrait étre appliqué
(Doona et al., 2010).

La détermination des valeurs D des UV n’est pas réellement ou strictement importante,
car les rayons UV peuvent étre absorbés par un autre composeé et n’avoir qu’une pénétration
non- profonde (exemple : Le passage a travers 5cm d’eau claire réduit l'intensité des UV
par 2/3).

Cet effet augmente avec la concentration des solutés et des matiéres en suspension
(exemple : 90% de I'énergie incidente dans le lait est absorbée par une épaisseur de 0.1
mm). Cette pénétrabilité basse représente I'inconvénient majeur des UV et ne laisse ces
derniers non- applicables a ce jour pour les Industries agro-alimentaires et a grande échelle
(Adams et Moss, 2008).

1.2.4.2 Facteurs limitant
Coohill et Sagripanti (2008) définissent les principaux paramétres influengant I'action des
UV (Figure 11.6):
En général :
— Ladistance comprise entre la lampe et les microorganismes a détruire,
— La nature et la concentration des microorganismes.
Pour les microorganismes en suspension dans un liquide :
—  Le débit et la turbidité du liquide,
—  Le coefficient d’absorption du liquide pour les UV,
—  Les caractéristiques physicochimiques du milieu.
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Pour les microorganismes en suspension dans l'air ou sur un solide :

— La nature, la taille et le nombre de particules véhiculant les
microorganismes,

—  Latempérature et 'humidité du milieu ambiant.
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Figure Il. 6: Exemple d'équipement haute pression industriel, Promatec, Belgique
(Calders, 2009).
Coefficient d'absorption du milieu

L'action des UV décroit de maniére exponentielle avec la profondeur de pénétration
dans le milieu (loi de Beer-Lambert). Le coefficient d’absorption dépend de la couleur du
milieu, de sa viscosité ainsi que sa turbidité, paramétre étroitement lié a I'importance de sa
charge bactérienne (Tableau II.1).

D’une maniére générale, les UV ne peuvent pénétrer qu’approximativement de
100micrométres seulement les matériaux de densité égale a celle de I'eau (Tableau I1.2).
Pour compenser cette difficulté, il est nécessaire d’augmenter les temps de traitement. Par
ailleurs, il est a noter que la présence de solutés augmente le coefficient d’absorption. La
coloration du milieu constitue un obstacle a la pénétration des UV (Rosset et Rosset, 1996).

Tableau Il.1: Coefficients d’absorption de quelques liquides alimentaires (cm '1) calculés a 254 nm
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Eau distillée 0,007 a 0,01
Eau potable 0,02a0,1
Sirop clair 2a5

Sirop foncé 20a 50

Lait 300

(Jun et Irudayaraj, 2009)

Tableau 11.2: Profondeur de pénétration des UV selon la longueur d’onde dans le lait

Longueur d'onde (nm) Profondeur de pénétration efficace (mm)
250 0,036
275 0,038
300 0,041

(Jun et Irudayaraj, 2009).
Interactions avec les surfaces

Certains résultats (Woodling et Moraru, 2005) évoquent plusieurs facteurs d'influence
de la surface sur la décontamination. L'exemple de B.subtilis traité sur polystyréne et
sur verre en est une bonne illustration. En effet, d'un point de vue microscopique, les
deux surfaces présentent un profil trés similaire, a savoir I'absence de failles et rugosités.
Pourtant, la résistance des spores sur le verre est supérieure a celle sur plastique. Les
propriétés optiques de la surface, peuvent avoir une incidence sur I'efficacité du traitement.
Ainsi, d’apres Woodling et Moraru (2005), une surface présentant une forte réflectivité
provoquera une absorption de la lumiére moins importante au niveau de la cellule. En
fait le probléeme est sans doute plus compliqué. Il faudrait aussi tenir compte de la
diffusion en surface et en volume et de la géométrie des microorganismes. L'adhésion
des microorganismes aux surfaces inertes peut dépendre de I'hydrophobicité du matériau,
de la composition du milieu de suspension, mais aussi du microorganisme. Elle peut
étre différente selon la phase de croissance des microorganismes testés, en raison des
charges de surfaces différentes selon le stade. L'hydrophobicité plus ou moins marquée des
microorganismes peut étre a l'origine d'agrégations importantes, entrainant une meilleure
protection face a l'illumination (Levy, 2012).

1.2.5 Avantages et inconvénients des UV
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Ortega-Rivas (2012), Dubourg et Lacouture (2009) ainsi que Rosset et Rosset (1996)
énoncent les avantages et les inconvénients des Ultraviolets comme suit :

1.2.5 1 Avantages

Au niveau des produits traités
—  Absence de produit chimique a ajouter ou a remplacer,
—  Absence de modification physicochimique de I'eau,
—  Effet bactéricide instantané, non rémanent et spécifique,
— Absence de rayonnement résiduel dans la production,

—  Absence de résidu radioactif, méme aprés de trés haut niveau
d’exposition.
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Au niveau de l'installation :
— Dispositif compact et facile a installer,
— Faible investissement initial,
—  Grande souplesse d'utilisation dans le cadre industriel,
—  Mise en ceuvre ne nécessitant pas de surveillance particuliére,
— Possibilité d’automatisation par adjonction d’un systéme de monitorage,
— Maintenance relativement faible (remplacement des lampes),
— Absence de risque lié au stockage des produits chimiques.

11.2.5.2 Inconvénients

Au niveau des personnes exposeées :

— Risque pour les personnes non-protégeées : apparition possible
d’érythéme et de conjonctivite.

Au niveau du produit traité :
— Lait: capacité de caillage détérioree,

— Possibilité de modifications minimes des caractéres organoleptiques
(saveur, flaveur) de certains liquides,

— Réactions d’oxydation variables selon la nature de la denrée traitée.
Au niveau des installations :
—  Protection nécessaire du personnel,

—  Situation de linstallation du traitement : celle-ci doit étre aussi proche
que possible du point d’utilisation.

1.3 Action des microorganismes

1.3.1 Notion de dose létale (D10)

L’objectif d’'un dispositif a UV est de mettre hors de combat ou de tuer des microorganismes
cibles en leur délivrant une dose létale de rayonnement germicide.

Pour chaque microorganisme correspond un quantum donné d’énergie UV assurant sa
destruction. Ce seuil est appelé « dose létale ou D 1¢p » qui correspond a la réduction d’un

logarithme du nombre de germes rapportés au cm2 ou au ml, c'est-a-dire la dose a laquelle
10% des microorganismes restent encore vivants.

En général, les dispositifs a UV doivent pour étre efficaces détruire au moins de 99,9
% de la population microbienne, correspondant a 4fois la D1q.

11.3.2 Sensibilité des microorganismes
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La viabilité des microorganismes et virus soumis aux UV dépend de la capacité de leur ADN
et ARN a rester intact. Leur résistance varie en fonction de la forme et de la complexité de
leurs composants intracellulaires, véritables éléments de protection.

La dose létale est différente pour chaque microorganisme, ainsi en prenant la D1qq

d’Escherichia coli (3mWs/cm2) comme unité de référence, nous pouvons distinguer la
résistance croissante aux UV, suivant le Tableau Il.3.

Tableau I1.3: Résistance des bactéries selon la référence E .coli

Bactérie Résistance
Escherichia coli 1
Pseudomonas 2

Virus 1a4
Spores de Bacillus 4a10
Rhizopus 37
Aspergillus 44
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(Rosset et Rosset, 1996).

La résistance des microorganismes aux UV est largement déterminée par leur capacité
aréparer les dégats causés par les rayons. En général, Les virus, coccis, formes végétatives
bactériennes sont plus facilement détruits que les levures, les moisissures et les spores.
Les bacilles Gram négatifs sont plus sensibles aux UV, suivis par les coccis Gram positifs
et les spores bactériennes. Selon le modéle suivant : Gram - < Gram+ ~Levures <Spores
bactériennes < Spores de moisissures < Virus (Adams et Moss, 2008).

Aussi les colonies incolores sont plus facilement détruites que les colonies colorées
(Montville et Matthews, 2008).

Comme pour les autres méthodes de désinfection, le degré d’inactivation d’une
population est caractérisé par la courbe de survie, c'est-a-dire I'évolution du nombre de
cellules survivantes en fonction du temps de traitement.

