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Effet du formol sur la microflore dans le JUS de diffusion
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Résumé

Pour optimiser I'utilisation du formol dans les sucreries de
betterave, nous avons déterminé la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale Destructrice
{CMD) du formol sur la flore totale d'un jus de diffusion
contenant environ 10° cellules/ml et sur un jus & charge
microbienne initiale faible mais inoculé avec des bactéries
saccharolytiques choisies A raison de 107 cellules/ml. Les valeurs
de CMl et de CMD obtenues étaient respectivement de I’ ordre de
40 8 50 ppm et de 100 4 300 ppi.

Mots clés : CMI - CMD - Formol - Jus de diffusion - Bactéries
saccharolytiques - Sucreries

Summary

In order to optimise formalin use in beet sugar factory, the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Lethal Concentration (MLC) of formalin were determined on the
microflora of extraction juices {containing about 10° cells/ml ) snd
on a weakly contaminated juice that was inoculated with selected
saccharolytic bacteria (about 1Y cells/ml). The MIC and the MLC
obtained were about 40 to 50 ppm and 100 to 300 ppm, respec-
tively.

Key words: MIC - MLC - Formalin - Extraction juice -
Saccharolytic bacteria - Sugar factories
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INTRODUCTION

La diffusion ¢n sucreric de betterave est souvent le
sidge de pertes importantes en saccharose dues
principalement aux bactéries saccharolytiques (1;2;3;4).
Parmi les moyens de lutte, le formol reste le désinfectant
le plus utilis¢ au niveau des sucreries nationales.
Cependant, I’application de ce désinfectant resie encore
non optimisée. Récemmcent, dans une étude préliminaire,
nous avons déterminé la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) ¢t la Conceniration Minimale
Destructrice (CMD) du formol sur les bactérics
saccharolytiques prédominantes du jus d’un diffuscur RT
(4;5) mais en cultivant ccs dernitres sur un milicu de
laboratoire.

Pour compléier cette étude, nous nous proposons de
déterminer: :
- la CMI et 1a CMD du formol sur la flore totale du jus de
la diffusion.
- la CMI et la CMD du formol sur les bactéries
saccharolytiques prédominantes du jus lorqu’clles sont
cultivées dans le jus de diffusion lui-mcme.

MATERIEL ET METHODES
» Jus d’extraction utilisés

Nous avons utilis€ dix jus de diffusion prélevés d’un
diffuseur RT au déout de la campagne 1991 dans une
sucrerie nationale. Quelgues données relatives A ces jus
nous ont é1é communiquées par les cadres de 'usine
(tablcau I). Ensuite ces jus ont é1é conservés 34°C jusqu’a
leur utilisation.

Tableau L Caractéristique des }us utilisés

Jus de Date de pH Résazurine Température
diffusion prélévement aprés 3h °C)
n 13/6/91 6,1 B 73,2
32 14/6/91 6,3 B 73
13 15/6/91 6,2 3 73
14 16/6/91 6,2 B 74
15 17/6/91 59 73

J6 18/6/91 6,1 72
J7 19/6/91 6 R 72
38 20/6/91 5.8 R 71
J9 21/6/91 6 v 72
I 22/6/92 58 4 12

R: bleu, V: violet, R: rose

Pour la détermination de la CMI ¢t de la CMD du
formol sur la florc totale d’un jus moyen, nous avons
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travaillé sur un mélange a parties égales des dix jus
individuels présentés au tableau 1. En revanche, pour
"étude de Veffet du formol (formaldéhyde 30% P.A.
Solvapur) sur les bactéries saccharolytiques, une a une ou
en mélange, nOUS avons utilisé un mélange a parties égales
des jus (J1, J2, J3) présentant les paramétres pH et
résazurine correspondant a la contamination microbienne
la plus faible (tableau I).

wous avons, en effet, préféré travailler sur un jus peu
contaminé plutdt qu'un jus otérilisé afin d’éviter
"altération des constituants du milicu par la chaleur.

Pour estimer lacharge microbienne des deux mélanges
de jus utilisés, nous avons procéd¢ a des numérations en
boites de Pétri en employant le milicu suivant : extrait de
levures 15 g, tryptone 5 g, saccharose 5 g, NaCl4 g, agar-
agar 15 g, eau distilléc 1 000 ml, pH = 6. Les températures
employées étaient 45, 50 et 65°C et la durée d’incubation
dc 48h.

» Bactéries étudiées

Trois souches ont été étudiées, appartenant
respectivement aux espéces Bacillus stearothermophilus,
B. subtilis ct B. pumilus. Elles ont é1€ isolées A partir de jus
de diffusion au cours d’un travail précédent (4). Les deux
premitres ont éié retenues parce qu’clles appartenaient
aux deux espces les plus dominantes dans lc jus ¢t la
troisi¢me pour son activité saccharolytique élevée.

