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Résumé

Cette ¢tude a permis de suivre 1’évolution des bactéries lactiques dans du lait cru
réfrigéré (4 °C) pendant 10 jours, en comparant un échantillon témoin a un échantillon
additionné de 25 % d’extrait aqueux d’origan. Les résultats montrent que les bactéries
lactiques se sont développées dans les deux échantillons au cours du stockage, mais leur
croissance a ¢té ralentie dans le lait traité a 1’extrait d’origan, notamment durant les premiers
jours de conservation. Le temps de génération a été plus long dans 1’échantillon traité (3,5
jours) que dans le témoin (2,98 jours), traduisant un effet inhibiteur des composés bioactifs de
I’origan. Toutefois, les deux échantillons ont atteint une charge bactérienne similaire en fin de
stockage.

Ces résultats suggerent que 1’association de la réfrigération et de I’extrait aqueux d’origan
peut contribuer a ralentir temporairement la croissance des bactéries lactiques et ainsi

participer a une meilleure conservation de la qualité microbiologique du lait cru.

Mots-clés : lait cru, réfrigération, parameétres de croissance microbienne, bactéries lactiques

lactobacilles, durée de conservation, extrait aqueux.
Abstract

This study aimed to monitor the evolution of lactic acid bacteria in raw milk stored
under refrigeration at 4°C for 10 days by comparing a control sample with a sample
supplemented with 25% aqueous oregano extract. The results showed that lactic acid bacteria
grew in both samples throughout the storage period; however, their growth rate was slower in
the oregano-treated milk, particularly during the first days of storage. The generation time was
longer in the treated sample (3.5 days) than in the control sample (2.98 days), indicating an
inhibitory effect of the bioactive compounds present in oregano. Nevertheless, both samples
reached a similar bacterial population by the end of the storage period. These findings suggest
that combining refrigeration with the addition of aqueous oregano extract may temporarily
slow the growth of lactic acid bacteria, thereby contributing to the preservation of the

microbiological quality of raw milk during storage.

Keywords: raw cow's milk, refrigeration, microbial growth parameters, lactobacillus

populations, shelf life, aqueous extract.
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Introduction générale

Le lait cru constitue un aliment de grande valeur nutritionnelle en raison de sa richesse
en protéines, lipides, glucides, vitamines et minéraux essentiels. Cette composition complexe
favorise non seulement son intérét nutritionnel, mais également le développement de
nombreuses populations microbiennes pouvant influencer sa qualité technologique et sanitaire

du lait (Quigley et al., 2013 ; Claeys et al., 2014).

Dés la traite, le lait est exposé a différentes sources de contamination microbiologique
provenant de la surface des trayons, de I’environnement d’élevage, du matériel de traite, des
manipulations humaines et des conditions de stockage. La flore microbienne du lait cru est
trés diversifiée et comprend des bactéries mésophiles, psychrotrophes, sporulées, ainsi que des
bactéries lactiques naturellement présentes dans 1’écosystéme laitier (Martin et al, 2011 ;

Porcellato et al., 2018 (Samarzija et al., 2012)

Par ailleurs Les bactéries lactiques occupent une place particuliecre dans la
microbiologie du lait cru. Elles regroupent plusieurs genres tels que Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella, ces bactéries capables de fermenter le
lactose en acide lactique. Elles assurent non seulement des caractéristiques particulieres
d’ardmes et de texture mais aussi une bonne sécurité sanitaire alimentaire. Cette sécurité est
favorisée grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font

baisser le pH dans le milieu (Leroy et De Vuyst, 2004 ; O'Callaghan et van Sinderen, 2016).

L’augmentation de la demande du consommateur pour des produits sains sans
conservateurs encourage 1’industrie alimentaire a valoriser les substances bioactives d’origine
végétale (Grigoras 2012). En effet, les composés phénoliques issus des végétaux et les huiles
essentielles connaissent de nos jours un gain d’intérét pour leur éventuelle utilisation comme
alternatives aux substances synthétiques (Tamgno et Ngamo 2014).

De nombreux composés isolés a partir de plantes ont montré une activité
antimicrobienne contre certains microorganismes les plus courants qui affectent la qualité des

aliments et la durée de vie (Tajkarimi et al., 2010).
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Parmi les plantes qui sont connues pour leur richesse en principes actifs, 'Origan de la famille
des Lamiaceaes (Chishti et al., 2013), est une épice largement utilisée dans l'industrie

alimentaire.

Dans ce contexte, les objectifs principaux du présent travail sont :
- Prolongation de la durée de vie (shelf-life) du lait réfrigérée par allongement de la phase de

latence en le supplémentant par une concentration de 1’Extrait Aqueux (EA) d’Origanum V.

De ce fait les actions suivantes ont été menées dans cette étude :

- D’abords, réunir le maximum d’informations bibliographiques sur le sujet selon les données

citées dans ’introduction.
- Préparation d’EA de /'Origanum L.
- Addition de différentes concentrations d’EA au lait.

- Conservation du lait (supplémenté d’EA et témoin) a 4°C durant 10 jours avec des

prélévements réguliers.
- Suivie de la cinétique de croissance microbienne, spécialement les bactéries lactiques.
- Calcul des parametres cinétiques de croissance.
- Isolement et caractérisation de quelques isolats bactériens.

- Discussion des résultats et enfin conclusion et perspectives
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Partiel : Recherche Bibliographique

Chapitre 1. L’Origanum
1. Définition

Le mot origanum dérive de deux mots grecs : « oros », qui signifie montagne, et « ganos

», qui signifie éclat, Il signifie donc « ornement de montagne » (Chishti et a/.,2013).

L'origan commun est une plante herbacée vivace dicotylédone elle appartient a la
famille des Lamiacées, mesurant de 30 a 80 cm de hauteur, aux feuilles et fleurs parfumée.
Epicés et chaleureux (Dubois et al., 2006), Il pousse a des altitudes inférieures a 4 000 metres,
principalement sur des substrats calcaires, et fleurit de mai a octobre. C'est une plante
semicryptobryonique (Qui sont des plantes vivaces dont les bourgeons) (Caillaud, 2013),
Origanum vulgare V est ’espece la plus répandue de ce genre (Goliaris et al., 2002)

communément appelé « zadter » (Spada et Perrinorr, 1996).

(A) (B)

Figure 1. (A) Fleurs et feuilles d’Origanum vulgare L. (B) Fleurs d’O. Vulgare
(Fleurentin.,2007)

2. Morphalogie
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L'origan est une plante a tiges dressées, généralement velues, parfois glabres. Les
feuilles poussent sur ces tiges sont ovales et les fleurs sont pourpres, a bords entiers ou
dentelés (jusqu'a 30 paires par tige), généralement elliptiques, a apex arrondi et obtus elles
sont velues ou glabres et portent des glandes sessiles peu visibles (jusqu'a 800 par centimetre
carre).

(Sharifi-Rad, J. et a/.,2021).

: feuille
: bractée

: calice coupé par la lévre inférieure

m o O W

: fleur avec bractée avec vue de coté
F : corolle coupée par la lévre

inférieure

Figure3.Tige et feuilles de I’espece O. vulgare (Origanum vulgare — wild marjoram, s. d.)
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3. Classification botanique
La classification de /’Origanum V. est présentée dans le Tableau 1.

Tableau 1. Classification botanique de /’Origanum V. (Figueredo, 2007).

Rang taxonomique Nomenclature
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Série Superovariées tétracycliques
Super ordre Tubiflorales

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae
Sous-famille Nepetoides

Genre Origanum

Espece Origanum vulgare

4. Composition chimique

Selon Bekhechi et al. (2008), I'huile essentielle d'Origanum contient une concentration
¢levée en thymol, oscillant entre 41 et 49,5%. Effectivement, 1'examen de /'origanum. G qui a
un rendement de 2,7% v/m a mis en évidence des niveaux respectivement élevés de caracole,
y-terpinene, p-cymene et thymol (45-13-11 et 6,6%). L'extrait acétonique d'origanum. G, a la
suite de l'analyse du contenu total en flavonoides, a révélé la présence de flavanols et de
flavones comme la quercétine, l'apigénine et/ou la lutéoline. Pour les extraits acétoniques, les

valeurs des polyphénols totaux, exprimées en mg d'équivalent d'acide caféique par 100 ml,
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¢taient de 100,6 et 14 mg/100 ml. Quant aux autres extraits, elles s'élevaient a 326,3 et 76,5
mg/100 ml pour les extraits aqueux (Belhattab ,2018), et des constituants divers comme
fibres, manganeése, vitamine E, fer, calcium, acides gras oméga et tryptophane (Teixeira et al.