La courbe d’inactivation et sigmoidale, avec un plateau initial du a la phase d’atteinte du
microorganisme en réponse a I'exposition aux UV, suivie par une phase en queue (Tailing)
due a la résistance aux UV ou aux composés expérimentaux tels que : les solides en
suspension qui pourraient bloquer les rayonnements. La littérature reste insuffisante pour
développer une cinétique d’inactivation microbienne aprés exposition aux UV. Cependant,
les études ont rapporté jusqu’a 4logs de réduction pour divers microorganismes traités a
254nm. La réduction est en rapport direct avec I'exposition aux UV (J/cm2)
2011).

Mise a part, la résistance intrinséque, d’autres facteurs interviennent dans l'efficacité
des UV, a savoir :

(Anonyme,

Le type de milieu de croissance des microorganismes,
La température du milieu,
La phase de croissance du microorganisme.

Il est reconnu que la présence d’'un milieu organique riche comme le sérum, le lait et les
produits a base d’ceufs peuvent entrainer des effets protecteurs.
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Quelques microorganismes produisent des toxines, incluant endotoxines et exotoxines.
Les UV ont un effet limité sur celles-ci mais I'exposition prolongée peut réduire la
concentration de ces toxines (Kowalski, 2009).

I1.4 Mode d'émission des UV

11.4.1 Techniques

Le traitement UV peut se faire en batch, en continu ou en pulsation. Les UV continus
sont émis par des lampes a mercure qui émettent continuellement des photons UV et sont
appelés « ondes UV continues » (Figure I.7). Alors que les UV pulsés représentent une
technologie moderne, utilisant des pulsations de courte durée d’un flash polychromatique
de grande intensité, riche en UV-C, émis par une lampe xénon, on parlera alors d’ «UV
pulsés ou de lumiére pulsée » (Figure 11.8) (Cullen et al,. 2012).

Figure I1.7: Schéma d’un systeme simplifié de traitement UV
(Koutchma et al, 2009).
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Figure 11.8: Schéma d’un systéme de Lumiére pulsée
(Koutchma et al, 2009).

11.4.2 Sources d'émission des UV

Les rayonnements UV sont produits par des lampes mercure a basse et moyenne pression,
qui consistent en un mélange entre mercure et un gaz inerte (souvent Argon) en vapeur
confiné dans un tube en quartz ou un transmetteur UV (Figure 11.9). Le tube contient des
électrodes aux deux extrémités faites en Tungsténe et autres métaux, aidant a la formation
d’un arc électrique.

Quand un haut voltage est appliqué a travers I'électrode, I'arc électrique excite le
mercure vapeur, qui a son tour émet des UV retournant a un niveau d’énergie plus bas.
L’Argon aide a démarrer la lampe et diminuer les pertes thermiques (Demirci et Ngadi,
2012).

Selon Dubourg et Lacouture (2007), il existe plusieurs types de lampes a vapeurs de
mercure qui possédent chacun son spectre d’émission (Figures 11.10 et 11.11), on citera :

Lampes a vapeur de mercure basse pression (10 -3 a 10'5 bars) : constituent la
source artificielle d’'UV-C la plus efficace. Leurs arcs produisent des radiations
monochromatiques a environ 254 nm.

Lampes a vapeur de mercure haute pression (10 -1 a 20 bars) : conviennent pour
les débits importants de produits a traiter, mais leur rendements est inférieur a leurs
précédentes. Leurs arcs produisent des radiations polychromatiques dans 'UV et le
visible.

Pour un procédé qui ne présente aucun danger, la Food Drug Administration (FDA)
recommande I'utilisation des lampes mercure a basse pression qui émettent 90% a 253,7nm
(Demicri et Ngadi, 2012)
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(Koutchmaet al., 2009).
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Figure 11.11: Spectre d’émission des différentes lampesUV
(Cullen et al.,2012).

11.4.3 Installation de traitement UV

1.4.3.1 Caractéristiques des installations

Une installation de traitement UV comprend :
—  Une chambre de réaction,
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— Une ou plusieurs lampes germicides entourées chacune d’'une gaine
tubulaire en quartz ou en silice,

— Un coffret refermant les composants électriques,
— Un hublot.
Les principaux paramétres a prendre en compte :
Le dimensionnement de l'installation : régis par la loi de Beer- Lambert, a savoir :

P,
B = {E}E-L.lr

Dans laquelle : D est la dose UV, P, la puissance germicide entourant la lampe et T,
le temps d’irradiation.

La spécificité de la contamination microbienne a traiter,
Le niveau demandé de qualité final du produit traité.

11.4.3.2 Régulation et automatisation
Quelques dispositifs sont a noter :

Moniteur UV : qui régule le rendement de la lampe, détecte les faiblesses et les
diminutions,

Régulateur de puissance UV, par dispositif électronique.

11.4.3.3 Utilisation de réacteurs pour les aliments liquides

D’aprés Cullen et al. (2012), on note I'existence de plusieurs réacteurs utilisés pour les
aliments liquides

Réacteurs annulaires

Le liquide est pompé dans l'espace formé de deux cylindres stationnaires et
concentrique, en une couche trés fine (<1mm), en écoulement laminaire.

Exemple : Le pilote Cider sure reactor (Figure 11.12), Pure Uv/Sure pure reactor pour
le traitement des jus de fruits, cidre et néctars (USA).
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Figure 11.12: Réacteur Cidersure 3500
(Cullen et al., 2012).
Mélangeurs statiques

lls consistent en une série d’hélices alternatives avec 180° de rotation, juxtaposées a
90°. Avec le but de mélanger, renverser, homogénéiser, exposant ainsi les microorganismes
au maximum de rayonnements (Figure 11.13).

Exemple : Latros of Dundee (Ecosse)

Figure 11.13:Mélangeur statique & 24 lampes UV
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(Cullenetal., 2012).
Mélangeurs dynamiques

lls possédent deux cylindres, le premier externe stationnaire et le deuxiéme interne en
rotation, conduisant a l'instabilité du fluide.

Exemple : Taylor- Couette (Canada) (Figure 11.14).

Figure Il.14:Réacteur Taylor-Couette
(Cullen et al, 2012).

11.4.3.4 Coiit des installations UV

Plusieurs facteurs sont pris en considération pour déterminer le cout d’une installation UV,
on citera : I'énergie utilisée, le remplacement des lampes et des tubes, la maintenance, et
le nettoyage des arcs. Quelques facteurs sont a éliminer : achats de produits chimiques,
transports, stockages... (Demirci et Ngadi, 2012).

1.5 Applications dans les industries agro-alimentaires

11.5.1 L'air

11.5.1.1 Généralités

Dans les industries agro-alimentaires, les UV sont utilisés pour la désinfection de l'air afin
de prévenir la contamination des produits par les microorganismes aéroportés.

Le risque de contamination n’est pas seulement présent tout le long de la production des
denrées alimentaires, mais également lors de leur emballage, stockage et distribution. Ainsi
les UV présentent 'avantage de pouvoir procurer une protection pour l'air et les surfaces,
a tous les stades de la chaine de production.
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1.5.1.2 Les différentes applications

Selon Koutchma et al ., (2009), Rosset et Rosset (1996), les applications se résument
comme sulit :

Industrie laitiere
—  Désinfection de l'air,
—  Enfromagerie, en chambre de pousse.

Industries des viandes
—  Chambres froides des abattoirs, pour prolonger le temps de stockage.

Boulangerie-Pétisserie
—  Chambres froides et lieu de stockage,
—  Baguette de pain, réduisant les contaminations post- cuisson.

Restauration collectives
—  Locaux de préparation et de cuisine,
—  Fruits frais fraichement coupés.

11.5.2 Applications aux liquides
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11.5.2.1 Généralités

L'utilisation des UV pour le traitement des liquides n’est pas encore généralisée et fait encore
la cible de recherche, ceci est du a la faible pénétration des rayonnements sur les matiéres
sub-opaques tels que les liquides alimentaires. Cependant, le développement de nouveaux
réacteurs avec des paramétres optimisés utilisant 'écoulement d’une trés fine couche de
fluide permettant la pénétration des rayons UV (Cullen etal ., 2012).

