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Résumé

Afin d’évaluer la dynamique des bactéries lactiques dans le lait cru réfrigéré collecté dans
la région de Mila (Algérie). Les échantillons ont été conservés a 4 °C pendant 10 jours, La flore
microbienne du lait a été cultivée selon les méthodes de culture dépendante. L'identification des
isolats bactériens a €té réalisée en utilisant des méthodes phénotypiques basées sur les critéres
culturels, morphologiques et biochimiques. Les variations du nombre des bactéries lactiques et
les paramétres cinétiques de la croissance microbienne ont été analysées durant la réfrigération
a l'aide du logiciel origine 06 Le compte microbien initial dans I'échantillon de lait cru prélevé
dans le ferme du bassin était de 3,21 log UFC/mL. La croissance maximale a atteint 7,17 log
UFC/mL. La vitesse maximale de croissance a été de 0,56 log UFC/mL, et le temps de
génération variait entre 1,78 jours dans la ferme du bassin. Les populations Bactérienne ont été
identifiées comme Acinetobacter, Pseudomonas, streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, et
Lactobacillus. Ces résultats confirment que, bien que la réfrigération limite la croissance
microbienne, elle favorise la sélection d’une flore adaptée au froid, notamment les bactéries

lactiques, qui peuvent influencer la qualité technologique du lait cru.

Mots-clés : Lait cru vache, réfrigération, populations bactéries lactiques, paramétres croissance

microbienne, durée de conservation.



Abstract

The microbial flora of milk was cultured using dependent culture methods. The
identification of bacterial isolates was carried out using phenotypic methods based on cultural,
morphological, and biochemical criteria. The variations in the number of lactic bacteria and the
kinetic parameters of microbial growth were analyzed during refrigeration using Origin 06
software. The initial microbial count in the raw milk sample collected from the farm basin was
3.21 log CFU/mL. The maximum growth reached 7.17 log CFU/mL. The maximum growth
rate was 0.56 log CFU/mL, and the generation time varied between 1.78 days in the farm basin.
The lactic bacteria populations identified were Acinetobacter, Pseudomonas, Streptococcus,
Lactococcus, Enterococcus, and Lactobacillus. These results confirm that although
refrigeration limits overall microbial growth, it promotes the selection of cold-adapted flora,

notably lactic acid bacteria, which can influence the technological quality of raw milk.

Keywords: Raw cow's milk, refrigeration, microbial growth parameters, lactic bacteria

populations, shelf life.
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Introduction générale

Introduction générale

Le lait cru, produit alimentaire fondamental dans de nombreuses régions du monde, est
une source précieuse de nutriments essentiels tels que les protéines, les lipides, le lactose, ainsi
que divers minéraux et vitamines. Sa composition complexe en fait un milieu idéal pour la
prolifération microbienne. Cependant, cette richesse nutritionnelle constitue également un
terrain propice au développement rapide de diverses populations bactériennes, pouvant altérer
la qualité et la sécurité du lait (Hassan et al., 2020).

Dés la traite, le lait est expose a une contamination microbienne variée, issue notamment
de I’animal (flore mammaire), des équipements, de I’environnement ambiant et des conditions
d’hygiéne appliquées. La flore bactérienne présente dans le lait cru est hétérogene et comprend
des bactéries mésophiles, psychrotrophes, pathogenes potentiels, mais aussi des bactéries
bénéfiques telles que les bactéries lactiques (BL) (Dave et Ghaly, 2011).

La conservation du lait cru repose principalement sur la réfrigération, qui vise a ralentir
la multiplication bactérienne par le maintien du produit a des températures proches de 4 °C.
Cette technique est largement adoptée dans les filicres laitieres, car elle permet d’augmenter la
durée de conservation du lait sans altérer ses qualités organoleptiques et nutritionnelles.
Cependant, il est bien établi que la réfrigération ne détruit pas les micro-organismes, mais les
inhibe temporairement. Certaines bactéries psychrotrophes, telles que des espéces de
Pseudomonas, sont capables de croitre a basse température, entrainant des modifications
biochimiques défavorables, comme la production d’enzymes protéolytiques qui dégradent les
protéines du lait, affectant ainsi sa qualité (Puniya et al., 2017).

Par ailleurs, les bactéries lactiques jouent un rdle ambivalent dans la microbiologie du lait
cru. Ces microorganismes, qui incluent des genres comme Lactobacillus, Lactococcus, et
Streptococcus, fermentent le lactose en acide lactique, contribuant a la coagulation du lait et a
la production de nombreux produits laitiers fermentés (yaourt, fromage). Leur activité est
souvent bénéfique pour la conservation, car la baisse du pH inhibe la croissance de bactéries
indésirables et pathogenes. Toutefois, leur developpement dans du lait cru mal conservé peut
également étre un indicateur de dégradation avancée (Santos et al., 2021).

Ainsi, bien que la réfrigération soit une étape cruciale pour ralentir la prolifération
bacterienne, elle ne garantit pas la qualité microbiologique du lait cru sur le long terme,
particuliérement si les conditions d’hygiene lors de la traite et du transport sont insuffisantes.
Une meilleure compréhension des dynamiques microbiennes, et notamment du comportement

des bactéries lactiques sous froid, est donc essentielle pour optimiser la gestion de la chaine du
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lait cru, réduire les risques sanitaires et améliorer la qualité finale du produit (Dave et Ghaly,
2011 ; Hassan et al., 2020).

La courbe de croissance bactérienne est une représentation essentielle de la dynamique
des populations microbiennes, concept clé en microbiologie. Elle permet d’analyser et de suivre
I’évolution des populations bactériennes, avec des applications dans divers domaines tels que
la conservation des aliments, la microbiologie industrielle et 1’étude des maladies infecticuses
(Tortora et al., 2010). Des recherches ont révélé des changements dynamiques dans la flore
psychrotrophique du lait au cours de 24 heures de réfrigération (Lafarge et al., 2004) ainsi que
dans du lait provenant de différentes régions géographiques (Franciosi et al., 2011). Vyletélova
et al. (2000) ont étudié la dynamique de la croissance microbienne des mésophiles dans le lait
cru de vache en fonction du temps de stockage et des températures. Gargouri et al. (2013) ont
confirmé que la dynamique des bactéries psychrotrophes dans le lait cru stocké a 4°C était
influence par le temps de conservation et la contamination initiale. De plus, des relations
intéressantes ont été établies entre l'origine géographique du lait, sa diversité génétique et
I’activité antimicrobienne, suggérant une corrélation profonde entre la région géographique et

certaines caractéristiques génotypiques et métaboliques du microbiote laitier (Silvetti et al.,

2014).

Les microorganismes disposent d’un ensemble de mécanismes de défense remarquables
pour préserver leur existence ou leurs niches écologiques contre les concurrents et les
infections. La production de peptides antimicrobiens constitue une premiere ligne de défense.
Ces peptides ont un effet direct sur les microorganismes, en perturbant par exemple la
membrane bactérienne, virale ou fongique, ou en agissant sur d’autres cibles (Djadouni, 2013).
De nombreuses études ont démontré 1’activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des
bactéries pathogénes (Rodrigues et al., 2005 ; Reis et al., 2012 ; Mercha et al., 2020). Les
propriétés antimicrobiennes de ces bactéries peuvent €tre attribuées a plusieurs facteurs. Elles
résultent de 1’effet combiné de différents ¢léments biologiques provenant de leurs activités
métaboliques. Ces bactéries synthétisent des molécules aux propriétés bactéricides et/ou
bactériostatiques, telles que 1’acide, des acide organiques, le diacétyle, les dioxide de carbone,

etc. (chentouf, 2015 ; Bouzaid et al.; 2016)
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Dans ce contexte, les objectifs principaux du présent travail sont :

Objectif 1 :

Evaluer la dynamique des bactéries lactiques durant la période de réfrigération du lait
dans une ferme laitiere située dans la région de Mila, en Algérie. Pour atteindre cet objectif, les

étapes suivantes ont été réalisées :

Prélévement d’échantillons de lait cru provenant d'une ferme laitiére située dans la zone du
bassin de la région de Mila.

Conservation des échantillons a 4 C°, avec un suivi a intervalles réguliers.

Analyse de 1’évolution des bactéries lactiques totales au cours du temps.

Etude des caractéristiques culturales et de la morphologie des colonies bactériennes.
Observation microscopique a 1’état frais et apres coloration de Gram.

Elaboration de courbes cinétiques de croissance bactérienne et analyse des principaux
parametres de croissance.

Application d’un modele biomathématique afin de décrire et interpréter la dynamique de

développement des bactéries lactiques au cours de la réfrigération.

Objectif 2 :

Suivie le pH du lait cru
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1. Bactéries lactiques

1.1. Définition des bactéries lactique

Les bactéries lactiques constituent un groupe de micro-organismes procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles présentent une diversité morphologique,
physiologique et métabolique notable. Ce groupe comprend des bactéries a Gram positif,
généralement non mobiles, non sporulées, et de forme coccique ou bacillaire. De plus, elles
sont dépourvues de catalase, nitrate réductase et oxydase (Drouault et Corthier, 2001 ; Drider
et Prévost, 2006). Dépourvues de chaine respiratoire fonctionnelle, ces bactéries tirent leur
énergie par phosphorylation au niveau du substrat. Elles jouent un rdle clé dans de nombreuses
fermentations spontanées d’aliments, ce qui leur a valu le statut GRAS (Generally Recognized
As Safe). En fonction du type de fermentation prédominant, les bactéries lactiques se divisent
en deux catégories : homofermentaires et hétérofermentaires (Axelson, 2004 ; Carine et

Philippe, 2009).

1.2. Caractéres morphologiques

Les bactéries lactiques (BL) ont été initialement définies par leur capacité a fermenter et
coaguler le lait, ce qui incluait & I’époque aussi bien les bactéries coliformes que les bactéries
lactiques. En 1901, Beijerinck a mis en évidence que les lactobacilles sont des bactéries a Gram
positif, distinction qui a permis de différencier clairement les bactéries lactiques des coliformes
(Mechai, 2009). Les BL sont donc caractérisées comme des bactéries a Gram positif, non
pigmentées, immobiles et incapables de former des spores (HO et al., 2007). Elles forment un
groupe hétérogene constitué¢ de coques et de bacilles ou batonnets (Badis et al., 2005 ;

Khalisanni, 2011).