,2013).
5. Répartition géographique

Ietswaart a particulierement étudié le genre Origanum en 1980. Il identifie trois
groupes, dix sections, trente-huit espéces, six sous-espéces, trois variétés et seize hybrides.
L’origan pousse dans des iles Canaries et des Agores jusqu’en Europe du Nord et vers 1'est de
'Asie. On peut également le trouver en culture a Cuba ou sur 1'ile de Réunion, mais la région

méditerranéenne constitue son habitat le plus prépondérant (Mahfouf ,2018).
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Figure4. Aire de distribution du genre Origanum (Ietswaart, 1980).

En Algérie, 1'origan englobe diverses espéces botaniques que 1'on retrouve le long du
littoral et méme dans les régions intérieures, y compris les zones arides (Mebarki, 2010),
'origan est représenté par beaucoup d'especes, mais leur identification est compliquée a cause

de leurs variations et de leur tendance a s'hybrider facilement.

6. Activité antimicrobienne de I’origanum

Plusieurs travaux scientifiques ont mis en évidence [’activité antibactérienne des
extraits d’Origanum vulgare contre différents microorganismes pathogenes. Antoniadou, M.

et al. (2024). Cette activité est particuliérement observée chez certaines bactéries a Gram
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positif, telles que Lactobacillus acidophilus et Streptococcus mutants. Dans une étude réalisée
par

Abdul Sattar et al. (2012), I’extrait aqueux d’Origanum vulgare a montré un effet inhibiteur sur
les microorganismes testés (Lactobacillus acidophiles, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutants, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas Aeruginosa). Avec
I’apparition de zones d’inhibition a partir d’une concentration d’environ 200 mg/ml. Cette
concentration peut étre considérée comme une CMI approximative dans les conditions
expérimentales de 1’étude. L activité antimicrobienne de cette plante est généralement attribuée
a la présence de divers métabolites secondaires, notamment les composés phénoliques, les
flavonoides et d’autres substances bioactives connues pour leurs propriétés antimicrobiennes.

Les résultats rapportés dans cette étude sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 2. Exemples d’études de La concentration minimale inhibitrice (mg/ml) de

L’extrait aqueux de I’Origan

Espéces Type CMI (mg/ml) CMI (mg/ml)
d’extrait

/ / R1 R2

Lactobacillus Extrait aqueux | 200 /

acidophiles

Enterococcus Extrait aqueux | 5 /

faecalis

Streptococcus Extrait aqueux | 200 /

mutants

Escherichia coli | Extrait aqueux | 5 200

Klebsiella Extrait aqueux | 2.5 200

pneumoniae
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Pseudomonas Extrait aqueux | 5 200

Aeruginosa

References / Abdul Sattar et al. Mohanakrishnan
2012 Licina et al.

Kandasamy et al.

(2017).

(2013)

7. Mécanisme d’activité antimicrobienne des substances naturelles a ’échelles de la

cellule bactérienne

Les substances naturelles, en particulier les huiles essentielles issues de plantes
médicinales telles que Organum vulgaris, présentent une activité antimicrobienne
remarquable reposant sur plusieurs mécanismes d’action a 1’échelle cellulaire bactérienne. Les
principaux composés bioactifs, notamment le thymol et le carvacrol, agissent en perturbant la
structure et la fonction de la membrane cytoplasmique, entrainant une augmentation de sa
perméabilité, une fuite des constituants intracellulaires et, finalement, la mort cellulaire (Burt,
2004 ; Bouhdid et al, 2009). Par ailleurs, ces composés peuvent inhiber des enzymes
essentielles au métabolisme bactérien et interférer avec la production d’énergie en provoquant
une déplétion de I’ ATP. Ils sont également capables d’inhiber les pompes d’efflux, augmentant
ainsi 1’accumulation intracellulaire des agents antimicrobiens, ainsi que de perturber la
formation de biofilms, structures protectrices impliquées dans la résistance bactérienne
(Nazzaro et al., 2013). De plus, certaines ¢tudes ont montré que ces substances peuvent
interagir avec le matériel génétique bactérien, inhibant ainsi la réplication et la transcription
(Hyldgaard et al., 2012). L’ensemble de ces mécanismes confére aux huiles essentielles
d’origan une efficacité notable contre diverses bactéries a Gram positif et a Gram négatif, ce
qui souligne leur potentiel en tant qu’alternative ou complément aux antibiotiques

conventionnels (Burt, 2004 ; Nazzaro et al., 2013).
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8. Usage de l’origanum
8.1. Usages traditionnels

Depuis des siecles, Origanum vulgare est utilisé en médecine traditionnelle pour traiter
diverses affections, telles que les troubles respiratoires, les douleurs abdominales, les
menstruations douloureuses, la polyarthrite thumatoide, les troubles nutritionnels ainsi que les
affections urinaires, ou il agit comme diurétique et antiurolithique. Les parties aériennes de la
plante sont les plus couramment utilisées. Des études ethno pharmacologiques ont montré que
cette plante est largement employée comme tonique, expectorant, carminatif, stimulant et
agent antibactérien (Soltani et al., 2021 ; Lombrea et al., 2020 ; Al-Snafi, 2024). Les formes
de consommation varient selon les indications thérapeutiques, incluant notamment les
infusions, les décoctions et les teintures, utilisées principalement dans le traitement des
affections respiratoires, digestives et du rhume, ainsi que pour améliorer I’état général de
I’organisme. Les préparations sous forme de décoction ou d’infusion sont également
reconnues pour leurs propriétés expectorantes, antiseptiques, digestives et antispasmodiques.
De plus, certaines pratiques traditionnelles rapportent I’inhalation de fumée d’origan pour

soulager les douleurs dentaires (Pieroni et al., 2005)
8.2. Usages culinaires et alimentaires

L’origanum vulgare était employé pour assaisonner le poisson, la viande, les légumes et le
vin. Plusieurs sous-especes, notamment O. vulgare subsp. Gracile, subsp. Glandulosum et
subsp. Hirtum, sont particulierement utilisées en cuisine. La plante est reconnue pour sa
richesse en huiles essentielles, ce qui lui confére son ardme caractéristique et son role

d’aromate alimentaire (Pieroni et al., 2005)
8.3. Usages cosmétique

En cosmétique, Origanum vulgare est principalement utilisé¢ sous forme d'extraits ou d'huile
essentielle pour leurs propriétés bénéfiques sur la peau et les cheveux. Grace a sa richesse en
composés bioactifs comme le carvacrol et le thymol, cette plante présente des activités

antimicrobiennes, antifongiques et anti-inflammatoires qui en font un ingrédient précieux
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dans les formulations de soins cutanés (Bakkali et al., 2008 ; Nostro & Papalia, 2012). Des
¢tudes récentes ont démontré que les extraits d'origan posseédent d'excellentes propriétés
antioxydantes et photoprotectrices, avec un facteur de protection solaire (SPF) mesuré a
47,29, suggérant leur potentiel comme agent naturel dans les crémes solaires et les produits
anti-age (Al-Oqail et al,, 2019 ; Kaurinovic et al., 2011). En soin capillaire, 1'origan stimule la
circulation sanguine du cuir chevelu, traite les pellicules et favorise la repousse des cheveux,
comme I'a montré une étude sur modele animal ou l'extrait d'Origanum vulgare a
significativement stimul¢ la croissance des cheveux comparé au minoxidil (Oh, Park, & Kim,
2014). On retrouve cet ingrédient dans diverses préparations cosmétiques : crémes, lotions,
gels, shampoings, aprésshampoings, produits d'hygiéne intime et parfums, ou il agit comme
agent rafraichissant, aromatique et conditionneur de peau (Garcia-Salas et al., 2010 ;

Sienkiewicz et al., 2013).
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Chapitre 2. Les Bactéries lactiques
1. Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (BL) constituent un groupe des bactéries a Gram positif, non
sporulantes, généralement catalase négatives, de morphologie variable (coques ou bacilles),
caractérisées par une forte tolérance aux conditions acides et une capacité d’adaptation a
divers environnements nutritifs (Wang et al., 2021 ; Labhiri et al., 2022). Elles sont considérées
comme des micro-organismes essentiels dans les processus de fermentation alimentaire,
contribuant a I’amélioration des propriétés organoleptiques des aliments, notamment le gofit,

la texture et I’arome (Lahiri et al., 2022).