D’aprés Rosset et Rosset (1996), la quantité de rayonnement UV requise pour détruire
des microorganismes présents dans un liquide donné dépend du pouvoir de transmission
des UV dans ce liquide.

Pour les liquides absorbants, l'intensité germicide décroit avec la profondeur de la
pénétration, selon la formule :

E=FEeg™™

Ou:E ¢ représente l'intensité incidente, E, l'intensité a la profondeur x et a, le
Coefficient d’absorption.

La profondeur de pénétration efficace pour une destruction a 90% varie entre 3m pour
I'eau distillée limpide, 12cm pour I'eau de boisson et 0.5mm pour le lait.

1.5.2.2 Avantages

Absence de modification sensible au pH et de la composition du liquide traité,
Absence de rémanence,

Absence d’additifs,

Possibilité d’'une désinfection immédiate et sure de substances a risque comme le
sont les boissons.
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11.5.2.3 Effets du traitement sur les liquides

Dubourg et Lacouture (2007) ont résumé les effets des rayonnements UV appliqués pour
le traitement des liquides alimentaires comme suit :

Production de furanes a partir de glucose, mais cela reste trés négligeable (>1ppb),

Brunissement non enzymatique pour les produits contenant des protéines et des
sucres, mais ceci n’a pas été remarqué pour le lait,

Effet potentiel sur la capacité antioxydante (Effet photochimique bénéfique),
Changements dans les macromolécules (Modification conformationnelles),
Dégradation susceptible de la couleur (Sensibilité des caroténoides aux UV),
pH et Degré Brix non affectés.

Aussi, le traitement aux rayonnements UV a des effets néfastes sur les aliments liquides,
tels que décrit par Jun et Iradayaraj (2009) :

Dépolymérisation de I'amidon,

Formation de radicaux lipides, superoxydes et peroxyde d’hydrogéne; ces peroxydes
pourraient affecter les graisses solubles, les vitamines et les composés colorés,
conduisant a des pertes en qualités nutritionnelles et / ou des décolorations,

Peroxydation des acides gras insaturés,
Dénaturation des enzymes et des acides aminés,
Dégradation des vitamines surtout A, Bo, et C par photodégradation.

1.5.2.4 Exemples d'application

Cullen et al., (2012) ont divisés les liquides alimentaires pouvant étre traités en
3catégories :

Les Liquides,
Les émulsions,
Les suspensions.

Ces trois catégories sont détaillées dans le Tableau I11.4:
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Groupe de fluides

Propriétés

Définition

pH

Transparence

Exemples

Homogénes, pompablas

Trés acides pH=3,5

Semi-transparents

Jus de fruits:

Liguides Sans solides ni particules Acide 35<pH<4,6 Transparents pomme, raisin,
Peuacide pH=4,& pastéque...
IMélange de deux liquides
non-miscibles oul'un est dispersé Lait, ceufs liquides
Emulsions Feu acide pH=4,6 Opaque

dans 'autre Blancs d'eeufs...

Liquides hétérngénes avec des Jus de fruits

Liguides & particules Trés acides pH<=3,5 Opaque +Farticules
solides en suspension et de legumes,

Tableau 11.4: Classification des liquides traitables par UV
(Cullenet al., 2012).

Rosset et Rosset (1996) ont donné les principales applications des UV pour les
liquides :

Traitement des eaux : eau potable, eau de process (refroidissement, ringage,
saumure, blanchiment, fabrication...)

Sirops : s'ils sont suffisamment concentrés, ils peuvent s’auto protéger contre certains
microorganismes, leur pression osmotiques élevée s’oppose a la multiplication de
nombreux germes. Toutefois, ils peuvent héberger des levures et moisissures, qui
peuvent provoquer une fermentation et une flaveur indésirables, ce qui peut étre
facilement évité par un traitement UV.

Lait : En raison des caractéristiques physiques (charge, trouble, coloration) du lait,
I'effet assainissant des UV seuls est limité, et des durées de traitement élevées,
pour parvenir a des résultats satisfaisant. L’association se fait avec des Infra Rouges
ou un traitement thermique (température supérieure a 55°C) et arrive a détruire les
bactéries mais reste insuffisante pour les formes sporulées.

11.5.3 Applications aux surfaces et aux solides
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11.5.3.1 Généralités

Le succes de la désinfection de surface dépend en grande partie de I'aspect de surface du
matériau a traiter. En effet, les UV n’inhibent que les microorganismes atteints, la totalité de
la surface doit étre exposée y compris les recoins ou les microorganismes sont protégés.

En pratique, la décontamination des emballages et des denrées solides est a conduire
de fagon a avoir un rayonnement direct intense, I'installation des lampes doit se faire a une
distance relativement faible de la surface a traiter (Figure 11.15).
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11.5.3.2 Emballages

Les microorganismes contaminants les emballages sont essentiellement des moisissures.
Il est a noter que la résistance des spores de moisissures aux UV en raison de la présence
de pigment dans leur paroi, ceci limitant la pénétration des UV donc leur efficacité.

Cependant, les UV sont intégrables a différentes étapes : formage, remplissage,
scellage aseptique...

11.5.3.3 Denrées alimentaires

On note l'application des rayonnements ultraviolets sur la surface des carcasses de viande
et pour les poissons, et des patates douces, mais il n’y a pas d’application pour les fruits
et légumes pigmentés.

Figure I1.15: Machine a décontamination des surface utilisant la lumiere UV-C
(Koutchma et al., 2009)
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Chapitre lll : Matériel et méthodes

lll.1 Préparation du lait

Le lait utilisé pour cette expérimentation est un lait commercial en pack de 1litre, totalement
ecremeé (0.1 % de matiére grasse).Le lait est disponible dans les épiceries de proximité et
dans les grandes surfaces, avec une date de fabrication récente. Une fois acheté, il est
conservé au réfrigérateur a4°C pendant 5jours apres sa premiére utilisation. Avant chaque
traitement, le lait est entreposé a température ambiante ([125°). La stérilité du lait écrémé
UHT est vérifiée a chaque traitement, en recherchant la charge bactérienne aérobie totale
sur le milieu PCA (Plate Count Agar) et I'absence totale des bactéries testées dans le lait
sur leurs milieux respectifs.

l1l.2 Cultures testées
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Le lait a été inoculé par 3 souches bactériennes (Tableau lll.1) & savoir :

Staphylococcus aureus ATCC 6538, des laboratoires Envirozone, Alger ;

Escherichia coli ATCC 25922dulaboratoire de Microbiologie de I'H6pital de Birtraria,
Alger et;

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027dulaboratoire de Microbiologie de Saidal, El
Harrach, Alger.

Les milieux de culture utilisés sont spécifiques pour chaque bactérie selon leurs exigences
(Tableau 111.2) et sont préparés a partir de milieux déshydratés commercialisés, stérilisés
puis coulés en boites de Pétri de 90 mm de diameétre. Une fois séchées, ces derniéres
sont conservées au frais (0-2°C) et a l'abri de la lumiére et de 'humidité pendant un
mois au maximum. Ces milieux coulés en boites de pétri sont ensuite testés pour vérifier
I'absence de toute contamination en les incubant pendant 24h a 37°C. Aucun germe ne doit
pousser a la fin de ce délai. Les souches bactériennes sont conservées dans leur milieu
spécifique en boites de pétri au réfrigérateur a 4°C pendant un mois au maximum. A chaque
expérimentation, une colonie pure de ces souches sont repiquées et mise en culture dans
du bouillon enrichie pour la préparation de I'inoculum (voir détails dans la section I11.4).
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Bactérie

ATCC

Gram

Famille

Caractéristigues

IMilieux de culture

SF’_"'D" poacoccus aureus

aE38

Micrococcaceas

Coques immobiles enamas

agém-anérobies,

occasionnellement pathogéne,

produizent une toxine,

Thermarésistante, communs dans

les intoxications aliment aires,

Chapman

Eecherichia ol

2E8922

Enterobacdenaceas

Egalemantappalé "Colibacille”,
Caolifarme fecal, agrabis,
Associé & divers pathologes
Man-diarrh&iqus et utilisée

Comme souche standard.

