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Abstract - Combined efTects of nisin, lactic acid, and potassium sorbate on Baeil/us liche-
niformis spores in milk. The inhibitory activities of nisin and/or potassium sorbate on Bacillus
licheniformis spores were studied in milk acidified with lactic acid, at 37 OC. Three experimen-
tal plans were realized using the Doehlert uniform shell design. Spore germination, pH-dependent,
was enhanced as the pH increased. Nisin had no sporicidal effect, but inhibited the growth of ger-
minated spores. Its bactericidal activity increased with the concentration of nisin and as the pH
and the initial spore load decreased. Potassium sorbate was not sporicidal but disturbed the spore
germination at high concentrations and low pH values. Its bactericidal effect was favoured at aci-
dic pH values. Nisin and sorbate potassium in association enhanced the bactericidal effect with
an important inhibition at high pH values. © Inra/Elsevier, Paris.

Bacil/us licheniformis / spore / nisin / potassium sorbate / lactic acid

Résumé - Les activités inhibitrices de la nisine et/ou du sorbate de potassium sur les spores de
Bacil/us licheniformis sont étudiées dans du lait acidifié¢ avec de l'acide lactique, a 37 OC. Trois
plans d'expériences sont réalisés selon les réseaux uniformes de Doehlert. La germination des
spores, pH-dépendante, est favorisée aux valeurs proches de la neutralité. La nisine, non spori-
cide, est bactéricide sur les spores germées; cette activité augmente avec la concentration en
nisine, lorsque le pH et la concentration initiale en spores diminuent. Le sorbate de potassium, sans
action sporicide, retarde la germination aux concentrations élevées et a pH acide. Son activité bac-
téricide est favorisée a pH acide. L'association de la nisine et du sorbate de potassium augmente
le pouvoir bactéricide avec une inhibition maximale aux pH proches de la neutralité. © InralElse-
vier, Paris.
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1. INTRODUCTION

La présence de bactéries sporulées
(Clostridium, Bacillus) dans les aliments
est a l'origine d'altérations et parfois
d'intoxications  alimentaires graves. Leur
aptitude a élaborer des spores, organites
de résistance, nécessite des traitements
technologiques spécifiques tels qu'apper-
tisation, bactofugation ou ajout de conser-
vateurs chimiques, afin d'augmenter la
durée de vie des aliments. Le genre Bacil-
lus, ubiquitaire, contamine le lait cru lors
de l'utilisation d'ensilages et/ou d'équi-
pements de traite de mauvaise qualité
hygiénique. En France, dans le genre
Bacillus, B. licheniformis est fréquemment
mentionné & des taux variant entre la et
50 % [5]. Malgré une hygiéne de plus en
plus rigoureuse a tous les stades de la pro-
duction et de la transformation, les niveaux
de contamination en B. licheniformis, de
la a 100 UFC/mL [27], restent encore
relativement importants. Cette espece peut
étre a l'origine de mammites bovines [7]
ou quelquefois de méningites humaines
[la]. Dans les fromages fabriqués avec du
lait pasteurisé, la présence de B. licheni-
formis peut provoquer une protéolyse
importante [12].

Sous la pression des consommateurs,
les industriels  sont progressivement
contraints de réduire I'emploi des conser-
vateurs chimiques au profit d'inhibiteurs
naturels assurant sécurité et qualité ali-
mentaires. La nisine, polypeptide anti-
bactérien, est produite par certaines
espéces de Lactococcus lactis subsp. lac-
tis ; elle est la seule bactériocine autori-
sée comme additif alimentaire (E 234)
depuis 1969 (OMS). De statut GRAS
(generally recognized as safe), elle pos-
sede un large spectre d'activité antibacté-
rienne, essentiellement  dirigé contre les
bactéries Gram positives. En 1951, la
nisine fut préconisée par Hirsch [Il], afin
d'éviter le gonflement de fromages & péte
pressée cuite par Clostridium tyrobutyri-

cum ;elle fut également utilisée dans la
conservation de fromages fondus [20),
pour réduire ou méme supprimer l'emploi
de conservateurs chimiques, comme les
nitrites [23]. Le sorbate de potassium

(E 202), également de statut GRAS, est
autorisé aux Etats-Unis dans tous les pro-
duits alimentaires nécessitant I'ajout de
conservateurs  [18]. Utilisé comme anti-
fongique, son emploi peut étre envisagé
contre diverses bactéries pathogénes ou
des spores [3, 21, 26], dans les industries
alimentaires, pharmaceutiques,  cosmé-
tiques ou dans les emballages.