Les BL se distinguent principalement par leur aptitude a fermenter les glucides, en
particulier le glucose, avec production majoritaire d’acide lactique comme produit final du
métabolisme (Wang et al., 2021). En outre, elles synthétisent divers métabolites
antimicrobiens, tels que les bactériocines, les acides organiques et le peroxyde d’hydrogene,
leur conférant un réle important dans I’inhibition des micro-organismes pathogénes et

d’altération (Lahiri et al., 2022).

Sur le plan phylogénétique, les bactéries lactiques appartiennent au groupe des bactéries
a Gram positif a faible teneur en G+C, regroupées principalement au sein du phylum des
Firmicutes, incluant plusieurs genres tels que Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Pediococcus et Streptococcus (Wang et al., 2021)
1.2. Caractéres morphologiques

Les bactéries lactiques (BL) sont des micro-organismes a Gram positif, caractérisés
par une paroi cellulaire épaisse riche en peptidoglycane, responsable de leur coloration
violette apres la coloration de Gram. Elles sont généralement non sporulantes, non mobiles et
dépourvues de catalase. Sur le plan morphologique, elles présentent une grande diversité de
formes, apparaissant soit sous forme de Cocci (sphériques), soit sous forme de bacilles
(batonnets), selon les genres et les espéces (Wang et al., 2021 ; Lahiri et al., 2022 ; Psomas et
al., 2023). Ces bactéries peuvent tre observées isolées ou organisées en paires, en chaines ou
en amas, traduisant leur diversité structurale. Leur taille est généralement comprise entre 0,5

et 1,5 um. L’ensemble de ces caractéristiques morphologiques constitue un critére essentiel
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pour leur identification et leur classification (Wang et al., 2021 ; Lahiri et al., 2022 ; Psomas

etal., 2023).
1.3. Caractérisation biochimique et physiologique
1.3.1. Test de catalase

Les caractéristiques biochimiques des isolats ont été évaluées par le test de la catalase.
Une colonie bactérienne agée de 48 h a ¢été émulsionnée dans une goutte de peroxyde
d’hydrogene déposée sur une lame de verre propre. Ce test a été réalisé afin de mettre en
¢évidence la présence de I’enzyme catalase, capable de décomposer le peroxyde d’hydrogéne
en eau et en oxygene. La présence de bulles de gaz indique une réaction catalase positive,
tandis que leur absence indique une réaction catalase négative, caractéristique des bactéries
lactiques
(Khedid et al., 2009). Cette réaction indique la présence de I’enzyme catalase, dont I’activité

peut étre représentée par 1’équation suivante :

catalase

2 H,0, — 2H,0

1.4. Classification des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (BL) sont classées dans le phylum des Firmicutes, la classe des
Bacilli et 1’ordre des Lactobacilles. Cet ordre regroupe plusieurs familles, notamment
Streptococcaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Carnobacteriaceae
et Aerococcaceae. La classification des BL repose sur des critéres morphologiques,

physiologiques et biochimiques.

Les principaux genres de bactéries lactiques comprennent Lactobacillus, Lactococcus,
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Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Qenococcus, Tetragenococcus,
Carnobacterium et Weissella. Parmi eux, le genre Lactobacillus représente le groupe le plus
diversifié, regroupant un grand nombre d’espeéces largement distribuées dans divers

environnements, notamment les produits alimentaires et le tractus gastro-intestinal.

Cependant, cette classification a été¢ profondément révisée au cours des derniéres
décennies a la suite des avancées en biologie moléculaire, en particulier le séquencage de
I’ARNr 16S et les analyses génomiques. Ces approches ont permis de mieux définir les
relations phylogénétiques entre les especes et ont conduit a une réorganisation majeure de
certains taxons, notamment au sein du genre Lactobacillus, désormais réparti en plusieurs
nouveaux genres afin de refléter plus fidélement leur diversité évolutive (Zheng et al., 2020 ;

Endo, 2020 ; Hill et al., 2022 ; Suzuki & Fujita, 2022).
1.4.1. Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus comprend des bactéries a Gram positif, non sporulées, qui
apparaissent sous forme de bacilles longs ou courts, parfois coco bacillaires, organisées de
manic¢re isolée, en paires ou en chaines. Sur un substrat solide, les colonies sont
habituellement petites, lisses, brillantes, dépigmentées et souvent opaques. Ces bactéries se
distinguent par l'absence d'activité catalase et oxydase, un critére essentiel pour leur
identification (Holzapfel & Wood, 2014 ; Papadimitriou et al., 2016). Le genre Lactobacillus
montre une grande diversité phylogénétique et écologique, méme si sa classification a été
récemment modifiée, entrainant sa division en plusieurs nouveaux genres a cause de son
hétérogénéité (Zheng et al., 2020). Les lactobacilles se retrouvent largement dans des milieux
riches en glucides, tels que les plantes, les produits laitiers, le systeme gastro-intestinal des
animaux et les aliments fermentés (Marco et al., 2017). Certaines especes affichent une
activité protéolytique significative, jouant un role dans la décomposition des protéines et dans
'évolution des caractéristiques organoleptiques des aliments fermentés (Papadimitriou et al.,
2016). De plus, ces bactéries ont la capacité de synthétiser différents composés antimicrobiens
tels que des acides organiques, du peroxyde d’hydrogene et des bactériocines, leur conférant
un rdle clé dans la bio conservation des aliments et dans des applications en tant que cultures
de départ dans les produits fermentés

(Chen et al., 2019 ; Ouwehand et al., 2016)
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Figure 5. Lactobacillus sous microscope (Kim et al., 2020)
1.4.1.1. Taxonomie

Le genre Lactobacillus appartient au phylum bacillota (anciennement firmicutes), classe

des bacilles, ordre des Lactobacillales, famille des Lactobacillaceae.

Tableau 3. Classification de genre lactobacillus (Zheng et al., 2020).

Domaine Bacteria

Phylum Bacillota (anciennement Firmicutes)
Classe Bacilli

Order Lactobacillales

Famille Lactobacillaceae

Genre Lactobacillus

1.4.2. Le genre Lactococcus

Lactococcus est un genre de bactérie lactique a faible teneur en G+C (environ 35-38
mol%), de forme ovoide ou sphérique, qui se regroupe en paires ou en chainettes de longueur

variable (Sun et al., 2023) C'est une bactérie mésophile dont la température optimale de
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croissance est de 30 °C, avec une croissance possible entre 10 °C et 40 °C mais généralement
pas a 45 °C. Son métabolisme est anaérobie facultatif (Sun et al., 2023). 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 sur les surfaces végétales, dans le lait cru
par contamination lors de la traite, ainsi que dans les produits fermentés traditionnels. Des
souches probiotiques potentielles, comme L. lactis GV103, ont été caractérisées pour leur
capacité a produire des laits fermentés sans lactose avec une excellente viabilit¢ (>10,50 log
UFC/ml) et une bonne survie dans les conditions du tractus gastro-intestinal (Costa et al.,
2025) Lactococcus est largement utilisée comme ferment lactique mésophile dans I'industrie
agroalimentaire pour la fabrication de fromages, de beurre et de babeurre, en raison de sa

capacité a produire rapidement de I'acide L(+)-lactique a partir du lactose.