WVREG (Violet Red Bile

Agar Glucose)

anzr

Fseudomonadaceas

Agrobies strictes, ubigquitaires,

Communément appelé

"Pyocyanique”, non sporulé, trés

maobile grace & un «il polaire,

produit des substances diffusibles

4 effets toxiques

VREG

Tableau I11.1:

Liste et caractéristiques des microorganismes utilisés.
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Iilieux Awent Utilisation Aprés utilisation Lecture
Wiligu FCA Colonies jaunes
Genaral {Plate
Commun Count
Agar)
-
..f"" -.‘-\\ Calonies ertourées
IWilieus s p & cifiques Chapman 3
d'un halao jaune
{IMannital +
Colonies rose-rouges
WREG entourdess dun
iolet halo rouge
Fed Bile iLactose+
Glucaoze)

Tableau I11.2: Liste et aspects des milieux utilisés.

l11.3Traitements UV-C
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Les traitements du lait par les UV- ont été réalisés en utilisant une chambre de traitement
congue par notre équipe de recherche, inspirée par Palgan et al., (2011), représentée par
un parallélépipéde de dimensions (1m de longueur, 90cm de largeur, 70cm de hauteur)
fabriqué en acier inoxydable couvert d’aluminium alimentaire dont la face est une porte
coulissante en plexiglas de 2 cm d’épaisseurs dotée d’une poignée et s’ouvrant vers le haut
(Figure ll1.1).Un systéme de ventilation a été installé d’'un c6té de la chambre pour prévenir
toute augmentation de température due aux radiations UV-C.

La chambre de traitement est subdivisée en plusieurs étages, permettant ainsi plusieurs
niveaux de traitement, représentés par 4 distances différentes de la source lumineuse, a
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savoir: 5, 15, 25 et 45 cm et le traitement a chaque étage est appliqué sur une plaque en
aluminium alimentaire pour éviter la contamination du lait a traiter.

Les rayons UV-C ont été émis par trois lampes UV germicides (référence : G8T5/0F,
8W, 56 V, Sylvania Osram, Denver, MA, USA), en verre transparent, opérant efficacement a
température ambiante, émettant 80% de leur énergie en UV-C avec un pic a 253,7 nm, sans
production d’'ozone (Figure 111.2).Ces trois lampes sont montées en série et disposées en
haut de la chambre de traitement. Avant chaque utilisation, elles devaient étre stabilisées
et donc allumées une heure avant le début du traitement pour stabiliser I'intensité des
rayonnements UV-C.

La dose des UV-C émis a été déterminée par la formule suivante :
D=1t

Ou; D : estladose d'UV-C délivrée (mJ/ cm2), I, I'Intensité des UV-C émis a la surface

de traitement (mW/cm2) et t, le Temps de traitement (s).

La variation des rayonnements durant le traitement variait de 113 a 339 J/cm2, selon la
hauteur entre les lampes UV et le lait a traiter (5, 15, 25 et 45 cm), et le temps d’exposition
ou de traitement (5, 10 et 15 minutes).

La température dans la chambre de traitement a été mesurée et contrélée avant et
aprés traitement grace a thermométre a mercure installé a l'intérieur méme de I'enceinte.
La température dans I'enceinte était maintenue a température ambiante de I'ordre de 26.5
1 2°C pendant toutes les expérimentations.
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) )]

{e] il

2] Chambre de tratement wvue de face, (b) Chambre de traitement ouwerte, (c) et id) systéme de ventilation, le) Différents étages, (f) Espace de

controle.

Figure I11.1: Photos représentant la chambre de traitement UV.

60



Chapitre Ill : Matériel et méthodes

71 b

izl etib’] Lampes UV disposéesen série; (c’let (d’'i Lampe UV-C,

Figure Il.2: Photos représentant les lampes germicides UV-C utilisées.

lll.4 Opérations effectuées

Revivification : Les bactéries sont revivifiées dans des tubes coniques de 15 ml
contenant un milieu nutritif (BHIB : Brain Heart Infusion Broth). Les microorganismes
sont ensuite incubés a 37+ 1°C jusqu’a la phase de croissance (environ 18 a
24Heures).Cette étape est appliquée pour les trois bactéries testées dans cette
étude.

Inoculation : A la fin de la période d’incubation, les tubes seront centrifugés pendant
15minutes a 3000 tours /min Les culots formés sont ensuite lavés avec de 'eau
physiologique, homogénéisés au vortex, puis centrifugés et lavés une deuxieme fois.
Par la suite, ce culot est mis en suspension dans 2 a 3 millilitres de lait écrémé et
rassemblés dans un méme contenant pour représenter un inoculum d’a peu prés
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8.10 9CFU/mI. Cette procédure est similaire et répétitive pour les trois souches

bactériennes et pour chaque expérimentation.

Traitement : Avant traitement, 2ml de chaque suspension est prélevé puis étalé dans
une boite de Pétri de 90mm de diamétre, s’assurant de la couvrance totale de la boite
par le produit, obtenant ainsi Tmm d’épaisseur. Ce méme volume est immédiatement
soumis aux rayonnements durant des temps variables de 5, 10 et 15minutes sous

les lampes UV-C, plagant la boite de Pétri au centre du plateau a des distances des
rayonnement UV-C de 5, 15, 25 et 45cm (Figure 111.3).

Analyses microbiologiques : Aprés chaque traitement, 0.1 ml d’échantillon traité est

1

dilué and 0.9 ml d’eau physiologique stérile, obtenant ainsi une dilution de 10" ".Aprés

homogénéisation au vortex, 0.1 ml de la solution précédente (10'1) est ensuite dilué
dans 0.9 ml d’eau physiologique pour obtenir la dilution 10'2. Cette opération de
dilution est répétée ensuite 6 fois jusqu’a obtention de la dilution 10'8 (Figure 111.4).

L’énumération des colonies est réalisée en inoculant 0.1 ml de la dilution appropriée,
répétée en triplicata par étalement en surface a I'aide d’un rateau sur un milieu
général (Plate Count Agar) et milieux sélectifs correspondant a chaque bactérie
(Chapman pour les staphylocoques et Le Violet Cristal, Rouge neutre, Bile Glucose
pour les deux autres bactéries) (voir Figure lIl.5)

Les boites de Pétri inoculées sont par la suite incubées a 37°C pendant 24Heures.
Les colonies formées sont comptabilisées et une moyenne est prise en compte en
Unité Formant Colonie par millilitre (UFC/ml).
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Revivification des hactéries

Centrvifugatins / Lavages

Inoculation dans le lait

Séries de traitemenis

Premiére Dewndéne Troisienme Cruai e
hauwieur : Sem Tawieur : 15m hauieur : 35m hanieur : 45
S Smi S Smi
10y L 1w 10 - 10mu
15 15mi 15mi 15w

Figure 111.3: Opérations effectuées avant les analyses microbiologiques.

63



Inactivation par rayonnements ultraviolets de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 25922) et Pseudomonas aeruginosa(ATCC 9027) inoculés dans du lait écrémé

Ol deau

| | [ i | | phersiologique
21l d % | =] =] | 4 B .+ stérile

101 10 1o 1o 107 i 7

g 11

p———

Figure 111.4: Techniques de dilutions du lait traité aux UV-C.
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Revivification des hactéries

Centrifugatisns | Lavages

Inoculation dans le lait

Series de frallements

Pretaere Deuciine Troisiéme Qualriane
hatar : 5o hader : 15m haer : 25an haeur : 45 an
Samd i Irmi i
10mi | limi 10mi 10mi
Lo 15mi 15t Litmi

Figure 111.5:Opérations de I'analyse microbiologique.

l11.5 Traitement des données

Le dispositif expérimental de notre expérimentation est un factoriel complet (41x31x3x3),

soit 108 échantillons a analyser. Ce dispositif consiste en plusieurs traitements a quatre
etages différents pour les trois bactéries, selon trois temps représentés par 5, 10 et
15minutes avec un intervalle de confiance de 95% (p<0,05) et en triplicata.

Les analyses des données et les courbes de tendance ainsi que les coefficients de
régression sont effectuées en utilisant le logiciel Excel version office 2007.