L'objectif de ce travail est d'étudier le
comportement  des spores de B. licheni-
[ormis dans du lait acidifié par ajout
d'acide lactique, en présence de nisine
et/ou de sorbate de potassium. En micro-
biologie alimentaire,  [I'utilisation  de
modeles mathématiques  fait I'objet de
nombreux travaux, afin de prédire le com-
portement des microorganismes  dans
diverses conditions environnementales [l,
2]. Nos expérimentations  sont effectuées
suivant un modéle mathématique utilisant
les réseaux uniformes de Doehlert [9].
Trois plans d'expérience sont retenus: (i)
effets de la nisine et du pH sur la germi-
nation et sur l'inhibition de la croissance
des spores germées, (ii) effets du sorbate et
du pH, (iii) effets de la nisine, du sorbate
de potassium et du pH. Les effets des dif-
férents facteurs et de leurs interactions
permettent d'optimiser les résultats, a par-
tir de la méthodologie des surfaces de
réponse.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Microorganisme

Bacillus licheniformis ATee 14580 est
retenu dans toutes les expérimentations. Apres
conservation a4 "C sur tryptone agar (Difco),
la souche est repiquée en bouillon IP (Institut
Pasteur) de composition (en g/L) : bactopep-
tone (Difco) 6; tryptone (Biokar) 4 ;extrait de
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levure (Biokar) 3 ;extrait de viande bactério-
logique (Biokar) 1,5 ; glucose (Biokar) 1
pH 6,75.

2.2. Préparation des spores

Les spores sont récoltées apres culture dans
le bouillon de sporulation A5 [16] de compo-
sition en g/L : glucose, 3,6 ; lactate d'ammo-
nium, 54; HNO; 0,31; H4P04, 0,31; NaCl,
0,4; MgS04, 7 H20, 6 mg; (NH4)2S04' 6 H20,
25 mg ; pH 7,2 ajusté avec KOH 1N. Ce
bouillon est ensemencé a 10 % (v/v) & partir
d'une préculture de 24 heures a 37 "C en
bouillon IP. Aprés incubation a 37 "C pendant
7 jours, les spores sont récoltées par centrifu-
gation (8 000 g, 10 min) puis remises en sus-
pension dans 20 mL d'eau distillée désionisée.
La suspension de spores est chauffée a 80 "C
pendant 10 minutes pour détruire les cellules
végétatives, puis conservée a4 "Cjusqua son
utilisation, aprés  numération cellulaire
(2.108 spores/mL).

2.3. Inhibiteurs

La solution meére de nisine (104 VI/mL;
Nisin® Sigma) est préparée dans HCI 0,02 N.
La solution meére de sorbate de potassium (4 %
plv ; Sigma) en eau distillée est filtrée stérile-
ment sur filtre de porosité 0,22 urn (OSI).

2.4. Numérations des cellules totales
et des spores

Les numérations des cellules totales et des
spores aprés chauffage (80 "C, 10 min) sont
effectuées en bouillon IP gélosé avec 15 glL
d'agar bactériologique (Biokar). Les dilutions
décimales sont réalisées en bouillon tryptone
sel (Biokar) a 9,5 g/L. Aprés ensemencement
en profondeur avec 1 mL d'échantillon, une
fine couche de gélose blanche (5 mL) est cou-
lée en surface pour empécher son envahisse-
ment par les colonies de Bacillus. La germi-
nation des spores est mesurée par la perte de
leur thermorésistance. La numération des cel-
lules végétatives correspond & la différence
entre les dénombrements des cellules totales
et des spores. Le pourcentage de germination,
selon la formule d'lrie et al. [14], correspond a

[(spores initiales - spores finales) / spores ini-
tiales] x 100.