1.3. Caractérisation biochimique et physiologique

1.3.1. Test de catalase

Une goutte de peroxyde d’hydrogéne (H202) est déposée sur une lame. A I’aide d’une
pipette Pasteur, un échantillon d’une colonie bien isolée, agée de 24 heures, est prélevé puis
appliqué sur la goutte (Reiner, 2010). Si ’enzyme catalase est présente, elle décompose le
peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene. La libération d’oxygene se manifeste par
I’apparition de bulles, formant une mousse visible. Cette réaction indique la présence de

I’enzyme catalase, dont I’activité peut étre représentée par I’équation suivante :

catalase
2 H,O, — 2 H,O




Partie I : Recherche Bibliographique

1.4. Classification des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (BL) appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe des
Bacilli et a l'ordre des Lactobacillales. Cet ordre comprend six familles principales :
Streptococcaceae, Enterococcaceae, Carnobacteriaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae
et Aerococcaceae. Au total, il regroupe 38 genres, dont 10 sont étroitement liés aux aliments :
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium et Weissella (Vandamme et al., 2014 ;
Papadimitriou et al., 2016). A ce jour, plus de 400 espéces de bactéries lactiques ont été
répertoriées, avec plus d'une centaine appartenant au genre Lactobacillus, qui représente le

groupe le plus diversifi¢ (Papadimitriou et al., 2016 ; Mokoena, 2017).

1.4.1.Le genre Lactobacillus

Les cellules de cet organisme sont des batonnets longs et fins, courts aux coccobacilles a
Gram positif, groupés en paires ou en chaines au niveau macroscopiques les colonies des
lactobacilles sont généralement de petites tailles, lisses, brillantes non pigmentées et souvent
opaques, toutes les espeéces sont négatives pour la catalase et 1'oxydase (Guiraud et al., 2004 ;
Denis et al., 2007). Le genre Lactobacillus est trés diversifié, selon les estimations les plus
récentes, il comprend 174 especes différentes et 27 sous-especes. Les lactobacilles peuvent étre
trouvés dans des niches riches en glucides, y compris celles associées aux plantes, aux animaux,
a l'ensilage et au lait cru (Bernardeau et al., 2008). Selon Lafarge et al. (2004), L. lactis était
'espece la plus fréquemment détectée dans les échantillons de lait cru frangais. Les especes
appartenant a Lactobacillus ont déja été signalées étre hautement protéolytique (Marroki et al.,
2011). Ces bactéries peuvent également sécréter certaines molécules antimicrobiennes, comme
I'¢thanol, d'acide gras, peroxyde d'hydrogene et de bactériocines pour exercer l'activité
antimicrobienne (Chen et al., 2019), cet effet peut avoir un potentiel applications via l'utilisation
des souches de Lactobacillus comme cultures de départ dans les aliments fermentés ou comme

conservateurs alimentaires (Chen et al., 2019).
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Figure 1. Lactobacillus au microscope électronique
(Bernardeau et al., 2008)

1.4.1.1. Taxonomie
Le genre Lactobacillus appartient au phylum Firmicutes, classe des bacilles, ordre des
Lactobacillales, famille des Lactobacillaceae (Tableau 01) (Garrity et al., 2004).
Tableau 1. Classification de genre lactobacillus (Garrity et al., 2004)

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes
Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Lactobacillaceae
Gener Lactobacillus

1.4.2.Le genre Lactococcus

Lactococcus est une bactérie lactique a faible teneur en GC, de forme ovoide, qui se
regroupe en paires ou en chainettes de longueur variable. C'est une espece mésophile dont la
température optimale de croissance est de 30 °C. Son métabolisme est anaérobie facultatif, mais
elle peut également se multiplier en conditions aérobies en présence d’héme. La surface de
Lactococcus est recouverte d’une couche de polysaccharides, liée de maniére covalente au
peptidoglycane de la paroi cellulaire. La structure de ces polysaccharides varie selon les
souches. Cette bactérie est naturellement présente dans la flore uro-génitale féminine, ainsi que

dans divers végétaux tels que les céréales, la pomme de terre, les pois et les haricots. On la




Partie I : Recherche Bibliographique

retrouve en grande quantité dans le lait cru de bovins, ou elle est largement utilisée comme

levain pour les fermentations laitiéres (Teuber, 2015 ; Yu et al., 2017).

‘|'.~ ‘ ‘
’ 1
* 3 ' w
-
~ [
-
v s
Y
2
o
.
-
4‘ '.a
»
< *
C &
L8
“ll
» L ]

Figure 2. Lactococcus lactis, au microscope
¢lectronique (Corrieu et Luquet, 2008)

1.4.2.1. Taxonomie

Le genre Lactococcus appartient également au phylum Firmicutes, classe des Bacilli,
ordre des Lactobacillales, mais a la famille des Streptococcaceae (Garrity et al., 2004 ; Salvetti
etal., 2012).

Tableau 2. Classification de genre Lactococcus (Garrity et al., 2004 ; Salvetti et al., 2012)

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Lactobacillales
Famille Streptococcaceae
Genre Lactococcus

1.4.3. Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus regroupe des bactéries lactiques de forme coque ou bacilles
courts, organisées en longues chaines. Elles sont a Gram positif, catalase négative, non mobiles
et asporogenes, avec un métabolisme homofermentaire. La plupart des espeéces sont des
pathogeénes opportunistes colonisant les muqueuses des humains et des animaux, et se
retrouvent fréquemment sur la peau, dans la gorge et les voies respiratoires supérieures

(Krzysciak et al., 2013). L’espece type, Streptococcus salivarius, se développe dans une plage
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de températures allant de 10°C a 45°C et toleére un chauffage de 30 minutes a 60°C. Elle peut
¢galement croitre a un pH de 9,6 ainsi qu'en présence de 6,5 % de NaCl et 0,1 % de bleu de
méthyléne. Une caractéristique notable de ces bactéries est leur capacité a provoquer une

réaction hémolytique sur gélose au sang (Hardie et Whiley, 1997).

el
Figure 3. Streptococcus (Lemos, M. 2023)

1.4.3.1. Taxonomie

Le genre Streptococcus appartient au phylum Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des
Lactobacillales, famille des Streptococcaceae (Garrity et al., 2004 ; Whiley et Hardie, 2009).

Tableau 3. Classification de genre Streptococcus (Garrity et al., 2004 ; Whiley et Hardie,
2009).

Régne Bacteria

Embranchement | Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Streptococcaceae
Genre Streptococcus

1.4.4. Le genre Enterococcus

Les bactéries appartenant a Enterococcus sont a Gram-positives, catalases négatives, non
sporulées et facultativement anaérobies. Elles poussent de maniére optimale a 35 °C, mais
tolerent des températures comprises entre 10 et 45 °C (Bouchair, 2021). Ce sont des cocci

ovoides, isolés en paires ou en chaines courtes. Les colonies d’entérocoques apparaissent
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translucides avec un diamétre inférieur a 1 mm, et certaines souches sont B-hémolytiques sur
géloses au sang (Bouchair, 2021). Dans une €tude, le taux de résistance de Enterococcus était
trées ¢élevé pour l'ampicilline, la streptomycine, la tétracycline, l'érythromycine et la
ciprofloxacine, et modéré pour la pénicilline. Les entérocoques sont présents dans les 1égumes,
maticres végétales et denrées alimentaires, en particulier d'origine animale comme les produits
laitiers (Bouchair, 2021). En Turquie, E. faecalis a été¢ identifi¢ comme le principal
Enterococcus dans le lait cru. La présence de E. faecalis et E. faecium dans le lait cru a
également été enregistrée. Enterococcus est reconnu pour prolonger la durée de conservation et
améliorer la sécurité sanitaire des aliments car il produit des substances antimicrobiennes,
comme l'acide lactique, les bactériocines (entérocines) et le peroxyde d'hydrogeéne. Les
bactériocines suscitent une grande attention en étant couramment actives contre de nombreux
pathogeénes d'origine alimentaire a Gram positif tels que Clostridium botulinum, L.

monocytogenes et S. aureus (Bouchair, 2021).

Figure 4. Aspect microscopique des Enterococcus (Acosta-Gnass, S. L.
2005)

1.4.4.1. Taxonomie
Genre Enterococcus appartient au phylum Firmicutes, classe des bacilles ordres

Lactobacillales, famille Enterococcaceae (Euzéby, 2008).
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Tableau 4. Classification de genre Enterococcus (Euzéby, 2008)

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Enterococcaceae
Genre Enterococcus

Espéce Enterococcus faecalis

1.5. Activité antimicrobienne des bactéries lactiques

Dans [I’industrie laitiére, les agents pathogénes bactériens tels que Listeria
monocytogenes représentent une menace importante, en raison de leur capacité a survivre dans
les produits laitiers crus ou a se développer aprés une contamination post-pasteurisation.
L’efficacité¢ des bactéries lactiques (BL) a inhiber plusieurs pathogeénes a été largement
démontrée, notamment dans les fromages, les viandes et les 1égumes (Hammami et al., 2019).
Par exemple, I’utilisation d’une souche de Lactococcus lactis ssp. Lactis productrice de
bactériocines dans du lait fermenté a permis de réduire L. monocytogenes a des niveaux
indétectables (Benkerroum et al., 2002). Des résultats similaires ont été observés dans différents
types de fromages frais, dans lesquels des souches productrices de bactériocines ont permis une

réduction significative de L. monocytogenes (Galvez et al., 2008 ; Coelho et al., 2014).

Par ailleurs, d’autres espéces telles que Lactobacillus plantarum, Streptococcus spp., et
Enterococcus spp. Se sont révélées efficaces contre L. monocytogenes et Staphylococcus aureus
dans des produits laitiers variés (Galvez et al., 2008 ; Mills et al., 2017 ; Ribeiro et al., 2017).
Martinez et De Martinis (2005, 2006) ont montré que Lactobacillus sakei, produisant de la
bactériocine, pouvait réduire la croissance de L. monocytogenes a 8 °C, tandis que la
bactériocine de Leuconostoc mesenteroides 11 était partiellement efficace a cette température,
mais inefficace a 15 °C. Amezquita et Brashears (2002) ont identifi¢ Pediococcus acidilactici
comme une souche potentiellement productrice de bactériocine ayant une activité

antilistérienne.