 Jee e 3 F3
-
)
L
> . : e
--
=2 &
-
L4 L
~
>
.
L 3
-
P
~ ¥y 3=
> e ‘
. &£
e
"tt
» &

Figure 6. Lactococcus lactis, au microscope ¢électronique (Corrieu et Luquet, 2008)
1.4.2.1. Taxonomie

Le genre Lactobacillus appartient au phylum bacillota (anciennement firmicutes),
classe des bacilles, ordre des Lactobacillales, famille des Streptococcaceae (Schleifer et al.

(1985) ; Oren et Garrity (2021).

Tableau 4. Classification de genre Lactococcus
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Domaine Bacteria

Phylum Bacillota (anciennement Firmicutes)
Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales

Famille Streptococcaceae

Genre Lactococcus

1.4.3. Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus regroupe des bactéries a Gram positif, de forme Cocci,

apparaissant généralement par paire ou en chainette (Patel et al., 2024). Ce sont des

anaérobies facultatifs, négatifs a la catalase, au métabolisme fermentaire (Patel et al., 2024).

Leur croissance est exigeante et nécessite des milieux enrichis en acides aminés et en

vitamines (Gonzalez-Sanchez et al., 2021). La température de croissance varie entre 7 et 45

°C selon les especes, avec un optimum approximatif a 37 °C (Gonzalez-Sanchez et al., 2021).

Ils peuvent se développer entre pH 4,8 et 9,6, avec un optimum a pH 7,0 (Gonzélez-Sanchez

et al., 2021). Certaines especes tolérent des concentrations élevées en Na Cl (jusqu'a 6,5 %)

(Patel et al., 2024). Enfin, le caractére catalase négatif reste un trait distinctif majeur pour

l'identification des streptocoques (Gonzalez-Sanchez et al., 2021).
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Figure 7. Observation microscopique de bactéries du genre Streptococcus (Cocci a Gram

positif disposés en chaines), issue d’un cours de bactériologie générale.

1.4.3.1. Taxonomie
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Le genre Lactobacillus appartient au phylum bacillota (anciennement firmicutes), classe

des bacilles, ordre des Lactobacillales, famille des Streptococcaceae. (Skerman et al., 1980).

Tableau 5. Classification de genre Streptococcus (Oren & Garrity.,2021 ; LPSN, (2025) -
page du genre Streptococcus.

Domaine Bacteria

Phylum Bacillota

Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Streptococcaceae
Genre Streptococcus

1.4.4. Le genre Enterococcus

Les bactéries de la famille Enterococcus sont Gram-positives, elles ne produisent pas
de catalase, ne forment pas de spores et peuvent vivre en absence d'oxygene. Elles poussent le
mieux a 35 °C, mais peuvent supporter des températures allant de 10 a 45 °C (Bouchair,
2021).

Ce sont des bactéries en forme d’ovale, qui se trouvent seules en paires ou en groupes de
quelques individus. Les colonies d'entérocoques sont transparentes et mesurent moins de 1
mm, et certaines variétés produisent une décoloration autour des colonies sur les géloses au
sang (Bouchair, 2021). Dans une étude, le taux de résistance chez Enterococcus était tres
¢levé contre l'ampicilline, la streptomycine, la tétracycline, I'érythromycine et la
ciprofloxacine, et plus modéré contre la pénicilline. Les entérocoques se trouvent dans les
légumes, les aliments végétaux et les produits alimentaires, surtout ceux d'origine animale
comme les fromages et les laits (Bouchair, 2021). En Turquie, E. faecalis a été trouvé comme
étant le principal type d'Enterococcus dans le lait cru. La présence d'E. faecalis et d'E.
faecium dans le lait cru a également été constatée. L'Enterococcus est connu pour prolonger la
durée de conservation des aliments et augmenter leur sécurité alimentaire, car il génére des
substances capables de combattre les bactéries, telles que l'acide lactique, les bactériocines
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(appelées aussi entérocines) et le peroxyde d'hydrogene. Les bactériocines attirent beaucoup
d'intérét car elles agissent souvent contre plusieurs pathogénes microbiens présents dans les
aliments, notamment des bactéries Gram positifs comme le Clostridium botulinum, la Listeria

monocytogenes et le Staphylococcus aureus (Bouchair, 2021).
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Figure 8. Aspect microscopique des Enterococcus (Holden.,2002)
1.4.4.1. Taxonomie

Genre Enterococcus appartient au phylum Bacillota, classe des bacilles ordres

Lactobacillales, famille Enterococcaceae.

Tableau 6. Classification de genre Enterococcus (Ludwig et al. ,2010 ; Oren & Garrity.,2021).
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Domaine Bacteria

Phylum Bacillota

Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Enterococcaceae
Genre Enterococcus

1.5. Activité antimicrobienne des bactéries lactiques

Les micro-organismes disposent d’une reconnu gamme de mécanismes de Défense
microbiens préserver leurs existences ou leurs habitats écologiques face a la concurrence ou
aux infections. La synthése de peptides microbiens représente une premiere ligne de défense.
Ces peptides exercent un impact direct sur les microorganismes, par exemple en perturbant la
membrane bactérienne, virale ou fongique, ou en influencant d’autres cibles (Djadouni, 2013).
De nombreuses recherches ont démontré I’effet inhibiteur des bactéries lactiques sur les
bactéries pathogenes (Rodrigues et al., 2005 ; Mercha et al., 2020). On peut associer les
propriétés antimicrobiennes de ces bactéries a divers facteurs. Elles proviennent de
I’interaction de divers éléments biologiques issus de leurs processus métaboliques, produisent
des molécules avec des propriétés antibactériennes et/ou bactériostatiques comme 1’acide
lactique, les acides organiques, le diacétyle, le dioxyde de carbone (Chentouf, 2015 ; Bouzaid
et al.,2016) On a évalué¢ 14 souches productrices de bactériocines originaires des genres
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Lactococcus pour leur potentiel a freiner la
prolifération de 8 souches de Listeria monocytogenes. Lors d’essais d’antagonisme différé sur
gélose, 7 souches de bactéries lactiques ont démontré leur caractere antagoniste a 1’égard de L.
monocytogenes. Les supernatants acellulaires provenant de cultures de trois des sept souches
productrices de bactériocines qui inhibent la croissance de L. monocytogenes lors des tests
d’antagonisme différé ont également entravé sa prolifération lors des essais de diffusion en
puits. Les huit souches de L. monocytogenes montraient une sensibilit¢ ou une résistance

identique face aux bactériocines. Des enzymes protéolytiques inhibaient I’activité¢ des
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bactériocines (Harris et al.,1989) Les composés antimicrobiens présents dans le surnageant de
culture de L. lactis ont inhibé Enterococcus faecium, diverses especes de Lactobacillus et
Staphylococcus aureus, Les métabolites antimicrobiens étaient thermostables et actifs dans
une gamme de pH de 2 a 10.

L’activité antimicrobienne des surnageants des deux bactéries a été inhibée par de nombreuses

protéases, mais pas par la catalase (Millette et a/.,2007)

Par ailleurs, 4 souches distinctes de fromage Camembert non pasteuris€ — deux
provenant de Lactobacillus plantarum et deux de Lactobacillus paracasei — ont été identifiées
et génétiquement caractérisées, Elles ont prouvé leur efficacité antibactérienne contre divers
agents pathogénes alimentaires habituels, y compris Listeria monocytogenes, Staphylococcus

aureus, Salmonella et Escherichia coli. (Coeuret,2004).

Les souches ont montré des capacités de Co-agrégation variant de 7 a 71 % avec des
pathogenes tels que : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica Typhimurium ; L’activité antagoniste la plus élevée a été observée pour

Lactobacillus paraplantarum contre E. coli et S. aureus aprés 60 minutes.

Une étude sur la conservation du yaourt a 4 °C a montré que I’ajout de 2 % (v/v) de
Lactobacillus casei inhibait totalement la croissance de Penicillium, utilisé comme
champignon indicateur. Cette souche produit de I’acide lactique et des composés cyclo- Leu
Pro. Tous deux dotés d’une activité antifongique. Comparé au groupe témoin, 1’ajout de
Lactobacillus casei a augmenté le nombre de Lactobacillus tout en réduisant celui de
Streptococcus lactis d’environ 1,0 log UFC/ml. Par conséquent, 1’utilisation directe de
souches de Lactobacillus a activité antifongique comme souches protectrices suscite un intérét

croissant dans 1’industrie agroalimentaire (Lee et al., 2009).