2.5. Activités inhibitrices de la nisine
et du sorbate de potassium

Les modes d'action de ces deux inhibiteurs
sont étudiés dans du lait écrémé (Oxoid) a 10 %
(p/lv), acidifié avec de l'acide lactique (99 %,
Prolabo). Le lait est supplémenté avec 1g/L
de L-alanine (Sigma), comme promoteur de
germination. Les spores sont ajoutées aprés
une activation thermique & 80 "C pendant 10
minutes. Les inhibiteurs sont ensuite introduits
aux différentes concentrations retenues. L'incu-
bation est réalisée a 37 "C et des prélévements
sont effectués a 6 heures ou a 24 heures pour
dénombrer les cellules totales et les spores et
pour déterminer le pH. La nisine présente dans
I'échantillon est inactivée par ajout de 1 mg/mL
de protéase de type XIV de Streptomyces gri-
seus (Sigma). L'effet inhibiteur du sorbate est
supprimé en neutralisant I'échantillon apH 7,0
avec NaOH N.

2.6. Réseaux uniformes de Doehlert

Les activités inhibitrices de la nisine et du
sorbate de potassium ont été étudiées en fonc-
tion du pH et des concentrations en spores, de
maniere indépendante (tableau 1) ou en com-
binaison (tableau 1), en postulant un modéle
mathématique  empirique. L'estimation  des
coefficients du modéle quadratique prévision-
nel est obtenue a partir d'un plan d'expéri-
mentations construit  selon les réseaux uni-
formes de Doehlert. Cette matrice, générée a
partir d'un simplex, présente une distribution
uniforme des essais sur I'ensemble du domaine
expérimental et permet d‘attribuer différents
niveaux aux variables indépendantes en fonc-
tion de leur importance (tableau Ill). Seize
expériences ont été réalisées (N;::k? +k + 1)
avec trois répétitions de l'essai au centre du
domaine, afin de prendre en compte I'erreur
expérimentale. Les résultats expérimentaux et
la prédiction des réponses sur l'ensemble du
domaine expérimental peuvent étre visualisés
sous forme de courbes d'iso~opulation géné-
rées par le logiciel NEMROD  [19]. Il est ainsi
possible de suivre I'évolution de chacune des
réponses en fixant un parametre, généralement
au centre du domaine. Le domaine expéri-
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Tableau 1. Domaine expérimental et niveaux des facteurs retenus pour I'évaluation des activités
inhibitrices de la nisine et du sorbate de potassium en fonction du pH et de la concentration en
spores.

Table 1. Experimental domain and levels of retained factors for the evaluation of the inhibitory
activities of nisin and potassium sorbate as a function of pH and spore concentration.

Facteurs Niveaux Valeurs expérimentales
XI :nisine (VI/mL) 5 0- 10- 20- 30- 40

ou Xl: sorbate (% plv) 5 0,00 - 0,05- 010 - 0,15 - 0,20
X2:pH 7 50- 52- 54- 56- 58- 60- 62
X3 :spores /mL 3 I}l- 10s- 10e

Tableau Il. Domaine expérimental et niveaux des facteurs retenus pour I'évaluation des activi-

tés inhibitrices de la nisine et du sorbate de potassium, en fonction du pH. La concentration ini-
tiale en spores est de 105 spores/mL.

Table Il. Experimental domain and levels of retained factors for the evaluation of the inhibitory
activities of nisin and potassium sorbate as a function of pH values. The initial spore load is 105
spores/mL.

Facteurs Niveaux Valeurs expérimentales

X1 :nisine (VI/mL) 5 0- 10- 20- 30- 40

X2:pH 7 50- 52- 54- 56- 58- 60- 62
X3 :sorbate (% plv) 3 0,0-0,1-0,2

Tableau 1ll. Plan des essais expérimentaux pour trois variables (X 1, X2, X3) comprenant trois

répétitions au centre du domaine expérimental (essais 13a, 13b, 13c) selon les réseaux uniformes
de Doehlert [9]. Les valeurs sont exprimées en variables centrées réduites.
Table Ill. Experimental design for three variables (XI, X2, X3) including three repetitions at the

center of the domain (13a, 13b, 13c) according to Doehlert uniform shell design [9]. Values are
expressed in coded variables.