Comme I’indique le tableau 5, parmi 19 souches de BL isolées du lait de bufflonne, trois
ont montré une activité inhibitrice marquée contre L. monocytogenes, notamment la souche TD

7.2 (19 mm d'inhibition) isolée de Tanah Datar. D’autres souches, telles que celles provenant
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du Dadih de Solok, ont également démontré un effet antimicrobien, avec des zones claires de 8
a 14 mm. Ces résultats suggerent que certaines souches indigénes de BL présentent un potentiel
probiotique et antimicrobien intéressant contre L. monocytogenes (Mojgani et al., 2015 ; Zhang

etal., 2016 ; Purwati et al., 2016).

Une ¢étude a montré que ’ajout de Lactobacillus acidophilus au lait contaminé par
Escherichia coli a entrainé une réduction significative du nombre des bactéries pathogenes,
atteignant jusqu’a 99 % aprés 48 heures, grace a la production d’acides organiques et de
bactériocines inhibant la croissance des germes pathogenes (Sengun et Karagoz, 2007). Les
microorganismes développent divers mécanismes de défense pour préserver leur survie et leur
niche écologique face aux compétiteurs et aux infections. Parmi ces mécanismes, la production
de peptides antimicrobiens constitue une ligne de défense essentielle. Ces peptides exercent une
action directe sur les microorganismes en perturbant leur membrane cellulaire, qu’elle soit
bactérienne, virale ou fongique, ou en ciblant d’autres structures cellulaires (Djadouni, 2013).
De nombreuses recherches ont mis en évidence le potentiel inhibiteur des bactéries lactiques
contre des bactéries pathogenes (Rodrigues et al., 2005 ; Reis et al., 2012 ; Mercha et al., 2020).
Leurs propriétés antimicrobiennes résultent de divers facteurs biologiques liés a leur
métabolisme, notamment la production de molécules a effet bactériostatique ou bactéricide,
telles que 1’acide lactique, certains acides organiques, le diacétyle et le dioxyde de carbone

(Chentouf, 2015 ; Bouzaid et al., 2016).

Dans une étude portant sur la conservation du yaourt a 4 °C, complétée par un test accéléré
de contamination fongique, I’incorporation de 2 % (v/v) de Lactobacillus casei AST18 a permis
d’inhiber totalement la croissance de Penicillium sp., utilis¢é comme champignon indicateur
(Lee et al., 2009). Cette souche produit de I’acide lactique ainsi que le cyclo-(Leu-Pro), deux
composés reconnus pour leur activité antifongique. L ajout de L. casei AST18 a entrainé une
augmentation de la population de /actobacilles tout en réduisant celle de Streptococcus lactis
d’environ 1,0 Log UFC/mL par rapport au témoin (Lee et al., 2009). L’utilisation directe de
souches LB antifongiques comme cultures protectrices suscite ainsi un intérét croissant dans

I’industrie agroalimentaire (Gerez et al., 2009).

Par ailleurs, des souches de bactéries lactiques isolées du lait cru de vache, de chévre et
de brebis ont montré une activité antifongique notable contre quatre champignons responsables
d’altérations : Penicillium expansum, Mucor plumbeus, Kluyveromyces lactis et Pichia

anomala (Lavermicocca et al., 2000). Le lait cru de vache et de chévre semble constituer un
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réservoir important de BL présentant des propriétés antifongiques. Les souches les plus actives
appartenaient majoritairement au genre Lactobacillus. Cette activité antifongique serait en
grande partie attribuable a la production d’acides organiques, notamment I’acide acétique, ainsi
qu’a I’éthanol, substances auxquelles les champignons testés se révelent particulierement

sensibles (Magnusson et Schniirer, 2001).

Tableau 5. Activité antimicrobienne des souches des bactéries lactiques (BL) contre Listeria

monocytogenes.
N° District Souche de BL Zone d'inhibition (mm)
1 50 Kota P11 17
2 P12 17
3 P3.1 12
4 P3.2 14
5 Agam Al2 17
6 A3l 12
7 A32 18
8 A33 19
9 A34 15
10 | Tanah Datar TD 2.2 17
11 TD 2.3 12
12 TD 3.1 12
13 TD 3.2 15
14 TD 6.1 13
15 TD 6.3 15
16 TD7.1 15
17 TD 7.2 15
18 Solok S1.1 11
19 S1.3 11

Les valeurs représentent la moyenne + écart-type, n = 3

1.6. L'effet du froid sur la croissance des bactéries lactiques

L'exposition des bactéries lactiques (BL) a des températures froides influence
considérablement leur capacité a croitre et a produire de 1'acide lactique, ce qui est crucial pour
leur réle dans la conservation, la fermentation et le stockage des produits laitiers (Adamberg,
K. etal., 2003). Les BL, qui sont principalement des bactéries mésophiles, ont une température
optimale de croissance autour de 30°C, mais certaines souches ont développé des stratégies

pour survivre a des températures proches de 0°C (Kato et al., 2000 ; Adamberg, K. et al., 2003).
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Par exemple, Lactobacillus rhamnosus présente une tolérance modérée au froid, bien qu'une
diminution significative de sa croissance soit observée apres 24 heures a 4°C. En revanche,
Lactobacillus casei montre une meilleure capacité a croitre a des températures sub-optimales,
atteignant de fortes concentrations de lactate méme a 10°C. Cette résistance au froid de L. casei
est attribuée a sa capacité a maintenir la fluidité de ses membranes a basse température, un

mécanisme clé pour sa survie dans des environnements froids (Fujisawa et al., 2000).

Un autre exemple est Leuconostoc mesenteroides, une bactérie lactique
Hétérofermentaire, qui est capable de se développer a des températures aussi basses que 4°C.
Cette capacité est particulierement avantageuse dans la production de choucroute et d'autres
aliments fermentés réfrigérés. Des études ont montré que L. mesenteroides adapte la
composition lipidique de sa membrane pour maintenir son activité enzymatique et sa viabilité

a basse température (Yamamoto et al., 1993).

De plus, une étude menée par Matamoros (2008) a caractérisé des souches de bactéries
lactiques psychrotrophes isolées de produits de la mer, notamment Leuconostoc gelidum et une
nouvelle espéce de Lactococcus. Ces souches ont démontré une capacité a croitre a des
températures aussi basses que 5°C, avec une surproduction de protéines de choc froid identifiée
par analyse protéomique. Cette adaptation au froid est particuliecrement utile pour la
biopreservation des aliments réfrigérés, comme les crevettes cuites emballées sous vide et le

saumon fumé, en inhibant efficacement des pathogenes tels que Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus et Vibrio cholerae.

Les différences dans la tolérance au froid parmi les BL sont liées a des stratégies
cellulaires spécifiques, comme la modification de la fluidité de la membrane, la synthese de
protéines de choc froid (CSP), et 'ajustement de la structure de I'ARN messager pour maintenir
une traduction efficace a des températures basses (Wouters, J. A et al., 2000). Par exemple,
Lactococcus lactis n'entre pas en phase de latence lorsqu'il est transféré de 30°C a 20°C, mais
présente une latence de 6 heures a 10°C avant une croissance ralentie (Wouters et al., 1999a).
De méme, Streptococcus thermophilus montre une phase de latence de 1 a 2 heures lorsqu'il

subit un choc thermique en passant de 42°C a 20°C (Wouters et al., 1999b).

L’adaptation au froid des BL repose sur des mécanismes complexes qui permettent de
maintenir la fonctionnalité des bactéries a des températures basses, et ce, en ajustant leur
membrane cellulaire, en produisant des protéines de choc froid et en régulant leur transcription.

Ces réponses physiologiques sont essentielles pour garantir la qualité et la sécurité des produits
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alimentaires conservés a basse température, notamment dans les processus de fermentation et
de conservation des produits laitiers. Ces stratégies d'adaptation permettent aux BL de continuer
a jouer leur rdle clé dans l'industrie agroalimentaire, méme dans des conditions de froid extréme

(van de Guchte et al., 2002 ; Adamberg, K. et al., 2003).

1.7. Le roéle des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (BL) sont des microorganismes d’importance industrielle majeure,
largement utilisées dans la production de lait fermenté et de produits dérivés tels que le yaourt,
le fromage, le babeurre et le kéfir. Ces especes appartiennent généralement au groupe des
bactéries a Gram positif, regroupant les genres Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus et Streptococcus. Elles sont principalement reconnues pour leur capacité
fermentaire, ce qui permet d’améliorer la sécurité alimentaire, les qualités organoleptiques, la

valeur nutritionnelle et les effets bénéfiques sur la santé (Steele, Jet al., 2013).

En raison de la nature hautement périssable du lait, la fermentation par les BL vise
principalement a prolonger sa durée de conservation tout en maintenant ses propriétés
nutritives. Elle permet également d’obtenir des produits de qualité, caractérisés par des saveurs
et des textures agréables. Ces fermentations peuvent étre spontanées ou initiées par des cultures

de départ (starters), le lait constituant lui-méme un habitat naturel des BL (Panesar, 2011).

Les bactéries lactiques sont généralement classées selon leur température de croissance
optimale en deux groupes : les mésophiles (20-30°C), fréquentes en Europe de 1’Ouest et du
Nord, et les thermophiles (30—45°C), dominantes dans les régions subtropicales. Elles se
distinguent aussi selon leur métabolisme fermentaire : les homofermentaires (comme
Lactococcus, Streptococcus et Pediococcus) produisent uniquement de I’acide lactique a partir
du glucose, tandis que les hétérofermentaire (comme Leuconostoc et Weissella) génerent

¢galement du dioxyde de carbone et de I’éthanol (Wouters, J. T. M et al., 2002).