Une étude a montré que 1’ajout de Lactobacillus acidophilus au lait contaminé par
Escherichia coli a entrainé une réduction significative du nombre de bactéries pathogenes,
atteignant jusqu’a 99 % apres 48 heures, grace a la production d’acides organiques et de

bactériocines inhibant la croissance des germes pathogénes (Sengun et Karagoz, 2007)

1.6. L'effet du froid sur la croissance des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques, qui sont des bactéries fondamentalement mésophiles, se

développent idéalement a 30 °C. Néanmoins, certaines souches se sont adaptées a
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I’environnement, entrainant des mécanismes d’adaptation qui leur permettent de résister a des
températures proches de 0 °C (Kato et al., 2000). La croissance des bactéries lactiques est

inhibée par le froid car elle ralentit leur fonction métabolique et leur reproduction.

L’effet du stress causé par le froid entraine des altérations de la fluidité de la membrane
cellulaire, ce qui affecte le mouvement des nutriments. De plus, les activités enzymatiques
diminuent et affectent le processus du métabolisme. De plus, la stabilit¢ de ’ARN est
également affectée et, par conséquent, le processus de traduction est entravé. Tous ces facteurs

ont des effets directs sur la vitalité des bactéries (Shi et al., 2016).

Par exemple, lorsque Lactobacillus plantarum est exposé a de basses températures, ses
processus de croissance et de multiplication sont réduits. En conséquence, les bactéries créent
des systémes de contrdle internes afin de développer une tolérance au stress di au froid. Selon
les découvertes de Lui L. plantarum K25 posséde un systéme biologique capable de résister au
stress di au froid, en particulier par la régulation du métabolisme des glucides, des acides

aminés et des acides gras. (Liu et al.,2020)

Le mécanisme de résistance au froid de cette souche se compose des caractéristiques
suivantes : une conservation de 1’énergie comme mode de survie et systéme de réparation, et
une capacité accrue de synthese des protéines. De nombreux chaperons moléculaires ont été
trouvés dans L. plantarum K25 lorsqu’il est soumis a de basses températures. Ces molécules
jouent un role vital dans la protection des cellules en dégradant les protéines endommagées

(Craig et al., 1993).

Les protéines de choc froid (CSP) — CSP, CSPB et CSPC — ne sont pas seulement

sensibles a la chaleur mais servent également de chaperons d’ARN.

Grace a l’interaction avec un acide nucléique simple brin, la capacité de synthese des
protéines est élevée puisque ce processus de liaison empéche la formation secondaire
d’ARNm (Grumman et al., 1996). Par conséquent, les protéines sont importantes pour

maintenir la viabilité de la cellule.

De plus, le métabolisme des glucides ralentit en réponse aux conditions météorologiques
froides pour restreindre le développement des bactéries, ce qui conserve la quantité¢ d’énergie

nécessaire a la survie. La réduction de la synthése et du métabolisme des acides gras modifie le
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contenu en lipides de la membrane cellulaire et ses propriétés de fluidité. Cependant,
I’amélioration de la biosynthése du peptidoglycane et la production de LTA augmente la
résistance de la membrane cellulaire. En ce qui concerne le métabolisme des purines et des
pyrimidines, I’amélioration contribue a la disponibilité de substrats pour la biosynthése de

I’ADN (Liu et al., 2020).
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Figure 9. Identification et analyse du protéome de L. plantarum K25. (A) Les protéines
identifiées étaient basées sur leur masse protéique. (B) Nombre de peptides uniques qui

correspondent a des protéines. (C) Pourcentages de longueur de peptide.

Selon Matamoros deux souches de Leuconostoc gelidum ont significativement
augment¢ la durée de conservation des deux séries de production, tandis que deux souches de
Lactococcus piscium ont montré des effets moyens ; deux bactéries étaient des spoilers
(Lactobacillus fuchuensis et Carnobacterium alterfunfuntum), et une souche (Leuconostoc
gelidum) ont montré des effets trés variés en fonction du lot de production. Quatre souches de
bactéries, qui ont bien performé dans les expériences sur les crevettes, ont été utilisées dans la
méme expérience en utilisant du saumon fumé a froid. Chez le saumon fumé a froid, les
souches de Lactococcus piscium se sont avérées plus efficaces pour retarder la détérioration,
ce qui a entrainé une amélioration significative des qualités sensorielles apres 14 et 28 jours
de réfrigération. Enfin, les capacités d’inhibition de deux souches (Leuconostoc gelidum et

Lactococcus piscium) ont été évaluées contre trois bactéries pathogénes (Vibrio cholerae,
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Listeria monocytogenes). (Matamoros et al., 2009). Les réponses adaptatives semblent étre un
mode habituel de protection contre le stress en LAB. Cependant, la protection croisée a
d’autres contraintes, souvent induite par 1’expression d’une réponse adaptative donnée,
semble varier entre les espéces. Cette observation suggere que les bases moléculaires des
réponses adaptatives sont, au moins en partie, spécifiques a une espece (ou méme a une sous-

espece). (Van de Guchte et al., 2002).

1.7. Le role des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont essentielles a la conservation des aliments et au
développement de leurs ardmes, jouant un role vital dans la production alimentaire humaine
depuis des millénaires. Elles présentent non seulement une valeur économique considérable,
mais contribuent également de maniére cruciale au bon fonctionnement des aliments, Les
bactéries lactiques sont aussi utilisées dans I’agriculture, en médecine, en cosmétique et dans

la fabrication D’alternatives écologiques aux plastiques (Razola et al., 2024).

Les bactéries lactiques abaissent le pH des aliments, ce qui crée un environnement
acide. Cet environnement acide freine le développement de bactéries indésirables. Cette
technique de conservation naturelle aide a prolonger la fraicheur des aliments et a allonger

leur durée de conservation (leroy et al.,2004).

Concernant la saveur et la texture les bactéries lactiques ont également un impact sur
la saveur et la texture des aliments. Elles offrent aux aliments fermentés des saveurs acidulées,
comme c’est le cas pour le kimchi ou le pain au levain. Aussi ces bactéries offrent des
consistances lisses et onctueuses, a ’instar du yaourt. Cela est di a la présence d’exo

polysaccharides qui renforcent 1’épaisseur du produit fini.

Et dans le cas de la fermentation les bactéries lactiques figurent parmi les
microorganismes les plus étudiés (De et al., 2020). Elles jouent un role central dans la
fermentation alimentaire et sont utilis€ées depuis des millénaires pour fabriquer des aliments
fermentés via un processus appelé lacto fermentation (Mathur et a/.,2020). Bien que le terme
« lactique » tire son origine du mot latin « lactis » (lait), la lactofermentation ne concerne pas
uniquement les produits laitiers, elle s’applique aussi a d’autres matrices. Ce processus

s’applique, par exemple, lors de la fabrication des cornichons, de la choucroute, du kimchi, du
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levain ou encore de certaines viandes séchées. La partie « lacto » fait simplement référence a
I’acide lactique généré, rendant ces aliments légeérement acides et agissant comme un

conservateur naturel (Wang et al.,2021).
1.8. Les variations du pH de lait

Le pH est déterminé a de nombreuses fins, notamment comme indication de la qualité
du lait (contamination bactérienne), I’acidification de la caséine, la fabrication du fromage,
garantissant des conditions optimales pour la digestion des protéines, etc. Cependant, on
dispose de peu d’informations sur le concept de base du pH et sa détermination dans

I’industrie laitiére ; au lieu de cela, il fonctionne généralement selon le principe de cause a

effet (Aydogdu et a/.,2023).

La valeur du pH du lait de vache normal provenant d’un animal en bonne santé est
comprise entre 6,6 et 6,7, et un pH inférieur la valeur indique la croissance de micro-
organismes qui convertissent le lactose en acide lactique par processus de fermentation ou
lipolyse excessive. Cependant, des niveaux de pH plus élevés sont souvent trouvés dans le
lait. Pendant la période de stress physiologique sur le producteur d’animaux, lorsqu’il y a une
perturbation 1’équilibre minéral dans le lait en raison des changements de perméabilité du lait
Hema barriere, par exemple, tres tard dans le cycle de lactation ou lors d’une infection de
mammite. La température affecte le pH du lait, diminuant généralement avec une
augmentation de la température due aux variations dans la dissociation des groupes ionisables.
La lipolyse abaisse également le niveau de pH du lait car I’hydrolyse des esters, en particulier

des esters phosphoriques.