Essais Xl X2 X3
1 1,000 0,000 0,000
2 -1,000 0,000 0,000
3 0,500 0,866 0,000
13a 0,000 0,000 0,000
4 -0,500 -0,866 0,000
5 0,500 -0,866 0,000
6 -0,500 0,866 0,000
13b 0,000 0,000 0,000
7 0,500 0,289 0,816
8 -0,500 -0,289 -0,816
9 0,500 - 0,289 -0,816
13c 0,000 0,000 0,000
10 0,000 0,577 -0,816
1l -0,500 0,289 -0,816
12 0,000 -0,577 -0,816
13 0,000 0,000 0,000



Inhibition des spores de Bacillus licheniformis 121

mental est défini & partir d'expérimentations carrés, ~..les termes d'interaction. Ces
ant_érleures et les _réponses mesurées pour les  derniers Jpermettront de quantifier et de
trois plans dexpériences  sont les nombres de  mjeyx caractériser les activités inhibitrices
spores et les nombres de cellules végétatives a de la nisine et du sorbate de potassium
6heta?24h. . X
Les valeurs sont reportées dans les
tableaux IV (spores) et V (cellules vége-

3. RESULTATS tatives).

Chacune des réponses peut étre repré-
sentée par un modele quadratique, com-
prenant 10 coefficients,  valable sur 311 sur les spores
I'ensemble du domaine expérimental:

3.1. Combinaison nisine / pH

Les estimations des effets des diffé-

1 = Bu+ E B.X +_|_3_ B.X? rentes variables montrent que la nisine
L i1 i=lm n'‘exerce pas d'activité inhibitrice signifi-
2 3 cative sur les spores et n'empéche pas la

+ L L BX X germination, qui est fortement dépendante

=1zl du pH (figure la) ;le pourcentage de ger-

mination calculé est de 94 % a pH 5,6, en

ou 11.représente les variables dépen- présence de 0, 20 ou de 40 DI/mL de
dantes, Xl les variables indépendantes, ~o  nisine. Entre 5,0 et 6,2, les niveaux des
le terme constant, ~..les coefficients courbes d'isopopulation diminuent quand
linéaires du premier o~dre, ~ji les termes le pH augmente, en relation avec la ger-

Tableau IV. Estimation des coefficients des différents modeles quadratiques postulés pour la
réponse: nombre de spores & 6 ou 24 heures en présence de nisine et/ou de sorbate de potassium.
Table V. Coefficient estimation of different quadratic models postulated for the response: spore
cou nt after 6 or 24 h with nisin andJor potassium sorbate.

Estimation Durées d'incubation
des 6h 24 h
coefficients
Nisine Sorbate Nisine+ Nisine Sorbate Nisine+
sorbate sorbate
pO 3,7413, 3,9933, 3,8100, 1,9832, 2,6968, 2,2143,
pl 0,0159 0,2121, -0,0345 -0,6089, 0,2186,) 0,0188
p2 - 1,01453 - 1,14253 - 0,96173 - 1,3613, - 1,18773 - 1,62183
p3 1,3578, 1,0643, 0,2064,, 1,4509, 0,8495, 0,3633,
pli 0,1608, 0,2407, 0,1950, 1,0233, 0,2072, 0,0853
p22 0,3621, 0,2157, 0,2120, 0,9359, 1,1915, 0,9589,
p33 0, 1474, 0,4095, - 0,0870 0,0923 0,8110, 0,2236,
pl2 -0,0046 0,1288, 0,1241 - 0,70M, -0,9474, - 0,3585,
p13 - 0,0357 0,0377 0,2151 0,2533 0,0985 0,1862
p23 - 0,0833 -0,0061 0,2814 - 0,3091 - 0,8301 - 0,3660¢
R2=0,99 R2= 0,99 R2= 0,99 R2=0,95 R2= 0,95 R2= 0,99

R2A =099 R2A =099 R?A =097 R?A=088 R2A =089 R2A=0,98

azan; 1%0 ;b 1% <a:;l%;c:1%<a b %.