Les inocula sont constitués pai des culturcs de ces
bactéries sur le milicu suivant : extrait de levure 15 g,
tryptone 5 g, saccharose 5 g, cau distillée 1 000 ml, pH=6,
incubées 3 65°C pour B. stcarothermophilus, 459C pour
les deux auires espéces, pendant 12 heures.

La densité de population apres inoculation dans le jus
était d'enviren 107 cellules/ml. L’inoculum mixte
contenait les 3 bactérics B, stearothermophilus, B, subtilis
¢t B. pumilus dans une proportion de 33%, 30% ct 10%,
respectivement, comme dans le jus de diffusion d’apres
notre travail antéricur (4).

« Détermination des CMI et CMD

LaCMIctlaCMDontété détermindes, respectivement
d’aprés les méthodes modifiées de HOGG et al. (6) et
REYBROUCK (7), ielles qu'elles sont rapportées par
BELAMRI ef al. (5).

Dans le cas de la CMD, les résultats sont exprimés en
pourcentage de survivants.



UFC essai
- e X 1)
UFC témoin

UFC esgai = Nb d'Unités Formant Colonies sur Jes boRes de Pétri od
is souche a é1€ mise en contact avec le formel au préalable.

UFC témoin = Nb d'Unit® Fomant Colonies sur les boites de Péuri o
1a souche n'a pas €€ mise en contact avec le formol.

RESULTATS ET DISCUSSION

%S =

Charge microbienne des mélanges de jus utilisés: on
peut estimer & 105 environ l¢ nombre de cellules
bactéricnnes par ml du mélange des 10 jus (J1 4J10) alors
que le mélange de 3 jus (J1,J2, J3) présentant les pH et la
réduction de ia résazurine les plus favorables ne contient
qu'une flore de 102 cellules/ml (tableau II).

Tableau 11, Charge microbienne des mélanges de jus utilists,

exprimée en nombre d’unliés formmant colonies par
mi (UFC/m}Y)

Echantillons Température (.l"irr;éubuii;)“n
45°C 500C 659C
Mélange des 16 jus (J1 2 J10). 2.10% 105 102

Mélange des 3 jus (J1+12+J3) 102 13102 10

Lesrésuliats obtenus (tableaux HIetIV) montrent que
la CMI en formol (40 ppm) sur la flore tots'= du jus de
diffusion est voisine de celle ebtenue (50 ppm) sur le jus
ensemencé en bactérics scules et leur mélange. Les
valeurs sontégalement identiques A celles que nous avions
trouvées sur les souches pures et leur mélange dans un
milicu de laboratoire (5).

Tableau IIL. Détermination de 2 CMI du formo! sur le jus de
diffusion

Formol en ppm_

Echantillon 0 20 40 50 8
1.D. 45°C + + - - .
§.D. 65°C + + . 3 .

LD, 459C: boites de Pétri incubées 3 45°C; 1.D. 65°C : boites dec Pétni
incubées & 65°C; (+): pousse; (-): absence de poussc

Tabieau IV, Détermination de la CMI du forme! sur le jus de
diffusion, ensemencé en bactérles saccharelyilques

_ Formol en ppm

Souches H 20 47(:)7/ 50 80
B.st. + + 4

B.pum. + + 4 -
B.sub. + + +

M.45 + + +

M.65 + + +

B.st.: B. stearothermophilus; B.sub.: B. subtilis; B.pum.: g pumilu‘s;
M.45 : Mélange des 3 souches (boites de Pétri incubees & 450C);
M.65: Mélange des 3 souches (boites de Péiri incubées 4 659C),
{+): pousse; (-): absence de pousse
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Tableau V. Détermination ¢e la CMD du formol suv le jus de
diffusion (les chiffres représentent je pourcentage de
servivants), Température d'action du fermol: 659C,
température d'incubstion des cultures: 450C, durée: 24h

Temps de contact en min

Formol en ppm 0 20 30 40
0 100 100 100 100

80 35 29 27 15
100 30 15 10 0
300 0 0 0 0

En ce qui concerne la CMD, la valeur obtenue pour le
jus non ensemencé est de 'ordre de 90 & 100 ppm avec
20 min. detemps de contact pour une incubation des boites
de Pétri A 459C (tableau V) ou & 650C (1ableau VI),

Tableau VI, Déternilnation de lg CMD du formol sur fe Jus de
diffusion (les chiffres représentent le pourcentage de
survivants). Température d'action du formmol: 65°C,
terpérature d’incubation des cultures: 65°C, durée 24h

Temps de contact en min

Formol en ppm 0 20 30 40
0 10 100 100 100
80 25 20 7 0
100 20 13 0 0
0 0

300 0 0

Par contre, le jus ensemencé par le mélange des
souches présente des CMD voisines de 100 ppm (30 ou 40
min. de contact) et entre 100 et 300 ppm (20 min. de
contact) respectivement, pour des températures
d’incubation de 65°C (tableau VII) et 45°C (iablcau
VIII).