Le chauffage modifie le pH du lait diminue, et a des températures de <80 °C, la valeur

du pH du lait diminue linéairement avec augmentation de la température.

La réduction du pH causée par le traitement thermique dans cette plage de
températures est principalement due aux modifications de 1’équilibre minéral du lait, et
réversible lors du refroidissement ultérieur du lait. La perte de CO2 causée par le traitement
thermique est I’augmentation compensatoire du pH, mais est moins significatif que le premier
mécanisme. Un traitement thermique sévere abaisse davantage le pH, en raison de la
décomposition thermique du lactose en acides organiques, en particulier 1’acide formique

(Tamime 2009).
41




Partiel : Recherche Bibliographique

o

6\

Chapiter3s




Partiel : Recherche Bibliographique

Chapitre 3. Dynamique de croissance des populations microbiennes
1. Dynamique de croissance des populations microbiennes

Le processus de croissance se base sur un nombre de réactions chimiques anaboliques
(la production de substances) et cataboliques (leur décomposition) qui finalement aboutissent
3a la division cellulaire, Sous des conditions de culture optimales (abondance de nutriments,
température et environnement spéciaux), le temps qu'utilise une cellule bactérienne pour se
diviser est d'environ 10 minutes. En revanche, sous les conditions naturelles, le processus de
croissance de microorganismes est souvent long en raison du manque de nutriments, de leur

dispersion et des conditions difficiles.
2. Description de la cinétique de croissance microbienne

L’étude de la cinétique de croissance microbienne consiste en 1’étude de I’évolution du
nombre d’agents pathogeénes au cours du temps dans un milieu (Madigan et al., 2021).
Généralement, cette é¢tude se fait grace a la courbe de croissance bactérienne. La courbe de
croissance bactérienne est une représentation graphique décrivant 1’évolution de la population
bactérienne au cours du temps dans un milieu de culture donné. Elle constitue un outil
essentiel en microbiologie permettant d’analyser la dynamique de croissance des
microorganismes et leur comportement physiologique en fonction des conditions

environnementales (FernandezMartinez et al., 2024).

Elle se caractérise par une succession de phases distinctes, correspondant aux
variations de la vitesse de croissance au cours du temps. On distingue généralement la phase
de latence, la phase exponentielle, la phase stationnaire et la phase de déclin, qui traduisent

I’évolution globale de la population bactérienne dans le milieu.
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Figure 10. 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
(maximale) a vitesse constante, (4) phase de ralentissement de la croissance, (5) phase
stationnaire maximale, (6) et (7) phases de décroissance (Buchanan 1918) cité par Augustin

(2005).
3. Les phases de croissances
La croissance des populations bactériennes passe par plusieurs phases :

3.1. La phase stationnaire initiale ou phase de latence

La phase de latence correspond a la période initiale de la croissance bactérienne durant
laquelle les cellules ne se divisent pas encore activement. Pendant cette phase, les bactéries
s’adaptent a leur nouvel environnement en ajustant leur métabolisme, en synthétisant les
enzymes nécessaires et en réparant les structures cellulaires. Bien qu’il n’y ait pas
d’augmentation du nombre de cellules, cette phase est essentielle pour préparer la croissance
future (Madigan et al., 2021 ; Fernandez-Martinez et al., 2024). Ce qui peut étre exprimé par

I’équation suivante
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3.2. La phase d’accélération ou augmentation de la vitesse décroissance
Les bactéries commencent par une phase d’adaptation au nouveau milieu, puis se multiplient
progressivement jusqu’a atteindre leur vitesse maximale de croissance spécifique (umax) au

cours de la phase exponentielle (Smug et al., 2024).

3.3. La phase de croissance a vitesse constante maximale ou phase de croissance

exponentielle

La phase exponentielle est caractérisée par une croissance rapide et réguliére des bactéries.
Les cellules se divisent par fission binaire a un rythme constant, entrainant une augmentation
exponentielle de la population. Durant cette phase, les cellules sont physiologiquement
homogenes et présentent une activité métabolique élevée, ce qui permet des comparaisons
fiables entre différentes conditions expérimentales. Cette phase constitue également la base de

nombreux modeles modernes de croissance microbienne (Moreno-Gamez et al., 2023 ; Smug

et al., 2024).
3.4. La phase de ralentissement de la croissance (décélération)

C’est la phase de décélération durant laquelle la vitesse de croissance diminue
progressivement jusqu’a devenir nulle, en raison de I’épuisement des nutriments et de

I’accumulation de métabolites inhibiteurs (Moreno-Gamez et al., 2023).
3.5. La phase stationnaire maximale ou plus simplement phase stationnaire

La phase stationnaire apparait lorsque la croissance bactérienne cesse d’augmenter.
Cela est généralement dii a I’épuisement des nutriments essentiels et a I’accumulation de
déchets métaboliques dans le milieu de culture. A ce stade, le taux de division cellulaire
devient égal au taux de mortalité, maintenant ainsi une population globale stable. Malgré cette
stagnation apparente, les bactéries activent des mécanismes d’adaptation et de survie face au

stress environnemental (Hengge-Aronis, 2002 ; Madigan et al., 2021).
3.6. La phase de décroissance ou phase déclin

La phase de déclin correspond a une diminution progressive du nombre de cellules viables
dans la culture. Elle survient lorsque les conditions environnementales deviennent

défavorables, notamment en raison de l'épuisement des nutriments et de 1'accumulation de
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métabolites toxiques. Le taux de mortalité dépasse alors le taux de division, entrainant une
réduction de la population bactérienne et une lyse cellulaire progressive (Moreno-Gamez et

al., 2023)
4. Les paramétres de croissance

La croissance microbienne se définit par le processus de 'augmentation du nombre de
cellules d'une population microbienne avec le temps. C'est le résultat d'une série de processus
métaboliques qui impliquent des processus anaboliques et cataboliques et conduisent a la
reproduction cellulaire. L'étude de cette croissance s'appuie sur l'étude de paramétres
cinétiques capables de décrire et modéliser le comportement des micro-organismes dans

diverses conditions d'environnement (Willey et al., 2017 ; Madigan et al., 2018).
v Le taux de croissance spécifique ()

Le taux de croissance spécifique (n) est une mesure de I’allure a laquelle se développe
la biomasse au cours de la phase exponentielle. Il est couramment donné en h-1 et dépend
considérablement de I’environnement, par exemple la température, le pH et I’alimentation en
nutriments. C’est un parameétre important pour faire la comparaison des capacités de

croissance de différents microorganismes (Madigan et al., 2018).
v Le temps de génération (g)

Le temps de génération est appelé la durée nécessaire a une cellule pour se diviser en
deux cellules filles. Il est directement proportionnel au taux de croissance spécifique, ce qui
signifie qu’un p élevé entrainera un temps de génération faible. C’est un parameétre important

pour déterminer la vitesse de prolifération des micro-organismes (Willey et al., 2017).
v La phase de latence (lag)

La phase de latence est une période d’adaptation pendant laquelle les cellules ne se divisent
pas immédiatement apres leur inoculation dans un nouveau milieu. Au cours de cette phase,
les micro-organismes synthétisent des enzymes et ajustent leur métabolisme aux nouvelles
conditions environnementales. La durée de cette phase dépend de 1’¢état physiologique des

cellules ainsi que des caractéristiques du milieu de culture (Smug et al., 2024)
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v" La densité cellulaire

L’indice de densit¢ cellulaire est la quantit¢ de micro-organismes dans un
environnement. Il peut étre évalué par divers moyens, y compris la turbidimétrie (ou densité
optique), le comptage direct et la culture au solvant. Cette caractéristique est trés importante

pour la supervision du processus de croissance microbienne (Willey et al., 2017).

v" Croissance totale

I s’agit de la quantité de matic¢re bactérienne (en g/L) produite a la fin de la phase de
croissance, ce qui se rapporte a la biomasse produite par unité de volume (Madigan et al.,

2018).