122 M. Mansour et al.

Tableau V. Estimation des coefficients des différents modéles quadratiques postulés pour la
réponse: nombre de cellules végétatives a 6 ou 24 heures en présence de nisine et/ou sorbate de
potassium.

TableV. Coefficient estimation of different quadratic models postulated for the response: vege-
tative cell count after 6 or 24 h with nisin and/or potassium sorbate.

Estimation Durées d'incubation
des 6h 24h
coefficients
Nisine Sorbate Nisine-- Nisine Sorbate Nisine--
sorbate sorbate
130 3,3138. 5,2564, 3,9340, 6,3010, 7,2222, 2,5160,
131 -2,0209, -0,3509, -1,5388, -2,6649, -0,5514, -2,6866,
132 0,40n 2,8532, -1,0434, S.nzo, 3,8648, 0,2167,
133 1,8200, 1,1105. 0,3991, 2,0925, 1,0501, -1,6920.
1311 1,0768 0,4906, -1,2700, -2,67575 -1,4147, 1,0085,,
1322 -1,0329 -2,9804, 0,4917, -3,1142¢ -4,2244, 3,2182,
1333 0,8669 0,4075, 0,2088 -0,5608 -0,7434 35211,
1312 1,8897, -0,2997, -0,5802, -0,3476 -0,0930 -2,0225.
1313 -1,4078 0,0546 0,2792 1,2343 -0,1107 2,6893,
1323 0,1387 -1,0256, 0,8509, -0,5387 -2,1489, -1,7863,
R2= 0,93 R2=0,87 R2=0,77 R2=0,90 R2=0,96 R2=0,95
R2A =0,84 R2A =0,69 R2A =0,43 R2A = 0,75 R2A =090 R2A =0,88

aza:; 1%0 ;b :1%0<a:; 1% ;c:1%<a ::5 %.

mination. Aprés 6 heures d'incubation, a
pH 5,0, 5,6 ou 6,2, les pourcentages de
germination des spores sont respective-
ment de 40,94 ou de 98 %.

3.1.2. Sur les cellules végétatives

Aprés 24 heures d'incubation, en pré-
sence de faibles concentrations en nisine
(0-20 Ul/mL), le comportement des spores
germées dépend essentiellement des
valeurs du pH ;entre 50 et 6,2, les cel-
lules végétatives, issues des spores ger-
mées, se multiplient d'autant plus rapide-
ment que le pH est proche de la neutralité.
Pour des concentrations en nisine plus
importantes  (20---40 UUmL), l'inhibition
des spores germées, marquée par I'absence
de cellules végétatives, dépend du pH et de

élevée; pour des valeurs de pH inférieures
a 5,6 et avec 20 Ul/mL, l'inhibition aug-
mente avec la diminution du pH. L'activité
de la nisine diminue quand la concentra-
tion initiale en spores est élevée; a pH
5,6, en présence de 105 spores/ml., 40
Ul/mL de nisine inhibent totalement les
spores germées; cependant, cette concen-
tration est insuffisante lorsque la popula-
tion initiale est de 106 spores/mL (résultats
non fournis).

3.2. Combinaison sorbate
de potassium / pH

3.2.1. Sur les spores

Le sorbate n'a pas d'action sporicide,

la concentration en nisine (figure Jb). mais il perturbe la germination. Pour des
Ainsi, pour des valeurs de pH supérieures valeurs de pH inférieures a 5,6, le
a 5,6, l'inhibition est d'autant plus impor- pourcentage  de germination  diminue

tante que la concentration en nisine est

quand la concentration en sorbate aug-
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Figure 1. Surface de réponse montrant I'effet de la concentration en nisine et du pH sur la crois-
sance de B. licheniformis. La concentration en spores est fixée a 105 spores/mL (valeur au centre
du domaine). a. Dénombrement des spores aprés 6 heures d'incubation a 37 0C. b. Dénombrement
des cellules végétatives apres 24 heures d'incubation a 37 "C,