Tableau VIL. Détemination de la CMD du formal sur le jus de
diffusion ensemencé par le méiange des bactérles
(les chiffres représentent le pourceniege de
survivants). Température d'action du formot: 65°C,
tempéreture d’incubation des cultures: 65°C, durée

24h
i Temps de contact en min
Formol en ppm 0 20 30 40
0 100 100 100 100
80 90 80 75 4%
100 80 1¢ 3 0
300 70 2 0 0




Tableau VIII. Déteryination de la CMD du formol sur le jus de
diffuslon enseinencé par le mélange des bactéries
{les chiffres représentent le pourcentage de
surviyants). Température d’ection du formol: 65°C,
température d’incubation des cultures: 45°C, durée
24h i

Temps de contact en min

Formol en ppm 0 20 30 40
0 100 100 100 100
80 80 85 83 60
100 B0 70 32 29

300 75 e 0 0

La différence de CMD qui existe entre e jus
ensemencé et non ensemencé peut éure due aux nombres
de cellules qui existent au départ; ceci a été également
observé par MATTEUZI #r al. (8). Ces dernicrs ont
trouvé que la CMD du formol variait de 100 a 3¢0 ppm
selon le degré de contamination des jus Gludics,

D’autre part, la CMD sur le jus ensemencé ~or
les bactéries une a une varie sclon Uespéee (tableaux 1X,
X et XI). B. stearothermophilus ¢t 6. pumilus ont dcs
valeurs voisines de 80 & 100 ppm avec 30 2 40 min. de
contact. Par contre, B, subtilis présentec unc CMD de
300 ppm avec20 min de contact. Ceci explique donc qu'a
450C, T'activité de B. subtilis est prédcminante par rap-
port aux autres esptces dans le jus ensemencé par le
mdélange.

Tableau IX. Détermination de Ia CMD du formal sur le jus de
diffuslion ensemencé par B. stearothkermophilus
(les chiffres représentent Je pourcentage de
survivants). Température d'action du formol: 65°C,
température d'incubation des cultures: 65°C, durée 24h

Formol en ppm 0 20 30 40
0 160 100 100 100

80 80 57 0 0
90 80 39 0 0
100 80 7 0 0

300 80 0 0 0

Tableau X. Détermination de Ia CMD du formol sur le jus de
diffusion ensemencé par . subtilis (les chiffres
représentent le pourcentage de survivants).
Température d’action du formol: 65°C, température
d'incubation des cultres: 45°C, durée 2h

Temps de contact en min

Formol en ppm 0 20 30 40

0 100 160 100 100
&0 160 97 97 97
90 100 95 94 64

100 100 90 64 50

300 80 0 0 0
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Tableau X}, Détermination de la CMD du formol sur le jus de
diffusion ensemencé par B. pumilus (les chiffres
représentent le pourcentage de survivants),
Tempérare d’action du formol: 65°C, température
d’incubation des cultures: 45°C, durée 24h

Temps de contact en min

Formol en ppm 0 20 30 40
Mm(;_wwwk - 100 100 100 100
80 100 48 34 20
90 100 32 10 4
100 80 12 3 0
300 0 0 0 0
CONCLUSION

Au cours de ce travatl, nous avons déterminé la CMI
(environ de 40 a 50 ppm) et 1a CMD (de 'ordre de 100 a
300 ppm) du formol sur la flore totale du jus de diffusion
et sur le jus fortement contaminé par un ensemencement
aux bactéries saccharolytiques.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus sur un
milieu de laboratoire (5). D’autre part, ces données
laissent donc supposer que lorsque la diffusion de type RT
est en bonne marche, seul B. stearothermophilus peut
infecter le jus. Dans ces conditions, pour lutter avec le
formol, 40 ppm (cn continu) ou 100 ppm (en discontinu)
scraient suffisants. La croissance de B. subtilis scra
prédominanteetladosc autiliser sera40 ppm (cn continu)
ou 300 pom (cn discontinu).

De plus, ces doses scraient cefficaces si clles étaient
maintenucs constantes dans le jus le long du diffuseur au
moins pendant 30 min d’ou intérét de définir le licu
d’injection et d’étudier Ia répartition du formol.
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