Outre leur role acidifiant, les BL possédent un systeme protéolytique essentiel qui leur
permet d’utiliser les protéines du lait, notamment la caséine. Cette activité est cruciale pour leur
croissance et participe activement au développement des aromes et des textures typiques des
produits laitiers fermentés tels que le yaourt ou le fromage (Ayad, E. H. et al., 2004). En milieu
industriel, des souches spécifiques de BL sont sélectionnées pour leur aptitude a produire des

produits standardisés, avec des caractéristiques bien définies (Kuipers, O. P et al., 2000).

Ainsi, I’utilisation des bactéries lactiques dans la fermentation du lait est non seulement

indispensable pour la conservation et la sécurité du produit, mais elle contribue également a sa
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valorisation nutritionnelle et sensorielle (Mayra-Mikinen, A., et Bigret, M. 2004 ; Moulay, M et
al., 2013).




Chapitre 11
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2. Dynamique de croissance des populations microbiennes

2.1. Définition

La croissance bactérienne correspond a I'ensemble des processus métaboliques hautement
organisés par lesquels les micro-organismes augmentent en nombre ou en masse. Elle résulte
d'une série de réactions chimiques de synthése (anabolisme) et de dégradation (catabolisme)

qui conduisent a la division cellulaire (Pepper, I.L et al., 2015).

Dans des conditions de culture idéales (milieu nutritif riche, température et
environnement contrélés), une cellule bactérienne peut se diviser en aussi peu que 10 minutes.
Toutefois, dans les environnements naturels, la croissance est souvent trés lente a cause du
manque de nutriments, de I'isolement des cellules et de la complexité de I'environnement
(Pepper, I.L et al., 2015).

La croissance des bactéries est influencée par divers éléments environnementaux tels que
la température, la disponibilité des nutriments, le pH et le taux d'oxygéne (Madigan et al., 2018).
Ce processus de multiplication est généralement divisé en quatre étapes principales : d'abord,
la phase de latence ou les bactéries se préparent a se multiplier ; ensuite, la phase logarithmique
ou exponentielle durant laquelle leur croissance s'accélére ; puis vient la phase stationnaire, ou
la population bactérienne reste stable a cause d’un manque de ressources ou de toxines
accumulées ; enfin, la phase de déclin, ou les bactéries meurent parce que I’environnement
devient trop défavorable. Une température adéquate (environ 37°C pour la majorité des
bactéries) et un pH compris entre 6,5 et 7,5 favorisent une croissance rapide, alors que tout
changement dans ces parametres peut ralentir ou arréter leur développement (Prescott, Harley
et Klein, 2017). Certaines recherches indiquent qu’a température ambiante, sous de bonnes
conditions nutritives comme la présence de glucose, les bactéries peuvent doubler leur taille en

aussi peu que quelques heures (Willey, Sherwood et Woolverton, 2017).

2.2. Cinétique de croissance des populations microbiennes

2.2.1. Description de la cinétique de croissance microbienne

Depuis les travaux pionniers de Buchanan en 1918, il est devenu habituel de segmenter
la croissance des cultures bactériennes en plusieurs étapes distinctes. Chaque étape est définie

par un rythme spécifique de multiplication cellulaire. De maniere conventionnelle, on distingue
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sept phases successives, chacune correspondant a des variations caractéristiques de la vitesse
de croissance de la population bactérienne.

> La phase stationnaire initiale ou phase de latence (1)

La phase de latence, également appelée phase stationnaire initiale, est une période critique
au cours de laquelle les cellules bactériennes, fraichement introduites dans un nouvel
environnement, ne se divisent pas immédiatement. Durant cette phase, les bactéries s'adaptent
aux nouvelles conditions environnementales, synthétisant des enzymes spécifiques et réparant
d’éventuels dommages subis pendant leur transfert. Cette phase ne représente pas une absence
d'activité, mais plutét une phase d’intense préparation métabolique (Morita, 1997). Divers
facteurs influencent la durée de la latence, notamment 1’état physiologique des cellules, la
composition du milieu et les conditions environnementales (Shimizu, 2014). Chez certains
micro-organismes, cette période est aussi marquée par une grande hétérogénéité phénotypique
permettant a certaines sous-populations de mieux survivre a des environnements hostiles
(Reyes-Ruiz et al., 2020).

> La phase de croissance a vitesse constante maximale ou phase de croissance

exponentielle

La phase exponentielle est caractérisée par une division cellulaire rapide et réguliere, ou
toutes les cellules de la population croissent a une vitesse maximale constante. Durant cette
phase, les conditions environnementales — telles que la disponibilité des nutriments et
I'absence de stress — sont optimales pour la croissance bactérienne (Bergkessel, Basta, et
Newman, 2016). Les bactéries exploitent pleinement leurs ressources génétiques et
métaboliques pour se multiplier, et la croissance suit une progression logarithmique.
Cependant, cette phase n’est pas uniquement définie par une multiplication rapide ; elle est
aussi marquée par une grande sensibilité aux perturbations environnementales, car les bactéries
sont entiérement dépendantes de I’abondance des nutriments (Shimizu, 2014). De plus, certains
systémes de régulation, comme le systéme SOS de réparation de I’ADN, peuvent étre activés
en cas de stress inattendu pour maintenir la viabilité de la population (Maslowska, Makiela-
Dzbenska, et Fijalkowska, 2019).

E
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> La phase de diminution de la vitesse de croissance (décélération)

A mesure que les nutriments s'épuisent et que les déchets s'accumulent, la vitesse de
croissance des bactéries commence a diminuer. C’est la phase de décélération, marquant la
transition entre la croissance exponentielle et la phase stationnaire. Les cellules ralentissent leur
activité métabolique et commencent a activer des mécanismes de survie sophistiqués pour faire
face a des conditions défavorables (Navarro-Llorens, Tormo, et Martinez-Garcia, 2010).
Certains mutants, développant une meilleure capacité d’adaptation, peuvent prendre
I’ascendant dans la population, phénoméne connu sous le nom de GASP ("Growth Advantage
in Stationary Phase™) (Zambrano et al., 1993 ; Bacun-Druzina, Cagalj, & Gjuracic, 2007). La
capacité a survivre dans cette phase dépend fortement des stratégies de conservation
énergétique et de gestion du stress, des aspects essentiels de la dynamique microbienne dans
les environnements naturels ou industriels (Joergensen et Wichern, 2018).

> La phase stationnaire

La phase stationnaire dans une culture en batch est caractérisée par une absence de

croissance nette, ce qui peut étre exprimé par I'équation suivante :

dX
— =10
dt
A ce stade, bien que la population totale semble stable, les cellules continuent & croftre et
a se diviser, mais dans la méme proportion que celles qui meurent. Plusieurs raisons expliquent

I'entrée en phase stationnaire (Madigan et al., 2018).

L'une des principales causes est I'épuisement des nutriments essentiels, notamment des
sources de carbone ou d'énergie. Cependant, la disparition du substrat ne signifie pas I'arrét total
de la croissance : les cellules mortes se lisent, libérant des nutriments reutilisables, processus
connu sous le nom de métabolisme endogéne (Pelczar et al., 2001). Ce métabolisme, qui est
présent tout au long du cycle de croissance, devient particulierement notable en phase
stationnaire, lorsque la croissance est évaluée par la consommation d'oxygeéne ou la production
de dioxyde de carbone (Shuler et Kargi, 2017).

Ainsi, sur certaines courbes de croissance, une légére augmentation peut étre observée

pendant la phase stationnaire, résultant de l'utilisation des composants libérés par les cellules
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mortes. Une autre cause fréquente de I'entrée en phase stationnaire est I'accumulation de
produits toxiques issus du métabolisme cellulaire. A forte densité, ces substances peuvent

inhiber la croissance ou étre directement toxiques pour les cellules (Prescott et al., 2022).

En phase stationnaire, la croissance est dite déséquilibrée, car la synthese de certains
constituants cellulaires devient plus difficile que celle d'autres. Sous contrainte nutritionnelle,
les cellules poursuivent leur division de maniére limitée, ce qui se traduit par une morphologie
modifiée : les cellules deviennent généralement plus petites et plus arrondies comparees a celles

de la phase exponentielle (Atlas, 2010).

Finalement, étant donné que le recyclage des constituants cellulaires n'est pas entierement
efficace, la mortalité dépasse progressivement la croissance, conduisant a I'entrée en phase de
déclin (Madigan et al., 2018).

> La phase de début de décroissance

Aprés la phase stationnaire, les bactéries entrent dans une période critique appelée début
de décroissance, marquée par I'épuisement progressif des nutriments et I'accumulation des
déchets métaboliques. Cette situation entraine la mort de nombreuses cellules, tandis que
d’autres survivent en utilisant les ressources libérées par la lyse cellulaire (Zambrano et al.,
1993 ; Zambrano et Kolter, 1996). Durant cette phase, une forte hétérogénéité physiologique
apparait, chaque cellule réagissant différemment selon son état métabolique et génétique (Jders

et Tenson, 2016 ; Reyes-Ruiz, Williams, et Tamayo, 2020).

Pour faire face a ces conditions défavorables, les bactéries activent des réponses
moléculaires complexes, notamment I’induction du systéme SOS en cas de dommages a I’ADN
(Maslowska, Makiela-Dzbenska, et Fijalkowska, 2019) et la régulation par le facteur sigma
alternatif RpoS, essentiel pour l'adaptation aux stress nutritionnels et environnementaux
(Shimizu, 2014). C'est également durant cette phase qu’émergent les mutants dits GASP
(Growth Advantage in Stationary Phase), capables de surpasser la population initiale grace a
des mutations favorables, notamment dans le gene rpoS (Zambrano et al., 1993 ; Zambrano et
Kolter, 1996 ; Bacun-Druzina, Cagalj, et Gjuracic, 2007).

Ces mutants présentent une capacité accrue a exploiter les nutriments issus des cellules

mortes et a dominer la culture bactérienne sur de longues périodes. Ce phénomene démontre la
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plasticité adaptative impressionnante des bacteéries, renforcant leur résilience méme dans des
environnements extrémement hostiles (Joergensen et Wichern, 2018).

> La phase de décroissance

Lorsque les ressources deviennent completement épuisées et que les mécanismes
d'adaptation ne suffisent plus, la culture bactérienne entre dans une phase de déclin définitif. A
ce moment-Ia, la mortalité des cellules dépasse leur capacité a se renouveler, ce qui entraine

une chute importante du nombre de bactéries vivantes (Jaishankar et Srivastava, 2017).