Figure 1.Response surface contours showing the effect of nisin concentration and pH values on
the growth of B. licheniformis. Spore concentration was fixed at 105 spores/mL (value at the
center of the experimental domain). a. Spore count after 6 h at 37 OC. b. Vegetative cell count after
24 h at 37 OC.
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mente (figure 2a) ;a pH 5,4 et pour O,
0,05 ou 0,15 % de sorbate, les pourcen-
tages de germination sont respectivement
de 90, 78 ou 53 %. Cet effet est plus mar-
qué en milieu acide: en présence de 0,1 %
de sorbate, 95 % des spores germent a pH
5,6, 36 % a pH 5,2 et seulement 8 % a pH
5,0. L'action inhibitrice du sorbate est
faible aux pH supérieurs a 5,6, avec un
pourcentage de germination supérieur a
96%.

3.2.2. Sur les cellules végétatives
0

Entre et 0,2 % de sorbate, le pouvoir
inhibiteur dépend du pH. Pour des pH
inférieurs & 5,6, l'inhibition de la crois-
sance des spores germées est d'autant plus
importante que le pH est acide; le maxi-
mum d'inhibition est observé a pH 5,0 et
pour une concentration en sorbate de 0,2 %
(figure 2b). Pour des pH supérieurs a 5,6,
les concentrations en sorbate retenues
n'exercent pas d'effet inhibiteur signifi-
catif, car la croissance cellulaire des spores
germées s'effectue a une vitesse identique
a celle de l'essai témoin sans sorbate.

3.3. Combinaison nisine / sorbate
de potassium / pH

3.3.1. Sur les spores

Les spores ont le méme comportement
en présence de nisine et/ou de sorbate de
potassium. Le pH du milieu est le princi-
pal facteur modifiant la germination des
spores qui est favorisée aux valeurs éle-
vées de pH.

3.3.2. Sur les cellules végétatives

En présence de 0,1 % de sorbate, l'inhi-
bition des spores germées est maximale
pour une concentration en nisine de
38 VI/mL et un pH proche de 5,7 (figure 3a).
Dans les mémes conditions expérimen-
tales, l'effet inhibiteur de la nisine ou du

sorbate de potassium est faible; pour une
valeur donnée de pH, linhibition  est
d'autant plus importante que les concen-
trations en sorbate ou en nisine augmentent
(figure 3b).

4. DISCUSSION

Afin d'inhiber des flores bactériennes
d'altération ou des bactéries pathogeénes,
des combinaisons judicieuses de biocon-
servateurs sont une alternative intéressante
pour remplacer des conservateurs  chi-
miques. A terme, ces associations com-
plémentaires ou synergiques devraient per-
mettre de diminuer les concentrations de
chacun d'eux tout en garantissant la sécu-
rité alimentaire. Cette théorie des barrieres
[17] a été mise a profit dans différentes
études par I'emploi de bactériocines ajou-
tées ou produites in situ, associées a dif-
férents traitements thermiques ou a des
conservateurs chimiques [23]. Deux tech-
nologies peuvent étre utilisées pour réduire
les niveaux de contamination en spores
dans un aliment; I'une consiste a empé-
cher leur germination par leur destruction
(stérilisation, rayons X..), lautre a
l'inverse, a favoriser leur germination, mais
en présence d'inhibiteurs  dont I'action
post-germinative  doit rester bactéricide
jusqu'a la fin de la durée de vie du pro-
duit. Cette derniére méthodologie a été
retenue dans notre étude. Les spores dor-
mantes de B. licheniformis ATCC 14
580 sont placées dans des conditions favo-
risant leur germination, activation ther-
mique (80 "C, 10 min) et ajout de L-ala-
nine. La germination des spores,
pH-dépendante, diminue aux faibles
valeurs de pH en raison de l'inhibition de
la fixation de la L-alanine sur le site d'ini-
tiation [6]. La nisine n'est pas sporicide
et n'intervient pas lors de la phase initiale
de la germination [28]. Son action inhibi-
trice augmente avec sa concentration et
s'exerce sur la phase d'excroissance de la
spore. En général, cette activité est faible
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Figure 2. Surface de réponse montrant l'effet de la concentration en sorbate et du pH sur la
croissance de B. licheniformis. La concentration en spores est fixée a 10° spores/mL (valeur au
centre du domaine). a. Spores aprés 6 heures d'incubation a 37 OC. b. Cellules végétatives aprés
24 heures d'incubation & 37 OC.