Les résultats sont analysés séparément pour chaque microorganisme par une ANOVA
en utilisant le Model Linéaire Général (MLG) pour déterminer les effets signifiants (p<0,05) et
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un test de LSD (Least Significante Differences) est performé pour la séparation des valeurs
moyennes, en utilisant le logiciel SPSS14 (ESI, 2013).
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chapitre IV : Résultats et discussion

IV.1 courbes de survie

IV.1.1 Milieu général: PCA

IV.1.1.1 Staphylococcus aureus

Le traitement effectué a été d’exposer des colonies de Staphylococcus aureus inoculées
dans du lait écrémé, a la lumiére UV-C a des temps de traitement allant de 0 a 15minutes
et a différentes distances de la source lumineuse : 5, 15, 25 et 45 cm. Avec une

population initiale approximative de 9.109CFU/mI. L'inactivation de Staphylococcus aureus
déterminée par le comptage des cellules viables a montré que le traitement aux UV-C a
une certaine efficacité dans la réduction des populations bactériennes dans le lait écrémé.
Les courbes d’inactivation obtenues sont semi-logarithmiques et montrent la réduction de
Staphylococcus aureus en fonction du temps de traitement. Il est admis que l'inactivation
microbienne suit une cinétique de premier ordre et elle est due aux altérations irréversibles.
Selon Maier etal. (2011) Le rayonnement UV germicide inactive les agents pathogénes

selon I'équation de décroissance standard S = e('k'l't) (cinétique d'ordre); ou S représente
la fraction de la population d'origine qui survit a I'exposition (N/Ng ou Nq représente la
population d’origine, N population survivant au traitement) au temps t, et | représente
l'intensité lumineuse.

Les travaux de Shama (1999) ont conclu que les survivants des traitements a la lumiére
UV donnent une fonction exponentielle par rapport au temps. Cependant, plusieurs courbes
d’inactivation présentent des phénomeénes de « tail et shoulder » (Keyser et al., 2008 ;
Matak etal., 2007) ou la fin de ces courbes correspond a une baisse d’inactivation causée
par plusieurs facteurs (présence de solides en suspension qui bloquent la lumiere UV, non-
homogénéité du traitement, agrégation des protéines, ..)

Les courbes d’inactivation de cette étude ne montrent pas de « Tailing ». Toutefois,
quelques auteurs (Tran et Farid, 2004 ; Hayer, 1998) ont observé la non-activation des
microorganismes a des doses basses d’UV suivie par une relation log-linéaire aux doses
élevées. Cette traine (tailing) exprime la réparation des dommages causés par I'exposition
aux UV (Koutchma etal ., 2009).

De plus, les résultats obtenus au cours de nos travaux montrent des différences dans
les courbes représentatives des différents traitements correspondant a chaque hauteur ou
distance de la source de lumiére (Figure IV.1).
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Figure IV.1: Courbes d’inactivation de Staphylococcus
aureus (PCA), (¢) 5cm, (m) 15cm, (A) 25cm, () 45cm.

Ainsi, les courbes décroissent en fonction du temps, autrement dit, le temps maximum
de 15minutes correspond a l'inactivation la plus élevée.

En analysant les résultats obtenus, nous avons constaté que la courbe correspondant
a 5¢cm présente la constante cinétique (k) la plus élevée (0,782) comme l'indique le Tableau
IV.1. De plus, le traitement a cette hauteur est de loin le plus efficace, comparé aux trois
autres. Ceci s’explique parle fait que la dose de lumiére UV-C regue par I'échantillon soit
importante si la distance par rapport a la source de lumiére est réduite.

En conclusion, c’est a la plus petite distance (5¢cm) et au plus long temps de traitement
(15minutes) que l'inactivation est la plus importante (Choudhary etal., 2011, Schenk et
al., 2011,; Maier etal ., 2009, Hardjawinata etal ., 2005).

Tableau IV.1: Caractéristiques des courbes d’inactivation de Staphylococcus aureus

Hauteurs Equations d’inactivation R2

5cm N/Ng= e (-0,782 1.t) 0,964
15cm N/Ng= e (-0,7343 1.t) 0,994
25cm N/Ng= e (-0,7237 1.t) 0,969
45cm N/Ng= e (-0,5169 1.t) 0,920

La Figure IV.2 montre la différence de charge microbienne avant et aprés traitement
pendant 15minutes, sur Plate Count Agar (PCA), aprés une incubation de 24H a 37°C.
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at=0min at=15min

Figure 1V.2:Photos des cultures de Staphylococcus aureus sur PCA.

IV.1.1.2 Escherichia coli

Linactivation d’Escherichia coli, inoculée dans du lait écrémé, déterminée par le compte
des cellules viables aprés traitement aux UV-C a varié selon les temps de traitement et les
hauteurs utilisés (Figure IV.3).

On remarque que les courbes semi logarithmiques sont descendantes pour toutes les
hauteurs, ce qui traduit une diminution remarquée pour 5, 15, 25 et 45cm. On remarque
que les courbes décroissent avec 'augmentation du temps de traitement, c'est-a-dire plus
ce dernier est grand, plus l'inactivation des bactéries est importante.
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Figure IV.3: Courbe d’inactivation d’Escherichia
coli (PCA), (¢) 5cm, (m) 15cm, (A) 25cm, (o) 45cm.

Comme précédemment, nous avons constaté que la courbe correspondant a 5cm
présente la constante cinétique (k) la plus élevée (0,786), on en conclue que plus le produit
traité est proche de la source de lumiere, plus le traitement est efficace (Tableau IV.2). En
effet, 'absorbance des rayons UV-C par les aliments est proportionnelle au rapprochement
de la source lumineuse (Koutchma et al., 2009).

Tableau IV.2: Caractéristiques des courbes d’inactivation d’Escherichia coli

Hauteurs Equations R2
5cm N/Np= e (-0,7860 1.t) 0,9648
15cm N/Ng= e (-0,7237 1.t) 0,9887
25cm N/Ng= e (-0,6890 1.t) 0,913
45cm N/Np= e (-0,5169 1.t) 0,952

La Figure IV.4 montre la différence de charge des populations survivantes avant et
aprés traitement aux UV-C pendant 15minutes, sur Plate Count Agar, aprés une incubation
de 24H a 37°C.
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at=0min at=1%min

Figure 1V.4: Photos des cultures d’Escherchia coli sur PCA.

IV.1.1.3 Pseudomonas aeruginosa

Comme pour les bactéries précédentes, l'inactivation de Pseudomonas aeruginosa,
inoculée dans du lait, a varié selon les temps de traitement et les hauteurs utilisés (Figure
IV.5). On remarque que les courbes semi logarithmiques sont descendantes pour toutes les
hauteurs, ce qui traduit une diminution pour 5, 15, 25 et 45cm les courbes décroissent avec
'augmentation du temps de traitement. Aussi, la courbe correspondant a la hauteur de 5 cm
présente la constante cinétique (k) la plus élevée (0,8483) (Tableau IV.3). On en conclut que
plus le produit traité est proche de la source de lumiére, plus le traitement est efficace. En
effet, 'absorbance des rayons UV-C par les aliments est proportionnelle au rapprochement
de la source lumineuse (Koutchma et al., 2009)
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Figure IV.5: Courbe d’inactivation de Pseudomonas
aeruginosa (PCA), (¢) 5cm, (m) 15cm, (A ) 25cm, (e) 45¢cm.

Tableau IV.3: Caractéristiques des courbes d’inactivation de Pseudomonas aeruginosa

Hauteurs Equations R2

5cm N/Ng= e (-0,8483 1.t) 0,941
15cm N/Ng= e (-0,7688 1.t) 0,903
25cm N/Ng= e (-0,7158 I.t) 0,947
45cm N/Ng= e (-0,5302 1.t) 0,969

La Figure IV.6 montre la différence des populations survivantes avant et apres
traitement aux UV-C pendant 15minutes, sur PCA, apres une incubation de 24H a 37°C.
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at=0min at=15%min

Figure IV.6: Photos des cultures de Pseudomonas aeruginosa sur PCA.

IV.1.1.4 Comparaison des courbes de survie des trois bactéries sur milieu
spécifique

L'inactivation des trois bactéries étudiées est représentée par la Figure IV.7. Les analyses
des constantes cinétiques des courbes correspondant a chaque hauteur, ont révélé

I'efficacité du traitement a la hauteur de 5 cm; donc cette derniére a été choisie pour étre le
point de départ de la comparaison entre les bactéries étudiées.
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Figure IV.7: Courbes d’inactivation des trois
bactéries (PCA), (¢) Staph, (m) E.coli, (A) Pseudo.