Néanmoins, cette étape ne signifie pas un effondrement total : elle est aussi marquée par
I'apparition de stratégies de survie trés elaborées. Certaines bactéries entrent dans un mode de
vie minimaliste, réduisant leur métabolisme au strict minimum pour limiter leur consommation
d'énergie (Morita, 1997 ; Kempes et al., 2017). D'autres, comme les bactéries Gram-positives
du genre Bacillus, créent des spores hautement résistantes, capables de supporter des conditions
extrémes pendant plusieurs décennies (Cho et Chung, 2020 ; Zhang et al., 2021).

Par ailleurs, certaines bactéries Gram-négatives, qui ne peuvent pas former de spores,
peuvent entrer dans un état appelé VBNC (Viable But Non-Culturable). Dans cet état, elles
restent vivantes mais ne peuvent pas étre détectées par les méthodes de culture
conventionnelles. Ce mode de survie leur permet de rester présentes jusqu'a ce que les

conditions deviennent favorables a leur croissance. (Maalej et al., 2004 ; Zhang et al., 2021)

Au niveau moléculaire, les réponses adaptatives sont régulées par des systemes
complexes impliquant des changements profonds dans I'expression génétique et la signalisation
cellulaire (Navarro-Llorens, Tormo, et Martinez-Garcia, 2010 ; Bergkessel, Basta, et Newman,
2016 ; Jaishankar et Srivastava, 2017).
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log x '

-
temps

Figure 5. Courbe de croissance d'une culture bactérienne et ses différentes phases. x
représente la densité ou la biomasse de la culture. Les phases sont : (1) phase stationnaire
initiale ou de latence, (2) phase d'accélération de la croissance, (3) phase de croissance a
vitesse constante, (4) phase de ralentissement de la croissance, (5) phase stationnaire
maximale, (6) et (7) phases de décroissance (Augustin, 2005).

2.2.2. Parameétres de croissance

La croissance microbienne se caractérise par une succession de phases : une phase de
latence, suivie d’une phase exponentielle, puis d’une phase stationnaire (Baranyi et Pin, 1999).
Pour décrire ces différentes phases, les microbiologistes utilisent généralement plusieurs
parametres : la densité cellulaire initiale (Xy), le temps de latence (L), la vitesse maximale de
croissance (umax), le temps de génération (G), ainsi que la densité cellulaire maximale atteinte

(Xmax) (Augustin et Carlier, 2000).

» Le temps de génération (G) correspond a I’intervalle de temps entre deux divisions
cellulaires successives. Il est exprimé par la formule : G = t/n (Guezlane-Tebibel et al.,
2010).

» Le taux de croissance (), ou vitesse spécifique de croissance, représente la vitesse de
multiplication (dX/dt) rapportée a la biomasse présente (X), et s’exprime en h™!
(Baranyi et Pin, 1999 ; Guiraud, 2004).

Une relation simple existe entre le taux de croissance et le temps de génération (Augustin

etal., 1999) :
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» Le temps de latence (A) est défini conventionnellement comme le point d’intersection
entre la droite représentant la phase exponentielle et la ligne horizontale passant par la
concentration initiale Xo (Baranyi et Pin, 1999).

» La vitesse maximale de croissance (pmax) correspond a la pente de la courbe de
croissance durant la phase exponentielle, lorsqu’elle est représentée en coordonnées

semi-logarithmiques (Baranyi et Pin, 1999).

Inx 1

I

stationnaire

latence
In 1

lag temps

Figure 6: Les principales phases de la courbe de croissance
bactérienne et parametres qui la caractérise : lag est le temps de latence,
umax est le taux de croissance maximum, X0 et Xmax sont les densités
cellulaires initiales et maximales (Delhalle et al., 2012).

2.3.Dynamique de la croissance microbienne a froid

La température est 1’un des facteurs les plus influents sur la croissance microbienne. A
basse température, la majorité des microorganismes voient leur activité métabolique fortement
ralentie. Cependant, certaines especes, qualifiées de psychrophiles ou psychrotrophes,
possedent des capacités d'adaptation leur permettant de survivre et de se multiplier dans des
environnements froids. Cette dynamique est particulierement pertinente dans le contexte de la
conservation alimentaire, ou le froid est censé limiter la prolifération microbienne, mais ou
certaines bactéries persistent malgré tout (Zhou et Wang, 2021).

Les microorganismes psychrophiles sont capables de croitre a des températures proches
de 0°C, avec une température optimale située autour de 15°C. On les retrouve dans les
environnements naturels froids comme les eaux profondes ou les régions polaires. En revanche,
les psychrotrophes peuvent croitre a 0—4 °C, mais leur optimum de croissance se situe entre 20

et 30 °C. Ces derniers sont les plus problématiques dans le secteur alimentaire, car ils sont
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capables de se développer dans les aliments réfrigérés, causant leur dégradation ou des risques
sanitaires (Ray et Bhunia, 2013).

Les bactéries qui croissent a basse température présentent plusieurs adaptations
physiologiques. Elles modifient la composition de leurs membranes cellulaires en incorporant
davantage d’acides gras insaturés, ce qui permet de maintenir la fluidit¢é membranaire
nécessaire au transport des nutriments (Russell, 2002). De plus, elles produisent des protéines
de choc froid (cold shock proteins) qui facilitent la transcription et la traduction a des
températures suboptimales. Certaines enzymes spécifiques, dites enzymes froid-actives,
possedent une structure plus flexible, leur conférant une activité catalytique a basse température
(D’Amico et al., 2006).

La dynamique de croissance microbienne a froid suit les mémes étapes que celle a
température optimale : phase de latence, phase exponentielle, phase stationnaire, et phase de
déclin. Toutefois, le temps de latence est allongé du fait de 1’adaptation nécessaire. La phase
exponentielle est plus lente en raison de la réduction du métabolisme et du ralentissement de la
division cellulaire. La phase stationnaire peut également durer plus longtemps, car la
consommation des ressources est ralentie (Madigan et al., 2018).

En agroalimentaire, la croissance de bactéries psychrotrophes comme Listeria
monocytogenes, Pseudomonas spp. ou Brochothrix thermosphacta a 4 °C constitue une menace
pour la sécurité sanitaire des aliments réfrigérés. Ces microorganismes sont capables de se
développer durant le stockage, entrainant une dégradation de la qualité organoleptique ou, pire,
des risques de toxi-infections alimentaires (Zhou et Wang, 2021). Il est donc crucial de
compléter la réfrigération par d'autres méthodes de conservation comme le conditionnement
sous vide, I’ajout d’additifs antimicrobiens ou l'utilisation d’emballages actifs.

Dans les environnements naturels froids, les bactéries psychrophiles participent a la
dégradation de la matiére organique et au recyclage des nutriments. Leur étude présente aussi
un intérét biotechnologique, notamment dans la production d’enzymes froid-actives pour des
applications industrielles (detergents, bioremédiation, bioconversion a basse température)
(Gerday et Glansdorff, 2007).
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1. Matériel et Méthode

1.1. Echantillonnage du lait cru

La zone concernée par le prélévement est située dans la région d’Ain E1 Hamra, relevant

de la commune de Ferdjioua, wilaya de Mila (Figure 07).
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Figure 7: la région d’Ain El Hamra

Les échantillons de lait ont été prélevés sur une seule vache en bonne santé de race
importée (Figure 8). Elle a environ quatre ans et sa nourriture est représentée par, 1'ensilage,
d'orge, d'avoine et de foin

A chaque prélevement, les extrémités des trayons ont €té€ nettoyées par essuyage a l'aide
de serviettes en papier sec et stérile ; les premiers jets sont ¢liminés et 25 mL de lait cru sont
collectés directement des quatre pis de chaque vache et transférés dans des flacons stériles. Les

¢chantillons sont transportés au laboratoire a 4 °C dans une glaciére.
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Figure 8. Les vaches laitieres prélevées dans 1’étude (photo

personnel)

1.2. Culture bactérienne
Les milieux de culture employés dans les analyses microbiologiques sont :

» Gélose nutritive pour 1’évaluation de la flore totale aérobie mésophile. Peser 23 g de la
poudre de gélose, dissoudre cette masse dans un volume de 1000 mL d’eau distillée avec
agitation sur plaque chauffante agitée. Répartir le milieu dans des flacons en verre et placer
directement a 1’autoclave pour la stérilisation a une température de 121 °C pendant 10 min.

» Gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe) pour I’isolement des bactéries lactiques : Pour
préparer ce milieu mélanger 55,4g de MRS en poudre avec 15 g d’agar agar dans 1000 mL
d’eau distillée. Répartir le milieu dans des flacons en verre et placer directement a I’autoclave
pour la stérilisation.

» Gélose nutritive au sang cuit additionnée de céfazoline. La céfazoline est un
antibiotique appartenant a la famille des céphalosporines de premicre génération, pour lequel
Listeria, Staphylococcus et d’autres bactéries sont résistantes. Le sang est additionné lorsque le
milieu gélosé est en surfusion. Les flacons sont ensuite portés au bain-marie a 75-80 °C pendant
10 minutes. La gélose nutritive est additionnée de 5 % de sang frais de cheval et d’un volume
de I’antibiotique en solution. L.’addition de I’antibiotique de cheval se faite au voisinage de 45-
50 °C.

1.3. Controle de I’évolution de la bactéries lactiques du lait cru

Grace a sa richesse nutritionnelle, le lait cru constitue un environnement idéal pour la
prolifération de divers micro-organismes. Il peut étre facilement contaminé, notamment par des
bactéries d'altération, lors de la manipulation, du stockage, du transport et de la transformation

(Yuan, L et al., 2017). Dans l'industrie laiticre, le stockage du lait cru au réfrigérateur a moins
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de 10 °C avant transformation, pendant 2 a 5 jours, est une pratique courante afin de ralentir la
croissance des bactéries mésophiles et thermophiles pathogénes
Les cinétiques de croissance microbiennes des bactéries lactiques ont été suivies a des

Intervalles de temps réguliers : 0, 2, 4, 6, 8,10 jours.