Figure 2. Response surface contours showing the effect of potassium sorbate concentration and
pH values on the growth of B. licheniformis. Spore concentration was fixed at 10° spores/ml (value
at the center of the experimental domain). a. Spore count after 6 h at 37 OC. b. Vegetative cell count
after 24 h at 37°C.
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Figure 3. Surface de réponse indiquant le dénombrement des cellules végétatives de B. licheni-
formis aprés 24 heures d'incubation a 37 OC. a. En fonction de la concentration en nisine et du pH
(sorbate :0,1% (p/v). b. En fonction des concentrations en nisine et en sorbate de potassium
(pH: 5,7).

Figure 3. Response surface contours of B. licheniformis vegetative cell count after 24 h at 37 OC.
a. As a function of nisin concentration and pH values (potassium sorbate: 0.1% (w/v)). b.
As a function of nisin and potassium sorbate concentrations (pH: 5.7).
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a pH [13, 15] et niveaux en spores élevées
[22]. Sa solubilité et sa stabilité diminuent
quand le pH augmente. La nisine aug-
mente la phase de latence, mais lorsque
la croissance des spores germées est ini-
tiée, le taux de multiplication reste iden-
tique a celui du témoin [4]. Le sorbate de
potassium, non sporicide, perturbe la ger-
mination voire I'inhibe & des concentra-
tions élevées. Des concentrations entre 0,1
et 0,2 % (p/v) exercent un effet répressif
sur la germination, d'autant plus marqué
que sa concentration est importante. Ce
composé agit comme un agent compéti-
tif de la L-alanine pour le site d'initiation

de la germination [24]. Les inhibitions de
la germination de la spore et de I'excrois-
sance dépendent a la fois de la concentra-
tion en sorbate et du pH du milieu. A pH
bas, elle est en relation avec les formes
non dissociées du sorbate de potassium

(pKa = 4,75) et de l'acide lactique (pKa
= 3,85) [25]. Aux concentrations préco-
nisées, l'efficacité inhibitrice du sorbate
est généralement faible, mais elle aug-
mente a pH acide et aux concentrations

élevées. La concentration en sorbate auto-
risée dans les fromages ne doit pas dépas-
ser 0,2 %, selon la réglementation fran-
caise [8]. Nos résultats, obtenus avec les
spores de B. licheniformis dans du lait aci-
difié, indiquent que 0,2 % de sorbate de
potassium est une concentration létale a
pH 5,0, mais insuffisante aux valeurs de
pH supérieures.

Les associations sorbate de potassium,
nisine, acide lactique permettent dans cer-
tains cas d'observer des complémentarités
d'actions inhibitrices. Ces résultats offrent
la possibilité d'associer la nisine et le sor-
bate de potassium, puisque I'effet inhibi-
teur maximal est observé aux pH proches
de la neutralité. Ces inhibiteurs employés
seuls, aux mémes concentrations, ne sont
pas bactéricides. Des recherches concer-
nant l'association de la nisine et du sor-
bate de potassium, composés GRAS, dans
du lait acidifié, sont rarement rapportées.

Des combinaisons appropriées de ces bio-
conservateurs meériteraient d'étre davan-
tage envisagées, en raison de leur inno-
cuité pour la santé humaine. Ces résultats
pourraient trouver a terme des applica-
tions pratiques pour la maitrise de la crois-
sance de flores bactériennes indésirables,
en combinaison avec de bonnes pratiques
de fabrication.
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