Aprés analyse des constantes cinétiques des courbes d’inactivation, il en ressort que
'espéce la plus sensible est Pseudomonas aeruginosa avec la constante la plus importante
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(k= 0,8483) suivie d’Escherichia coli (k' = 0,786) et enfin Staphylococcus aureus avec une
constante égale a 0,782 (Tableau IV.4).

Tableau IV.4: Caractéristiques des courbes d’inactivation des trois bactéries

Hauteurs Equations R2

S. aureus N/NQ= e (-0,7820 1.t) 0,964
E.coli N/Ng= e (-0,786 L.t) 0,979
P.aeruginosa N/NQ= e (-0,8483 1.1) 0,941

Ainsi, en fonction de leur sensibilité aux UV-C, les trois bactéries peuvent étre classées
comme suit :

Fseudomonas oeruginosa<Escherichio coli<Staphviotoccus qureus

| |

Gramnt L aram+

D’aprés Adams et Moss (2008) et Montville et Matthews (2008), la résistance des
microorganismes aux UV-C est largement déterminée par leur capacité a réparer les dégats
causeés par les rayons. Généralement, la résistance suit ce modéle :

Gram- < Gram+ ~ Levures < Spores bactériennes < Spores de moisissures< Virus

Notre étude a aussi démontré que la résistance aux UV-C des microorganismes varie
d’'une espéce a l'autre et les résultats obtenus confirment ceux de Lu et al . (2011) ;
Rowan etal., (1999) et Jay (1997) qui a rapporté que les bactéries gram-positives étaient
plus résistante aux effets de la lumiere UV-C comparées aux bactéries gram-négatives.

IV.1.2 Milieu spécifique
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IV.1.2.1 Staphylococcus aureus

Le traitement a été effectué de la méme maniére que dans la section (1V.1.1); en inoculant
les souches aprés traitement, dans un milieu spécifique, qui pour Staphylococcus aureus,
est représenté par la gelée Chapman.

De plus, les résultats obtenus au cours de nos travaux montrent des différences dans
les courbes représentatives des différents traitements correspondant a chaque hauteur ou
distance de la source de lumiéere (Figure IV.8 ) . Ainsi, les courbes décroissent en fonction
du temps, autrement dit, le temps maximum de 15minutes correspond a I'inactivation la plus
élevée.
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Figure IV.8: Courbe d’inactivation de Staphylococcus
aureus (Chapman), (¢) 5cm, (m) 15¢cm, (A) 25cm, (e) 45¢cm.

En analysant les résultats obtenus, nous avons constaté que la courbe correspondant
a 5¢cm présente la constante cinétique (k) la plus élevée (0,6672) (Tableau IV.5). De plus,
le traitement a cette hauteur est de loin le plus efficace comparé aux trois autres. Ceci
s’explique par la dose de lumiere UV-C recue par I'échantillon est plus importante si la

distance par rapport a la source de lumiére est réduite.

chapitre IV : Résultats et discussion

En conclusion, c’est a la plus petite distance (5cm) et au plus long temps de traitement
(15minutes) que l'inactivation est plus importante. Ce qui reste en accord avec les travaux
de Choudhary et al.,, 2011, Schenk et al., 2011,; Maier et al., 2009, Hardjawinata

etal., 2005).

Tableau IV.5: Caractéristiques des courbes d’inactivation de Staphylococcus aureus.

Hauteurs Equations R2

5cm N/Ng= e (-0,6672 1.t) 0,999
15cm N/Ng= e (-0,6362 1.t) 0,891
25cm N/Ng= e (-0,6097 1.t) 0,857
45cm N/Ng= e (-0,5830 1.t) 0,870

La Figure IV.9 montre la différence de charge microbienne avant et aprées traitement
pendant 15minutes, sur milieu Chapman, aprés une incubation de 24H a 37°C.
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at=0min at=15min

Figure 1V.9: Photos des cultures de Staphylococcus aureus sur le milieu Chapman.

IV.1.2.2 Escherichia coli

Le traitement a été effectué de la méme maniére que dans la section (IV.1.1); en inoculant
les souches apres traitement, dans un milieu spécifique, qui pour Escherichia coli, est
représenté par la gelée VRBG.

Par ailleurs, les résultats obtenus au cours de nos travaux montrent des différences
dans les courbes représentatives des différents traitements correspondant a chaque
hauteur ou distance de la source de lumiére. Ainsi, les courbes décroissent en fonction du
temps, autrement dit, le temps maximum de 15minutes correspond a l'inactivation la plus
élevée (Figure 1V.10).
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Figure 1V.10: Courbe d’inactivation d’Escherichia
coli (VRBG), (¢) 5¢cm, (m) 15cm, (A ) 25¢cm, (e) 45cm.

En analysant les résultats obtenus, nous avons constaté que la courbe correspondant
a 5cm présente la constante cinétique (k) la plus élevée (0,795) (Tableau IV.6). De plus,
le traitement a cette hauteur est de loin le plus efficace comparé aux trois autres. Ceci
s’explique par la dose de lumiere UV-C recue par I'échantillon est plus importante si la
distance par rapport a la source de lumiére est réduite. En conclusion, c’est a la plus petite
distance (5cm) et au plus long temps de traitement (15minutes) que l'inactivation est plus
et al., 2011; Maier et al., 2009;

importante (Choudhary et al.,

Hardjawinata et al., 2005).

2011; Schenk

Tableau IV.6: Caractéristiques des courbes d’inactivation d’Escherichia coli.

Hauteurs Equations R2

5cm N/Ng= e (-0,795 L.t) 0,904
15cm N/Ng= e (-0,6627 1.t) 0,950
25cm N/Ng= e (-0,5302 1.t) 0,962
45cm N/Ng= e (-0,4506 1.t) 0,995

La Figure V.11 montre la différence de la population microbienne survivante avant et
aprés traitement pendant 15minutes, sur milieu VRBG, aprés une incubation de 24H a 37°C.
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at=0min at=1%min

Figure 1V.11:Photos des cultures d’Escherichia coli sur le milieu VRBG.

IV.1.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Le traitement a été effectué de la méme maniére que dans les sections précédentes, en
utilisant la gelée VRBG comme milieu spécifique.

Comme précédemment, les courbes décroissent en fonction du temps, autrement dit,
le temps maximum de 15minutes correspond a l'inactivation la plus élevée (Figure 1V.12).
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Figure 1V.12: Courbe d’inactivation de Pseudomonas
aeruginosa (VRBG), (¢) 5cm, (m) 15cm, (A) 25cm, (e) 45cm.
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En analysant les résultats obtenus, nous avons constaté que la courbe correspondant a
5cm présente la constante cinétique (k) la plus élevée (0,8748) (Tableau IV.7). Encore une
fois, c'est a la plus petite distance (5¢cm) et au plus long temps de traitement (15minutes)
que l'inactivation est plus importante.

Tableau IV.7:Caractéristiques des courbes d’inactivation de Pseudomonas aeruginosa.

Hauteurs Equations R2

5cm N/Ng= e (-0,8748 1.t) R2= 0,959
15cm N/Ng= e (-0,8483 1.t) R2= 0,925
25cm N/Ng= e (-0,7423 I.t) R2= 0,925
45cm N/Ng= e (-0,6097 1.t) R2= 0,913

La figure IV.13 montre la différence de charge bactérienne avant et aprés traitement
pendant 15minutes, sur milieu VRBG, aprés une incubation de 24H a 37°C.

at=0min at=15min

Figure 1V.13: Photos des cultures de Pseudomonas aeruginosa sur le milieu VRBG.

IV.1.2.4 Comparaison des courbes de survie des trois bactéries, sur milieu
spécifique

La Figure IV.14 résume linactivation des 3 bactéries. Aprés analyse des constantes
cinétiques d’inactivation de chaque bactérie, on conclue que I'espéce la plus sensible
est Pseudomonas aeruginosa avec la constante la plus importante (k = 0,8748) suivie

d’'Escherichia coli (k' = 0,795) et enfin Staphylococcus aureus avec une constante égale a
0,6672 (Tableau 1V.8).
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Figure 1V.14: Courbe d’inactivation des 3bactéries-
comparaison, (¢) S. aureus, (m)E.coli, (A) P.aeruginosa.