0j 2j 4j 6j 8j 10j
V} v v # v
v
BL BL BL BL BL BL
J : jour

BL : Bactéries lactiques

Figure 9. Suivi de la cinétique de croissance microbienne durant la réfrigération du lait.

1.4. Préparation des dilutions décimales

» Selon Guiraud et Rosec (2004) et Dellarras (2007), des dilutions stériles jusqu’a 10~° sont
préparees.
» 1 mL d’échantillon est transféré dans 9 mL d’eau physiologique pour obtenir 107!, puis

cette procédure est répétée jusqu’a 10>,
1.5. Ensemencement et incubation

Trois boites de Pétri ont été préparées pour chaque dilution.
1 mL de dilution est versé au centre de chaque boite.

Ajout de gélose fondue a 45 °C, homogénéisation en 8.
Solidification a température ambiante (15 min).

Incubation a 37 °C pendant 48 h, boites retournées.

V V. V V V VY

Seules les boites présentant des colonies entre 30 et 300 ont éte prises en compte pour
le dénombrement (Figure 08) (Guiraud et Rosec, 2004).
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Dilution décimales
107, 102, 107, 10%, 10

Culture en masse (GN)

Incubation a 37 C°/ 48 h

Dénombrement des colonies
30-300 UFC. mL"!

Figure 10. Etapes opératoires de I’évaluation de la
flore totale aérobie mésophile.

1.6. Recherche des bactéries spécifiques

Des volumes de 0,1 ml des dilutions 10-1 ont été étalés en surface sur la gélose au sang
cuit additionnée de Céfazoline. L'organigramme suivant (Figure 11) représente le mode

opératoire adopté.
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Gélose nutritive

!

Bain marie bouillant

!

Ajout du sang de cheval (5%) a la GN en surfusion et agitation

!

Ajout de 1,8 mL de la solution antibiotique a 180 mL de gélose au sang cuit a 45 °C

}

Ensemencement en surface de 0,1 mL de I’échantillon

Incubation (37 °C / 48 h)

Repiquage sur gélose au sang additionné de Céfazoline

Incubation a (37 °C / 48h)

Identification phénotypique des isolates Bactériennes

Figure 11. Mode opératoire pour I’isolement des bactéries spécifiques.
1.7. Isolement des bactéries lactiques

A partir de la dilution 10!, un étalement de 1 mL sur gélose MRS a été effectué. Les
cultures ont été incubées a 37 °C pendant 48 h (Badis et al., 2004). Les souches ont été purifiées
par repiquages successifs sur le méme milieu jusqu’a obtention de colonies pures (Idoui et al.,

2009).
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Prélever 1ml de lait cru

'

L’ajouter dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique stérile —
dilution 107".

!

Prélever 1 ml de cette dilution 107" et le transférer dans un nouveau tube
contenant 9 ml d’eau physiologique — dilution 1072

|

Répéter le processus jusqu’a obtenir la dilution 107>

\ 4

Ensemencement sur boites de Pétri

v

Prélever 1 ml de chaque dilution (107" a 107%)

Ensemencer chaque échantillon dans des boites de Pétri stériles
(généralement en double ou triple exemplaire par dilution).

¢

Verser de la gélose MRS fondue et refroidie dans chaque boite contenant la
dilution.

}

Homogénéiser doucement en effectuant des mouvements circulaires.

Figure 12. Mode opératoire de I’isolement des bactéries lactiques

Le pH du lait a été mesuré toutes les 48 heures pour suivre les modifications dues a

I’activité microbienne.
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1.9. Observation macroscopique et microscopique

Aprés culture sur gélose MRS, une observation macroscopique des colonies (forme,
couleur, bord, taille) a été réalisée. Seules les colonies aux caractéristiques compatibles avec

les bactéries lactiques ont été retenues.
1.9.1. Coloration de Gram

Ce test a été réalisé sur des cultures jeunes de moins de 24 h. Un frottis fixé a la chaleur
est coloré pendant une minute au violet de Gentiane ; il est ensuite rincé rapidement a 1'eau
courante, trait¢ pendant une minute par une solution de Lugol, et de nouveau rincé rapidement.
On soumet alors le frottis coloré a une étape de décoloration en le traitant avec 1'éthanol 95%.
La lame est maintenue inclinée et on fait couler le solvant sur le frottis pendant 2 a 3 secondes
seulement, jusqu'a ce que le colorant cesse de s'échapper librement du frottis. Celui-ci est alors
immédiatement rincé a l'eau courante. On soumet ensuite le frottis a une contre coloration de
30 secondes a la Fushine. Aprés un bref ringage, on seéche le frottis au papier buvard et on
I'examine a 'objectif (grossissement X 100) en ajoutant quelques gouttes d’huile @ immersion.
Les isolats ayant une coloration violette sont a Gram positif (+) tandis que ceux présentant une

coloration rose sont a Gram négatifs (-) (Guetouache et al., 2021)
1.10. Test enzymatique

» Catalase : Ce test différencie les bactéries catalase-positives et catalase-négatives.
Une colonie est déposée sur lame stérile, et une goutte de H202 est ajoutée. La formation
immédiate de bulles traduit une réaction positive (Karen, 2010).

1.11. Analyse biomathématique
1.11.1. Les données de la croissance microbienne

Les données de la croissance microbienne sont exprimées en Log UFC. ml -1, le Tableau
Suivant est utilisé pour traiter les données a I’aide du logiciel ORIGIN 6 ; il y a deux variables
a savoir les jours (X) et les valeurs de croissance (Y)
1.11.2. Manipulation du logiciel ORIGIN 6

» L’ouverture de programme
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Figure 13. Ajout de colonnes

> Insertion des données expérimentales dans les cellules correspondantes a chaque variable

(temps, UFC, pH, etc.).

Microcal Origin - UNTITLED - oted) T N T N T T e T
Fde Eat View Plot Cotumn Anaiysis Tools Formast Wndow Help

o ] ] 2 e ] | O 8 ] 8] ) ) [N ETC L]
= Elo||  [[Ral#l@]: )T~ |s]e]

=i=]=

Worksheet Column Format
|| CokmnMame- [iGURE oK
I Emumesate o o the ight Cancel

=D

Wumeric Dispiay:  [Dofack Decimal Digts =]

I Apphybo o cobmn fo the right
Cobann Wit [6 ™ Appiyto o1

I | G e s ] |

ﬂsunmma Narne | Type | View | Size | Modified | Created | Dependents | Labet 1
a:

Figure 14. Insertion des données expérimentales

» Renommage des colonnes

Par double-clique sur I’intitulé de la colonne (ex. : A(x), B) dans la zone "Column

Name", puis saisie du nom adapté (ex. : Temps, UFC, etc.).
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Figure 15. Renommage des colonnes

» Tracé des courbes

Par sélection des colonnes de données, puis clic sur I’icone "*Scatter’ dans la barre

d’outils pour générer un graphique de dispersion.
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Figure 16. Tracé des courbes

> Personnalisation des axes

Double-clic sur les titres des axes (abscisses et ordonnées) pour les modifier selon les
variables étudiées (ex. : Temps (j), UFC/mL, pH...). Une fenétre de configuration apparait pour
permettre cette modification.
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Figure 17. Personnalisation des axes

> Modélisation de la courbe de croissance
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Figure 18. Modélisation de la courbe de croissance
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» Par I'utilisation de I’option" tools "sous le titre" sigmoidal fit "

Figure 19. I’utilisation de 1’option" tools

»  On obtient la modélisation suivant en cliquant sur "Fit"
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1. Résultats et Discussion

Cette étude vise principalement a controler 1I’évolution des bactéries lactiques dans le lait
cru conservé a 4 °C pendant une période de 10 jours, ainsi qu’a explorer la diversité bactérienne
présente dans le lait cru de vache collecté dans la région de Mila, en Algérie. L’identification

des isolats bactériens a été réalisée a I’aide de méthodes phénotypiques.

2.1. Identification phénotypique des isolats bactériens

2.1.1. Aspect culturel et macroscopique

Une diversité notable de colonies bactériennes a été observée sur les différents milieux
de culture utilisés, traduisant la richesse microbienne du lait cru. Ces observations ont été
réalisées sur gélose nutritive, MRS, gélose au sang cuit additionnée de céfazoline. Les
caractéristiques morphologiques des colonies présentent une grande variabilité (Tableau 06)
constitue que le lait est un environnement favorable au développement des bactéries (d’intérét

technologique) (Gargouri et al., 2013).

Tableau 6. Description macroscopique des colonies bactériennes sur gélose nutritive , MRS et

sur gélose au sang cuit + céfazoline

Les colonies sont de

Flore totale tailles différentes de 1 a 3
acrobie : mm. La plupart des colonies
mésophile sur ; apparaissent blanches et

gélose nutritive rondes a contour régulier

Diminution notable du
Sur Gélose au
_ nombre de colonies ;
sang cuit + '
Présence de bactéries
céfazoline
résistantes ou tolérantes.
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Sur milieu MRS

Les colonies sont de forme
ronde, grande ou petite de

couleur blanchatres

L’ensemble des caractéristiques microscopiques des bactéries isolées est présenté dans le

Tableau 07.

Ces isolats ont été cultivés sur une gélose au sang supplémentée en céfazoline.

Tableau 7. Les caractéristiques microscopiques des bactéries isolées

Enterococcus

Lactobacillus

Les résultats de la caractérisation macroscopique et microscopique de quelques isolats

E
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bactériens son résumé dans le Tableau 08:

Tableau 8. Caractérisation macroscopique et microscopique des isolats bactériens du lait cru
réfrigéré

Souche Aspect macroscopique Aspect microscopique

Colonies de ~1 mm, ' .
) Cocci Gram +, isolés, en
opaques, semi
Enterococcus diplocoques ou en
Bombées, rondes, a bords
chainettes (0,6—1 pm).

nets.
Colonies petites, lisses, Batonnets coccobacilles
Lactobacillus brillantes, Gram +, souvent en paires
Non pigmentées. ou en chainettes.