5. Exemples d’études de la dynamique de croissance bactérienne a froid

Les recherches expérimentales ont confirmé la capacité refroidissante. Par exemple,
lors d'un test effectué par Halpern et Zwirzitz (2007), il est prouvé que les micro-organismes
peuvent se reproduire dans des conditions de température faible et fabriquer des enzymes
extracellulaires. Parmi eux, on peut citer des protéases et des lipases qui conservent leur
activité méme apres avoir €té soumis a des traitements thermiques. Ces enzymes catalysent la
destruction des protéines et des lipides, ce qui entraine la détérioration du lait. Selon 1'étude, le

seul refroidissement n'est pas capable d'empécher complétement la reproduction microbienne.

47




Partiel : Recherche Bibliographique

182 O7C  A32C |
1.E+05 T i
£ X L A
: |
S A l

1.E+04 T r[] (]

1E+03 T Y T Y v Y
April May Jul Aug Sep Nov Jan
sampling month

Figure 11. Dynamique des populations bactériennes psychrotrophes (0) et mésophiles (a)
dans le lait cru prélevé entre avril 2004 et janvier 2005. Chaque date d’échantillonnage
représente une moyenne des échantillons provenant de quatre fermes (moyenne +

I’erreurtype). (Zwirzitz et al., 2007).

En revanche, dans une recherche plus moderne ont examiné l'adaptabilité de bactéries
lactiques au froid par transcriptomique. Leur recherche a montré qu'en réponse au stress
thermique, la production de protéines de choc thermique et la modification de la composition
lipidique membranaire sont nécessaires pour l'adaptation au froid. Ceux-ci aident a conserver

la fluidité membranaire et la fonction enzymatique, ce qui facilite la reproduction bactérienne

dans des conditions froides (Duru et a/.,2021).
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Figure 12. Courbe analyse transcriptomique des séries temporelles de réponses aux chocs

thermiques et froids chez les bactéries lactiques psychrotrophes. (Duru et al., 2021).

En outre, ont regroupé différentes recherches concernant le développement de
bactéries psychrotrophes dans les aliments conservés au réfrigérateur. Selon ces scientifiques,
certains micro-organismes peuvent survivre et se reproduire a une température proche de 0 °C.
Les auteurs ont aussi noté que 1’influence de différents facteurs environnementaux, y compris

la présence de nutriments et la mobilité de I’eau, peut affecter le développement microbien.

(Zhang et al., 2019).

Dans l'agroalimentaire, la multiplication de bactéries psychrotrophes telles que
Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp. Ou Brochothrix thermosphacta a 4 °C est une
source de danger pour la sécurité sanitaire des aliments conservés au frais. En effet, ces micro-
organismes peuvent se multiplier pendant le stockage, provoquant ainsi la détérioration de la
qualité¢ des produits au niveau sensoriel ou, pire encore, la possibilit¢ de toxi-infections
alimentaires (Zhou et Wang, 2021). La mise en ceuvre d'une autre méthode de conservation, en
plus de la réfrigération, s'avére alors indispensable. Par exemple, on peut citer le

conditionnement sous vide, I'emploi d'additifs antimicrobiens ou d'emballages actifs.

Dans les environnements naturels froids, les bactéries psychrophiles participent a la

dégradation de la matieére organique et au recyclage des nutriments. Leur étude présente aussi
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un intérét biotechnologique, notamment dans la production d’enzymes froid-actives pour des
applications industrielles (détergents, bioremédiation, bioconversion a basse température)

(Gerday et Glansdorft, 2007).

Environnementales deviennent défavorables, notamment en raison d’une forte
limitation en nutriments et de ’accumulation de composés toxiques. Le taux de mortalité
dépasse alors le taux de division, entrainant une réduction exponentielle de la population

bactérienne et la lyse cellulaire (Fernandez-Martinez et al.,2010).
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1. Matériel et Méthodes

L’ensemble des manipulations expérimentales ont été réalisé dans les laboratoires de
Biologie de I'université Abdelhafid Boussouf de Mila.

1.1. Préparation de matériel végétal

1.1.1. Présentation de la zone de prélévement

Le présent travail utilise comme échantillon végétal ['Origanum Vulgare, qui inclut des
tiges et des feuilles comme parties aériennes. Il a été cueilli le 14/02/2026 a une température

de 19°C, dans la région Djebel El Ouahch, Constantine. (Figurel3).
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Figurel3. Origanum vulgare récolté dans la région de Constantine a Djebel El Ouahch.

1.1.2. Séchage

A la suite de la récolte, le matériel végétal a été minutieusement nettoyé afin
d’¢liminer les impuretés, notamment les particules de poussicre. Les tiges ainsi que les fleurs
ont été totalement retirées, ne conservant que les feuilles pour les analyses ultérieures. Les
feuilles de Origanum V. ont été séchées a I’ombre durant une semaine, disposées sur un
support propre et exposées a ’air libre, tout en étant protégées de 1’humidité. Aucun procédé
thermique n’a été utilisé afin d’éviter toute altération des composés bioactifs. Apres séchage,
les feuilles ont été conservées dans des sacs en papier propres jusqu’a leur utilisation (figure

14).
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Figurel4. Les feuilles de I’Origanum V.

1.1.3. Broyage

Les feuilles séchées de la plante (Origanum V) ont été broyés a 1'aide d’un broyeur électrique
pour mati¢res végétales. La poudre obtenue a été¢ emballée dans du papier propre sellé a

l'abri de la lumiére et de la chaleur jusqu'a utilisation.

Figurel5. La poudre de I’Origanum V.

54




Partiell : Recherche Expérimentale

1.1.4. Préparation de I'extrait aqueux de I’Origanum V

Selon la méthode décrite par Saeed S. Al-Zoreky (2009) I’extrait aqueux a été préparé
par addition d’eau distillée stérile, préalablement chauffée entre 40 et 50 °C, a 100 g de
poudre d’ V., jusqu’a atteindre la saturation (environ 650 ml). Le mélange a été
maintenu sous agitation. Modérée et continue a une vitesse de 50 Hz pendant 48 heures, selon
la méthode de macération sous agitation. Ensuite, I’extrait obtenu a été filtré a deux reprises a
I’aide d’un papier filtre standard. Le filtrat obtenu a été réparti dans des boites de Pétri afin
d’accélérer le séchage. Le séchage a pris une semaine dans 1I’é¢tuve. L’extrait séché a été
rassemblé par une spatule et pesé¢ et stocké dans des tubes Eppendorf (microtubes)

L’extraction est réalisée a partir de 100g de poudre dans 650 ml d’eau distillée stérile
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Poudre Origanum

100g

Ajout de 650 ml

d’eau distillée

Agitation
S0Hz/48h 1°abri
d agitateur

Filtration deux fois
pour le mélange et
récupération de

I’extrait aqueux

Partage du filtra
sur
des boites de pétri

Evaporation a
température

ambiante

Figure 16. Protocole de préparation de I’extrait aqueux de I’ Origanum
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1.1.5. Préparation de la solution meére de I’extrait aqueux

A TI’aide d’une balance, prélever 5 g de 1’extrait aqueux séché d’OriganumV., puis le
mélanger avec 50 ml d’eau distillée stérile chauffée a une température ne dépassant pas 40
°C, (rapport 5 g/50 ml). Le mélange est ensuite transféré dans un flacon stérile (Figure
17)
et homogénéisé a 1’aide d’un vortex. Le récipient est recouvert de papier aluminium, puis

conservé au réfrigérateur en vue des utilisations ultérieures.

Figurel7. La solution mére de I’extrait aqueux de I’Origanum V. préparée le 12/04/2026

Selon les valeurs des CMI (voir Tableau, Chapitre 1), nous avons choisis la concentration
Smg/ml comme concentration de la solution mere (100%).
A partir de la concentration de départ (100%), les volumes de 1’extrait ajoutés au lait sont

calculés comme suit :

ClxV1=C2xV2
S5g/50mL x V1 = 5mg/mL x100mL

¢ Concentration de la solution mére de I’EA O Concentration de

EA recherchée dans le lait.
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*  Volume réactionnel du lait supplémenté d’EA.