Tableau IV.8: Caractéristiques des courbes d’inactivation.

Hauteurs Equations R2

S. aureus N/Ng= e (-0,6672 1.1) R2= 0,999
E.coli N/Ng= e (-0,795 1.t) R2= 0,904
P.aeruginosa N/No= e (-0,8748 1.1) R2= 0,959

La sensibilité des 3 bactéries aux UV-C, les classent donc comme suit :

D’aprés Adams et Moss (2008) et Montville et Matthews (2008), La résistance des
microorganismes aux UV est largement déterminée par leur capacité a réparer les dégats

causeés par les rayons. Généralement, la résistance suit ce modéle :
Gram- < Gram+ ~ Levures < Spores bactériennes < Spores de moisissures < Virus

Notre étude a aussi démontré que la résistance aux UV-C des microorganismes varie
d’'une espéce a une autre. Nos résultats corroborent avec ceuxde Lu etal. (2011) ; Rowan
et al., (1999) et Jay (1997), qui a rapporté que les bactéries gram-positives étaient plus

résistantes aux effets de la lumiére UV par rapport aux bactéries gram-négatives.

IV.2 courbes d'inactivation
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IV.2.1 Staphylococcus aureus

Les résultats des traitements aux UV de Staphylococcus aureus sont présentés dans cette
partie par l'inactivation bactérienne en fonction de la dose UV absorbée par les bactéries
(Figure IV.15). Celle-ci est difficile a mesurer et résulte de lirradiance de la lumiére par
rapport au temps d’exposition. Ces deux paramétres sont fortement influencés par la
position des microorganismes dans le liquide traité.

Ces courbes traduisent les fractions survivantes pour différentes doses de traitement.

En général, la dose UV est calculée en multipliant Iirradiance (W/cmz) par le temps
d’exposition (minutes) (Gayan etal., 2011).

L'effet des UV-C sur l'inactivation de Staphylococcus aureus a été recherché utilisant
un milieu sélectif (Chapman) et un milieu non-sélectif (PCA). Un rétablissement notable a
donc été remarqué pour la plupart des échantillons utilisant les milieux non-spécifiques. En
conséquence, les résultats décrits ci-dessus relévent des phénomeénes de rétablissement
observés pour le milieu non-spécifique, alors que les résultats obtenus utilisant les milieux
spécifiques sont discutés plutard.
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Figure 1V.15: Inactivation de Staphylococcus aureus en Cycles
logarithmiques en fonction de la dose de traitement appliquée (J/

cm2) a différentes distances, (m) 5cm,(m) 15cm, (m) 25cm, (m) 45¢cm.

L'exposition de S.aureus a une dose de 113,2 J/lcm™ a donné différentes réductions
selon la hauteur. Ainsi, le maximum a été relevé pour la hauteur de 5cm, donnant moins
de 1log de réduction décimale. La deuxieme dose regue par les populations bactériennes

représentée par 226, 35 J/cm2 a donné des résultats mitigés. Enfin, 339,53 J/cm2 comme

dose d’UV recue a conduit a la réduction maximale. En effet, on a observé une réduction
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de S. aureus, dans le lait écrémé, atteignant jusqu’a 2 cycles logarithmiques pour une dose
de 339,53 J/cmzet a 5cm de distance.

L'analyse statistique des résultats de [linactivation a révélé des résultats
significativement différents a une intervalle de confiance 95% (p>0,05).

Si on considére que I'inactivation microbienne suit une cinétique de premier ordre, on
admet alors que cette inactivation est causée par une altération irréversible des cellules. I
a été démontré que l'inactivation microbienne, suite a I'exposition aux UV-C, n’est pas un
évenement de « tout ou rien » (All or nothing). En effet, la lumiere UV absorbée par ’ADN
cause des changements physiques et électriques ainsi qu’une destruction des liaisons des
bases azotées qui conduit a un retard de reproduction ou a la mort cellulaire. Cependant,
le cross linking dans '’ADN est proportionnel a la dose d’UV-C recue. Les dommages de
I’ADN peuvent étre réparés jusqu’a certains niveaux (Gayan et al., 2011)

Pour les résultats correspondant au milieu Chapman, on remarque que la combinaison
de la dose maximale avec la hauteur minimale a donné la plus grande valeur de réduction,
représentée par 1,7 log. Toutefois, les niveaux de rétablissement ont été bas comparés au
milieu non- spécifique.

Avec un maximum de 1,926 log sur PCA et 1,8 log pour Chapman, obtenus aprés

exposition de 339,53 J/cm2, nos résultats avoisinent la valeur de 2,1 log obtenue par Lu
et al. (2011) pour Staphylococcus aureus ATCC 6538 inoculé dans du lait UHT écrémé et

exposé a une dose de 21,7 J/cm2, qui est inférieure a la nétre car notre temps d'exposition
est de loin supérieur.

Walkling-Ribeiro (2008) qui a testé I'inactivation de Staphylococcus aureus SST2.4
inoculé dans du jus de pomme par traitement UV-C a 26cm de distance de la source de
lumiére pendant 30min et a observé des résultats ne dépassant pas les 2log de réduction
bactérienne, alors qu'Ogihara et al. (2013) ont obtenu 6log de réduction avec des
traitements de 500J, entre 7 et 16cm de distance.

Néanmoins, les traitements UV appliqués dans notre étude, d'une part discontinus et
d'autre part utilisant un appareillage peu sophistiqué, n’ont pas été suffisants pour inactiver
avec succes Staphylococcus aureus dans le lait écréme.

IV.2.2 Escherichia coli
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Des concentrations cellulaires initiales approximatives de 9.1090nt été utilisées pour

montrer I'effet des UV-C sur linactivation d’E.coli qui a été recherché utilisant un milieu
sélectif (VRBG) et un milieu non-sélectif (PCA) pour différencier les phénoménes de
rétablissement dans ce dernier selon la Figure 1V.16.

Comme décrit précédemment, on ne prendra en compte que les paramétres donnant
le maximum de réduction : la dose maximum représentée par 339,53 J/lcm™ ainsi que la
hauteur correspondant au maximum de dose absorbée par le lait a une distance de 5cm.

L'exposition d’E.coli a une dose de 339,53 J/cm2 a donné différentes réductions selon la
hauteur, le maximum a été remarqué pour 5cm donnant moins de 1log de réduction décimale
pour VRBG et presque 2log pour PCA (résultats significativement différents: p>0,05).
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Figure IV.16: Inactivation de Escherichia coli en Cycles
logarithmiques en fonction de la dose de traitement appliquée (J/

cm2) a différentes distances, (m) 5cm,(m) 15cm, (m) 25cm, (m) 45cm.

Pour le traitement d’E.coli W1485 aux UV-C, inoculée dans du lait écrémé, Choudhary
et al. (2011) ont rapporté des inactivations allant de 0,47 a 2,43 log pour un traitement
continu de quelques secondes, alors Matak et al. (2012) ont remarqué des réductions
logarithmiques de I'ordre de 2,29 pour E.coli O157 : H7. Alors qu’Unluturk et al . (2008)
notent des résultats différents aprés exposition d’E.coli ATCC 25299 a des doses entre

10-50 mJ/cm2 pendant 60secondes en mode continu, aboutissant a 6 cycles de réduction

logarithmique. Par ailleurs, I'étude de Vermeulen et al. (2008) qui ont aboutit a des
résultats allantde 1,47 a 3,5 log pour E.coli ATCC 25299 inoculée dans le lait, pour une dose

de 4mW/cm2. Enfin, Lu etal. (2011) sont arrivés, quant a eux, a obtenir aprés traitement

UV-C de 21,7 J/cm2 pour E.coli 2,5 log de réduction décimale.

Dans notre étude, I'inactivation maximale pour E.coli est arrivée en moyenne a 1,949
log sur PCA et 1,728 log pour VRBG. Ce qui reste approximativement dans la méme optique
que les résultats exposés précédemment.

Cependant, la comparaison des résultats de la résistance UV est épineuse et risquée
car I'équipement utilisé et I'exposition (mode, temps) détermine ces derniers (Gayan et
al .,2011).