2.2. Evolution du pH

Dans cette étude, le suivi de 1’évolution du pH du lait cru réfrigéré a 4 °C a révélé deux
phases métaboliques distinctes. Le pH était initialement de 6,95 au jour 0, puis a diminué
progressivement pour atteindre 6,82 au jour 2, 6,70 au jour 4 et 6,40 au jour 6, ce qui refléte
une activité croissante des bactéries lactiques. Par la suite, une 1égere augmentation du pH a été
observée, atteignant 6,53 au jour 8 et 6,61 au jour 10, probablement en raison d’un effet tampon
des constituants du lait ou d’un ralentissement temporaire de I’activité microbienne. Cependant,
des observations supplémentaires apres 48 heures ont montré une nouvelle baisse du pH a 6,20,

indiquant une reprise de 1’activité fermentaire.
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Figure 21. Variations du pH pendant la conservation a froid du lait cru & 4 °C durant
10 jours, dans une ferme Bassin , avec les principaux genres bactériens isolés.

L’évolution du pH du lait cru réfrigéré a 4 °C au cours de 10 jours révele deux phases
métaboliques distinctes, reflétant une succession d’activités microbiennes spécifiques. Le suivi
analytique montre que le pH initial de 6,95 (a 0 jour) diminue progressivement jusqu’au sixiéme
jour, pour atteindre une valeur de 6,4. Cette baisse témoigne d’une acidification due
principalement a l'activité des bactéries lactiques.

De 0 a 6 jours, la diminution réguliere du pH (de 6,95 a 6,4) indique que ’activité
fermentaire des bactéries lactiques telles que Lactococcus lactis et Lactobacillus spp. —
domine. Ces micro-organismes transforment le lactose en acide lactique, contribuant ainsi a
I’acidification du lait. Ce processus crée un environnement moins favorable a la prolifération
des bactéries de détérioration. Selon Salauin et al. (2005), cette acidification naturelle contribue
a la sécurité microbiologique du lait cru cela est du a la présence de certaines espéces de
bactéries lactiques qui entrainent une absence totale de bactéries pathogenes.

A partir du 6e jour, une inversion de tendance est observée : a6 joure passe de 6,414 6 ,61
puis 10 joure. Cette lIégére augmentation du pH est généralement associée a l'activité croissante
des bactéries psychrotrophes, telles que Pseudomonas et Acinetobacter Ces bactéries sont
capables de produire des enzymes protéolytiques a basse tempeérature, lesquelles dégradent les
protéines du lait et libérent des composé€s azotés basiques, tels que I’ammoniac, provoquant une
alcalinisation progressive du milieu (Dousset et al., 1988).

Par ailleurs, il convient de souligner le réle crucial de l'effet tampon du lait,

principalement assuré par la caséine et les sels minéraux (phosphates, citrates). Cet effet




Partie II : Recherche Expérimentale

contribue a stabiliser les variations du pH, en neutralisant les acides ou les bases produits par
les activités microbiennes Ainsi, malgré la production d’acide lactique ou de composés
basiques, les variations de pH restent modérées et progressives. (Salain et al., 2005 ;

Agroscope, 2013).

2.3. Dynamique de la croissance microbienne

L’évolution de la charge microbienne du lait stocké a 4 °C a été¢ examinée sur une durée
de 10 jours. Des échantillons ont été prélevés a intervalles réguliers (jours 0, 2, 4, 6, 8 et 10),
afin de suivre la progression de la contamination. Pour chaque point temporel, les moyennes de
trois répétitions ont été calculées, accompagnées de leurs écarts-types. Les données compleétes
sont présentées en détail, tandis que les valeurs résumées de la flore microbienne, exprimées en
log UFC-mL™, figurent dans le Tableau 09.

Tableau 9. Evolution de la croissance microbienne en log UFC. mL! des bactéries lactiques du

lait a 4 °C durant 10 jours

Jours Bassin
0 3.06
2 3.41
4 3.86
6 6.07
8 6.83
10 7.17

L’analyse de I’évolution des bactéries lactiques dans le lait cru conservé a 4 °C pendant
10 jours. Durant les quatre premiers jours, la charge microbienne reste modérée, augmentant de
3,06 a 3,86 log UFC/mL. Cette phase de latence peut étre attribuée a 1’effet inhibiteur des basses
températures sur 1’activité métabolique des bactéries (Delbes et al., 2006). Toutefois, a partir
du sixieme jour, une croissance rapide est observée, atteignant 7,17 log UFC/mL au jour 10, ce

qui suggere une forte capacitée d’adaptation des bactéries lactiques aux conditions réfrigérées.

Cette dynamique est typique des flores psychrotrophes et microaérophiles, souvent
dominantes dans le lait cru conservé au froid (Liu et al., 2018). Le lait est un milieu nutritif
riche en lactose, peptides et minéraux, qui favorise la multiplication bactérienne dés que les

conditions deviennent favorables (Quigley et al., 2013). Bien que la réfrigération ralentisse la

a5
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croissance microbienne, elle ne I'empéche pas totalement, et une conservation prolongée peut
entrainer une altération de la qualité hygiénique et organoleptique du lait (Vithanage et al.,
2016).

Le dépassement du seuil de 7 log UFC/mL représente un risque sanitaire potentiel,
particulierement pour la transformation fromagere ou la consommation directe. Ces résultats
soulignent I’importance d’un traitement rapide du lait cru, et la nécessité d’une hygicne

rigoureuse des la traite pour limiter la contamination initiale (Kable et al., 2019).
2.4. Traitement biomathématique

Les moyennes des résultats obtenus pour les dénombrements des bactéries lactiques sur
milieu MRS dans les échantillons de lait stockés a 4 °C ont été traitées a I’aide du logiciel Origin
06. Ce traitement a permis de tracer les courbes de cinétique de croissance microbienne (Figure
22) et de déterminer les paramétres de croissance, a savoir : le taux de croissance maximal
(umax), la durée de la phase de latence (L), ainsi que la concentration maximale en biomasse

atteinte (Xmax).

7 ® bassin

log UFC/ml

T T
o 2 = L] =] 10

jours

Figure 22: Courbes de croissance du nombre des bactéries lactiques
obtenues par le logiciel origine 06 dans le lait réfrigéré pendant 10 jours
a 4 °C, provenant de ferme laitiere du bassin dans la région de Mila,
Algérie.

A partir des données expérimentales et aprés application du modéle sigmoidal via

ORIGIN 6, les parametres cinétiques suivants ont été déterminés (Tableau 10) :
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Tableau 10. Paramétres de croissance microbienne obtenus par logiciel origine 06 des données
de comptage moyen de bactéries lactiques durant le stockage réfrigéré des échantillons de lait,

provenant de ferme laitiére du bassin dans la région de Mila, Algérie.

. . Valeur Mmax (log
Localtation  ggographiques  (m) Il (g UFCmL ) iy
UFC-mL™) 1)
bassin (Ain  36,4237793 N / 820 321 0.56 178 717

Hamra) 5,9480868 E

X max : Niveau maximal de croissance (Log UFC.ml-1) , umax : Vitesse maximale de

croissance (A Log UFC.mL~1*jour), G: Temps de génération (Jours) = 1/4 max, ufc.ml.

Ces résultats indiquent que malgreé la réfrigération, une croissance bactérienne significative est
observée, mettant en évidence la persistance d’une bactérie lactiques capable de se multiplier &

basse température.

2.4.1. Niveau de croissance initiale

La dynamique de la croissance microbienne sur gélose MRS pendant 10 jours de stockage
a 4 °C est représentée sur la Figure 21, tandis que le Tableau 11 rapporte les parametres de
croissance microbienne obtenus.

Le niveau initial de contamination microbienne observé dans le lait cru du bassin, estimé
a 3,21 log UFC-mL™", indique une charge bactérienne modérée au moment de la traite. Une
telle valeur reste compatible avec les standards microbiologiques du lait cru destiné a la
transformation, a condition qu’une réfrigération rapide soit appliquée. En effet, selon
Ledenbach et Marshall (2010), un niveau inférieur a 4 log UFC-mL"" de flore mésophile aérobie
totale est généralement associé a un lait récolté dans de bonnes conditions sanitaires. Cette plage
de contamination a ¢galement ¢€té rapportée dans plusieurs études menées en Algérie sur des
laits issus d’¢élevages appliquant les bonnes pratiques agricoles (Boudalia et al., 2021 ; Tlidjane
etal., 2013).

La qualité microbiologique initiale du lait cru dépend fortement de I’environnement dans
lequel les vaches laitieres sont ¢levées et de I’application de protocoles rigoureux en matiere de
santé¢ animale, de nettoyage des trayons, de techniques de traite, de désinfection des
équipements de traite et de réservoirs, ainsi que de 1’hygiéne des intervenants humains. Toute

défaillance a ces niveaux peut conduire a une prolifération rapide de la flore microbienne,

e
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notamment si la chaine du froid est rompue apres la traite (Ruegg, 2009). Ainsi, un controle
strict de ces facteurs est essentiel pour garantir la salubrité du lait cru et sa conformité aux
normes sanitaires internationales, en particulier dans les filieres laitieres artisanales ou peu

mécanisées (Hemme et Otte, 2010).

2.4.2. Niveau de croissance maximale

La concentration maximale de 7,17 log UFC-mL™" observée dans le lait cru de bassin été
atteinte aprés 10 jours de réfrigération, illustrant que, méme sous des conditions froides,
certaines souches bactériennes mésophiles peuvent non seulement persister, mais aussi
proliférer de maniere significative. Ce phénomene refléte 1’adaptabilité et la résistance de
certaines flores bactériennes, en particulier des souches psychrotrophes, connues pour leur
capacité a se développer a basse température (Griffiths et Phillips, 2000). Cela souligne la
nécessité de limiter la durée de stockage, méme au froid, et d’assurer une hygieéne rigoureuse
post-traite.

Des observations similaires ont été rapportées a 1’échelle internationale. Au Brésil, par
exemple, des taux élevés de flore bactérienne ont été détectés dans le lait cru réfrigéré, certaines
souches atteignant plus de 7 log UFC-mL™" aprés 7 a 10 jours a 4 °C (Souza et al., 2017). En
Inde, Kumar et al. (2020) ont mis en évidence la présence d'entérobactéries résistantes dans du
lait cru stocké dans des conditions analogues, soulevant des préoccupations sanitaires majeures,
notamment dans les zones rurales.

En Algérie, plusieurs travaux signalent également une croissance notable de la flore
bactérienne malgré la réfrigération. Boudalia et al. (2021) ont rapporté des charges atteignant
7,5 log UFC-mL™" dans du lait collecté¢ en milieu rural, conservé au froid mais manipulé dans
des conditions d’hygiéne insuffisantes. De méme, Khedid et al. (2009) ont observé que dans
certaines wilayas, les pratiques de transport et de stockage favorisaient la prolifération de
bactéries psychrotrophes résistantes.

A I’échelle mondiale, la croissance microbienne maximale dans le lait cru varie selon les
conditions climatiques, les pratiques agricoles et la qualité des infrastructures de stockage. Dans
les régions tempérées, comme en France ou au Canada, la flore mésophile atteint généralement
entre 6 et 7 log UFC-mL™" apreés 3 a 5 jours de réfrigération (De Jonghe et al., 2011). En
revanche, dans les zones tropicales ou semi-arides, les charges microbiennes peuvent dépasser
8 log UFC-mL™, en raison de I’instabilité de la chaine du froid et de la prévalence de germes

adaptatifs (Chatterjee et al., 2018).




Partie II : Recherche Expérimentale

2.4.3. Phase de latence

Dans notre étude, la phase de latence (A) observée dans 1’échantillon de lait cru de la
ferme d’Ain Hamra est estimée a 1,78jour, soit moins de 24 heures. Cette courte durée de
latence indique que les bactéries présentes dans le lait se sont rapidement adaptées aux
conditions environnementales, notamment a la température de conservation (réfrigération).

La phase de latence correspond a une période physiologique ou les cellules bactériennes,
bien que métaboliquement actives, ne se divisent pas encore de maniére exponentielle. Elle est
souvent influencée par la température, le stress initial, la composition du milieu (lactose,
protéines, minéraux), ainsi que la nature des especes bactériennes présentes. Dans le cas du lait
cru, une latence inférieure a un jour est souvent attribuée a la présence de bactéries
psychrotrophes comme Pseudomonas fluorescens, capables de s’adapter rapidement au froid
(Addis et al., 2016).

Des ¢études similaires montrent que dans les systemes laitiers a hygiene limitée ou a chaine
de froid instable, la flore mésophile entre rapidement en phase active, avec une latence réduite,
ce qui accélere le processus de dégradation microbiologique du lait. Par exemple, Yavuz et al.
(2012) ont observé une phase de latence inférieure a un jour dans du lait cru stocké a 4 °C en
Turquie, ce qui a conduit a une croissance exponentielle deés les premieres 24 heures. En
Ethiopie, Abebe et al. (2022) rapportent également des latences trés courtes dans le lait cru
vendu sur les marchés locaux, malgré une réfrigération précaire.

La briéveté de cette phase dans notre échantillon suggere donc que les micro-organismes
présents étaient préalablement acclimatés ou adaptés au stress du froid, et qu’ils ont rapidement
repris leur division cellulaire apres une courte période d’ajustement métabolique. Cela souligne
I’importance d'une hygiene rigoureuse et d un refroidissement rapide post-traite pour prolonger
cette phase et limiter la prolifération bactérienne.

Etant donné que la vache se nourrit a I'intérieur de I'étable et que ses sources alimentaires
se limitent a la fourrage fourni, I'environnement interne ne contient pas de substances ayant un
impact significatif sur la croissance bactérienne. Par conséquent, le temps de génération des
bactéries est court, ce qui indique leur multiplication rapide dans ces conditions (Madigan et

al., 2018).




)

Conclusion




Conclusion générale

Conclusion générale

Cette ¢tude s’est attachée a évaluer 1’évolution des bactéries lactiques dans le lait cru
réfrigéré, collecté dans une ferme laiticre de la région de Mila (Algérie), ainsi qu’a isoler et
identifier les principales especes bactériennes présentes a I’aide de méthodes d’identification
phénotypique. Le travail a été structuré autour de deux objectifs principaux : d’une part, suivre
la dynamique de développement des bactéries lactiques durant une période de réfrigération a
4°C sur 10 jours, et d’autre part, caractériser la diversité bactérienne par des approches
culturelles, morphologiques et microscopiques.

Les échantillons de lait cru ont été conservés dans des conditions controlées de
température, et des prélevements ont été réalisés a intervalles réguliers afin d’analyser
I’évolution de la flore lactique. L ensemencement sur milieu MRS, spécifique aux bactéries
lactiques, a permis de suivre la croissance de cette population. Les résultats ont montré une
évolution modérée mais significative des bactéries lactiques au cours du stockage réfrigéré.
Durant les premiers jours, la croissance est restée limitée, traduisant une phase de latence, suivie
d’une phase d’augmentation progressive, bien que contenue, a partir du quatriéme jour.

L’¢étude des caractéristiques culturales et morphologiques des colonies développées sur
les milieux de culture (MRS, gélose nutritive, gélose au sang) a mis en évidence une diversité
phénotypique traduisant la richesse microbienne du lait cru. Les colonies présentaient des
formes, couleurs et tailles variées, reflet de la coexistence de différentes especes bactériennes.
L’observation microscopique, notamment apres coloration de Gram, a révélé une prédominance
de bacilles Gram positifs, groupés en chainettes ou isolés, caractéristiques typiques des
bactéries lactiques appartenant aux genres Lactobacillus, Leuconostoc ou Lactococcus.

L’¢laboration de courbes cinétiques a permis de modéliser la dynamique de croissance
des bactéries lactiques, en mettant en €évidence les différentes phases (latence, exponentielle,
stationnaire) L’application d’un modéle biomathématique a renforcé 1’interprétation des
données et permis de quantifier les parameétres essentiels de la croissance bactérienne a basse
température.

La prédominance des bactéries du genre Lactobacillus dans le microbiote du lait étudié
dans ce travail témoigne d’une biodiversité microbienne relativement homogene, contrairement
a la grande variabilité observée dans d'autres régions du monde. Cette homogénéité pourrait
s'expliquer par I’action antagoniste naturelle exercée par les Lactobacillus envers d’autres
micro-organismes. En effet, ces bactéries sont réputées pour leur aptitude a produire divers

agents antimicrobiens, notamment des acides organiques (comme 1’acide lactique), du peroxyde
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d’hydrogene, ainsi que des bactériocines, des peptides antibactériens particulieérement actifs.
Grace a ces composés, Lactobacillus joue un role essentiel dans la protection du lait contre les
bactéries pathogenes telles que Listeria monocytogenes, Staphylococcus saprophyticus et S.
equorum. Des recherches antérieures ont mis en évidence le pouvoir inhibiteur de L. plantarum
et L. casei vis-a-vis de ces pathogenes, confirmant leur fort potentiel en tant qu’agents de
biopréservation. Ainsi, une présence stable et équilibrée de Lactobacillus dans le lait réfrigéré
peut contribuer a une meilleure stabilit¢é microbiologique, a 1’allongement de la durée de
conservation du lait cru, tout en limitant la croissance des micro-organismes altérants. Ce
mécanisme naturel de protection renforce la sécurité hygiénique des produits laitiers, sans
nécessiter 1’ajout de conservateurs chimiques

Les résultats obtenus confirment que le lait cru constitue un écosysteéme microbien
complexe et dynamique, méme en conditions de réfrigération. Bien que la température de 4 °C
limite le développement des bactéries mésophiles, elle n’empéche pas 1’adaptation progressive
des bactéries psychrotrophes et de certaines especes lactiques capables de croitre lentement.
Cette évolution peut avoir un impact sur la qualité microbiologique et technologique du lait,
notamment en cas de stockage prolongé.

En conclusion, cette étude met en évidence 'intérét de surveiller les bactéries lactiques
dans le lait cru réfrigéré, a la fois pour garantir la qualité hygiénique du produit et pour mieux
comprendre les mécanismes microbiens impliqués dans sa conservation. L’approche adoptée,
combinant des observations phénotypiques et une modélisation mathématique, constitue un
outil pertinent pour anticiper les évolutions microbiennes et améliorer la gestion de la chaine
de froid dans les exploitations laitieres.

Aussi comme perspectives il est trés intéressant de faire 1'identification génotypique des
isolates bactériens, il peuvent étre ajoutés de microorganismes en tant que biopréservateurs pour

améliorer la sécurité du lait e sa durée de conservation
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Annexe

Annexe A : Composition de milieu de culture

Milieu MRS (De Man Rogosa et sharpe, 1960)

Extrait de levure S5¢g
Extrait de viande 10g
Peptone 10g
Acétate de sodium S5¢g
Citrate de sodium 2g
Glucose 20g
Kh2po 42¢g
Mgso4 0,25g
Mnso4 0,05¢g
Agar-agar 15¢
Cystéine-Hcl 0,5g
Eau distillée 1000ml
pH 6,8

Gélose nutritive

Peptone 5g
Extrait de levures 2,5¢
Glucose lg
Agar-agar 15¢

pH 7,2



Annexe

Annexe B : Analyses bactériologiques

Teste de la catalase. Le dégagement gazeux est en faveur de la présence de I’enzyme catalase

dans le métabolisme respiratoire bactérien




Annexe

Annexe C : Matériels

Préparation de I'eau physiologique



Annexe

La coloration de Gram
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Annexe

Annexe D :
Les jours | Qj 2 4 6j 8j 10j
pH 6,95 6,82 6,7 6,4 6,53 6,61
Temps LogUFC
0j 3,06
2] 3,41
4j 3,86
6j 6,07
8] 6,83
10j 717
0J 2J 4J 6J 8J 10J
UFC/ml 1170 1130 1100 2630 2600 2740 7400 4500 4300 1200000 1070000 10100000 10100000 52000000 4800000 17700000 8400000 179000
Moyenne 3400 7970 162000 12370000 6700000 14666667
Ecartype 35,118846 73,711148 1734,9352 51763533 2951271 5428014

LogUFC 3,0681859 3,4199557 3,8692317 6,0791812 6,82607 7,166331
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