IV.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Des concentrations initiales cellulaires approximatives de 8. 1090nt été utilisées pour
montrer I'effet des UV-C sur l'inactivation de Pseudomonas aeruginosa a été recherché
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utilisant un milieu sélectif (VRBG) et un milieu non-sélectif (PCA) pour différencier les
phénoménes de rétablissement dans ce dernier selon la Figure IV.17.
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Figure IV.17: Inactivation de Pseudomonas aeruginosa en Cycle
logarithmiques en fonction de la dose de traitement appliquée (J/

Cm2) a différentes distances, (m) 5cm,(m) 15cm, (m) 25cm, (m) 45¢cm.
Comme décrit plus haut, on ne prendra en compte que les paramétres donnant le

maximum de réduction : la dose maximum représentée par 339,53 J/cm2 ainsi que la
hauteur correspondant au maximum de dose absorbée par le lait a une distance de 5cm.

L'exposition de P. aeruginosa a une dose de 339,53 J/cm2 a donné différentes
réductions selon la hauteur; le maximum a été remarqué pour 5cm avec 2,05 log de
réduction décimale pour VRBG et 1,939 log pour PCA (résultats statistiquement différents :
p>0,05).

Lu etal. (2011) ont noté 2,2 cycles logarithmiques de réduction bactérienne aprés
avoir testé l'inactivation de cette bactérie inoculée dans du lait UHT écrémé et exposée

aux UV-C a des doses de 21,7 J/cm2. Alors que Chang et al. (2012) ont observé 4,5

log de réduction aprés traitement UV-C de P.aeruginosa présents dans l'air. L'inactivation
maximale de P. aeruginosa, dans notre étude, est donc arrivée en moyenne a 2.05 log sur
PCA et 1,939 log sur VRBG; ce qui reste relativement proche des résultats rapportés par
ces auteurs.

Comme I'équipement utilisé et I'exposition (mode, temps) déterminent la résistance
bactérienne aux UV, la comparaison des résultats reste délicate, comme pour E. coli (Gayan
etal .,2011).




chapitre IV : Résultats et discussion

IV.2.4 Comparaison des courbes d'inactivation des trois bactéries

L'inactivation bactérienne de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa déterminée par le compte des cellules viables a montré que le traitement aux
UV-C a abouti a des résultats différents pour chaque bactérie. La dose maximale de 339,35

2 . . . .
J/lcm®, comparée aux deux autres, donne la plus grande réduction bactérienne (comme
révélé dans la section précédente), et si on compare les résultats pour chaque bactérie, on
note I'efficacité du traitement a 5cm par rapport aux autres distances.

Selon la Figure IV.18, Pseudomonas aeruginosa est I'espéce la plus sensible aux UV
suivie d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus. La résistance des microorganismes
aux UV est largement déterminée par leur capacité a réparer les dégats causés par les
rayons (Adams et Moss, 2008). Notre étude a démontré que la résistance aux UV-C des
microorganismes varie d’une espéce a l'autre. Ce qui confirme donc ce que rapportent Lu
et al., (2011); Montville et Matthews (2008); Rowan et al., (1999) et Jay (1997). Ce
dernier a aussi trouvé que les bactéries gram-positives étaient plus résistantes aux effets
de la lumiere UV par rapport aux bactéries gram-négatives.

Staph Ecali Paaudo BE CtériE Staph Ecali Prueudn
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Figure 1V.18: Inactivation de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa, Cycle logarithmiques a une dose de traitement de 339,53
J/cm2appliquée a différentes distances, (m) 5cm,(m) 15¢cm, (m) 25c¢m, (m) 45¢m.

Les différences de réduction bactérienne sont dues a la basse transmittance du lait et
plus particuliéerement a ses composantes (matiére grasse, protéines..);celles-ci pourraient
protéger les micro-organismes des UV-C. Les solides en suspension pourraient, aussi, étre
responsables de I'absorption des UV et donc les rayonnements ne peuvent étre efficaces
que s'ils sont directement exposés aux micro-organismes (Matak et al., 2012).
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Selon Hijen et al. (2006), les causes de résistance aux UV sont multiples :
Etat physiologique : |

a sensibilité est reliée a la phase de croissance des bactéries, avec la plus haute
sensibilité dans la phase de croissance active et moins dans la phase stationnaire ;

Variation de la souche : plusieurs souches de la méme espéce peuvent ne pas avoir
la méme résistance ou sensibilité aux UV-C ;

Réparation : d'une part, I'exposition aux UV endommage les acides nucléiques de la
cellule. Cependant, les microorganismes peuvent garder des fonctions métaboliques,
tel que l'activité enzymatique. D'autre part Avec le temps, les organismes acquiérent
un certain mécanisme de réparation de ces dommages qui résulte de I'exposition aux
UV solaires. Ces mécanismes peuvent étre de deux types :

—  Réparation (Dark repair) : qui ne requiére pas de lumiéere et a déja été
démontré chez la plupart des bactéries.

—  Photoréactivation : qui se produit dans des conditions d’exposition
prolongée a la lumiére visible.

Les réductions, aprés traitement, des trois bactéries étudiées n'ont méme pas atteint
les 3 log, alors que la FDA (Food and Drug Administration) recommande une réduction
bactérienne supérieure a 5Log CFU/mI pour la pasteurisation des aliments liquides (Bandla
et al., 2012). Ce qui nous améne a dire que le traitement discontinu aux UV, demeure, a
notre niveau, incomplet. Ceci peut s'expliquer par la difficulté notable de garantir I'efficacité
de la technologie des UV pour atteindre 5Log cycles d’'inactivation (Gayan et al., 2012).



CONCLUSION

CONCLUSION

Dans ce travail nous avons testé l'efficacité du traitement aux rayons Ultraviolet C sur
l'inactivation de trois bactéries, a savoir Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATTC 25922) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). Celles-ci ayant été inoculées
dans du Lait Ecrémé, puis exposées durant des temps allant de 5 a 15 minutes,

correspondant a des doses évoluant dans un intervalle de 113 a 339 J/cm2.Ces traitements
ont été performés a différentes distances de la source lumineuse (5, 15, 25 et 45cm).
Les bactéries, ont ensuite été inoculées sur deux types de milieux: le premier, non-séléctif
correspondant au PCA et le deuxieéme sélectif, Chapman pour S.aureus, et VRBG pout les
deux autres bactéries.

A la lumiére de cette étude, les résultats obtenus nous conduisent aux conclusions
suivantes :

D’une part, le maximum d’inactivation a été obtenu a la distance de 5cm
d’éloignement de la source lumineuse, la dose maximale étant de 339,53 J/

cm2durant un temps d'exposition de 15 minutes.

D’autre part, avec 2,05 log de réduction décimale enregistrée, P. aeruginosa reste
I'espéce la plus sensible aux rayons UV-C, suivie par E.coli (1.949 log) et enfin
S.aureus(1,7 log).

Les réductions, aprés traitement, des trois bactéries étudiées n'ont méme pas atteint
les 3 log, alors que la FDA (Food and Drug Administration) recommande une réduction
bactérienne supérieure a 5Log CFU/mI pour la pasteurisation des aliments liquides (Bandla
et al ., 2012). Ce qui nous améne a dire que le traitement discontinu aux UV, demeure, a
notre niveau, incomplet. Ceci peut s'expliquer par la difficulté notable de garantir I'efficacité
de la technologie des UV pour atteindre 5Log cycles d’'inactivation (Gayan et al ., 2012).

La technologie des ultraviolets est cependant une technologie propre, économique
et compacte. Elle n'utilise aucun produit chimique, ne nécessite pas d'eau, et permet
une décontamination microbiologique efficace, applicable a plusieurs domaines industriels.
Ainsi, elle peut étre développée ou couplée a un traitement thermique, ce qui permettrait
de gagner en énergie, ou encore utilisée en traitement continue aboutissant, ainsi a plus
d’efficacité.

Enfin, la technologie des UV pulsés ou également appelée « lumiére pulsée » peut étre
une alternative au traitement du lait, car cette derniere préserve les qualités organoleptiques
et nutritionnelles du liquide a traiter sans causer aucun dégat.

Peut-étre a-t-on la le début d'un nouveau siécle des Lumiéres..
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