Donc 5000mg/50mL x V1 = Smg/ml x 100mL
V1=5mL 100%

Ainsi de suite pour : V2, V3, V4

V2=3,75ml 75%

V3=2,5mL 50%

V4=1,25mL 25%.

Selon les résultats rapportés dans les différentes études, la concentration de 25 %,
correspondant a 1’ajout de 1,25 ml d’extrait d’Origanum au lait, apparait comme la

concentration optimale pour les bactéries a Gram positif, en particulier les bactéries lactiques.
Les valeurs des volumes ajoutés au lait sont résumées dans le Tableau

Tableau 7. Concentrations, pourcentages et volumes d’EA de I’Origanum V. ajoutés au lait

Concentration de EA dans le | Volume ajoute au lait Pourcentage
lait (mg/ml)
(ml) (%)
1 5 100
25 1,25 25

1.2. Echantillonnage du lait cru

La zone concernée est située dans la région d’Oued Khlouf, relevant de la commune

d’Oued Khlouf, daira de Chelghoum 4L’ Aid, wilaya.
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Figurel8. La région d’Oued Khlouf

Les échantillons de lait ont été prélevés sur une seule vache en bonne santé de race
importée (Figurel9). Elle a environ quatre ans et sa nourriture est représentée par, l'ensilage,

d’orge, d'avoine et de foin.

Chaque fois que le prélevement a été fait, le bout des trayons a été nettoyé avec un
essuyage avec des serviettes de papier secs et stériles. Les jets initiaux sont écartés et 25 ml de
lait cru sont prélevés de chaque pis des quatre vaches et mis dans un flacon stérilisé. Les

échantillons sont transportés au laboratoire dans une glaciére a 4 °C.

Figure 19. Les vaches laitieres prélevées dans 1’étude.
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2. Analyses microbiologiques

2.1. Culture bactérienne

v" 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.

v' Gélose MRS (Man Regossa 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.

Figure20. Préparation du milieu de culture.

2.2. Préparation de I’eau physiologique

La solution physiologique a été preparee par dissolution de 9 g de NACL dans un litre d’eau

distillee, puis la solution a été sterilisee avant utilisation.
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Figure21. La préparation de 1’eau physiologique.
3. Suivie de la cinétique de croissance microbienne

Dans l'industrie laitiére, le stockage du lait cru au réfrigérateur 4 moin 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 , 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 ) .

Les cinétiques de croissance microbiennes des bactéries lactiques ont été suivies a des

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

ONE
) A

\ \

J : jour BL : Bactéries lactiques-

v

|
o

Oks
Okt

Figure 22 .Suivi de la cinétique de croissance microbienne durant la réfrigération du lait.
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3.1. Préparation des dilutions décimales

*  Selon Guiraud et Rosec (2004) et Dellarras (2007), des dilutions stériles
jusqu’a 107° sont préparées.
* 1 mL d’échantillon est transféré dans 9 mL d’eau physiologique pour
obtenir 107, puis cette procédure est répétée jusqu’a 10-°.
3.2. 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.

* Seules les boites présentant des colonies entre 30 et 300 ont été prises en

compte pour le dénombrement (Guiraud et Rosec, 2004).
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Dilution décimales 107!, 102,
103,104, 107

|

Culture en masse sur gélose
MRS

l

Incubation a 37 ¢°/48 h

l

Dénombrement des colonies 30-
300 UFC.mL-1

Figure 24. Etapes opératoires de 1’évaluation des bactéries lactiques

3.3. Dénombrement

Le nombre de dilutions a réaliser dépend de la concentration cellulaire de I’échantillon
de départ. Le nombre de colonies comptées dans une boite de pétri doit étre compris entre 30

et 300 UFC/mL.

Figure 25. Dénombrement des bactéries lactiques .
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3.4. Suive du pH

Le pH du lait a ét¢ mesuré toutes les 48 heures pour suivre les modifications dues a I’activité

microbienne.

Figure25. Suivie du pH pendant 10
3. 5.0bservation macroscopique et microscopique

Apres 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 .
4. Préparation du frottis

La préparation du frottis a été réalisée selon la méthode décrite par Hans Christian Gram

(1884

» Déposer une petite goutte d’eau sur une lame.
* Flamber ’anse de platine dans la flamme du bec benzene.

» Laisser refroidir quelques secondes (10s), en restant pres de la flamme.

* Prélever un minuscule fragment d’une colonie isolée, couvercle entrouvert et rester a
O proximité de la flamme.

» Etaler le prélévement a la surface de la lame en le dispersant dans la goutte d’eau.

* Attention: flamber 1’anse avant de la redéposer.

* Laisser sécher (complétement) a I’air

» Fixer les bactéries sur la lame en plassant celle-ci rapidement dans la flamme, 3 fois.

» Laisserrefroidir quelques secondes apres chaque passage.
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4.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram a ¢été réalisée selon la méthode décrite par Cappuccino et
Welsh (2017), avec le violet de gentiane comme colorant primaire et la fuchsine comme
contrecolorant. Un frottis bactérien a été préparé sur une lame propre, séché a l'air libre puis
fixé a la chaleur. Le frottis a ensuite été¢ recouvert de violet de gentiane pendant 1 min, puis
rincé délicatement a 'eau distillée. Aprés ajout du Lugol pendant 1 min et ringage a I'eau, la
décoloration a été effectuée a I'é¢thanol a 95 % pendant 10 a 20 s. La lame a ensuite été rincée
immédiatement a I'eau puis recouverte de fuchsine pendant 30 a 60 s. Aprés un dernier
ringage et séchage, les préparations ont été observées au microscope optique a l'objectif a
immersion (xX100). Les bactéries Gram positives apparaissent en violet foncé tandis que les

bactéries Gram négatives prennent une coloration rose a rouge (Cappuccino & Welsh, 2017).

5. Manipulation du logiciel ORIGIN 6
1. L’ouverture de programme

Microcal Origin - UNTITLED
File Edt View Plot Column Anslysis Tools Format Window Help

sleEne sk &3S AllvBm 5|

R a2z || T2l /]m] 0]

/|| o | 0 24 L |

|43 unTmLED Name | Type | view | Size | Modified | Crested | Dependents

o 3 0sta1 Worksheet Normal 6KB 04/06/2026 16:42 04/06/2026 15:44 0

DatalC st | |

Figure27. Ajout des colonnes

2. Insertion des données expérimentales dans les cellules correspondantes a chaque

variable (temps, UFC, pH, etc.).

65




Partiell : Recherche Expérimentale

Microcal Origin - UNTITLED
File Edit View Plot Column Analysis Tools Formst Window Help

DRisReRe sls«ae sk 8 Fs| aLBm 1 | i)
| k= |2l |mle

/1] | o 10| 25 L |

/23 UNTITLED Name | Type | View | saze Modified | Created | Dependents
al)uﬂ Worksheet Normal 6B 04/06/2026 16:42 04/06/2026 15:44 0

DatalC Datar cap | | |

Figure28. Insertion des données expérimentales
3. Renommage des colonnes

Par double-clique sur ’intitulé de la colonne (ex. : A(x), B(X)) dans "Column Name" entrée le

nom adapte (ex : temps, UFC, etc.)

Microcal Ongin - UNTITLED
File Edit View Plot Column Analyiiz Tools

Formst  Window Help

kb —
I~ Erumerate al to the nght Cancel I

ConmnWidh [8 [ Aphtost

Camitd ot co] ] o]

|2 |mi @l mola )| vIL]

Datat A Datat* lCap [ [ |

Figure29. Renommage des colonnes

3.Tracé des courbes
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Par sélection des colonnes de données, puis clic sur 1’icone "Scatter" dans la barre d’outils

pour générer un graphique de dispersion.

|BY Microcal Origin - UNTITLED - [Grapht] = o0 X
B Fie ESt View Graph Dsts Anabysic Took Format Window Help - &

DlenRRRRBE *ssee sk & s A EBE i e

A®) | IRl Blo] [k al+|s||(T|x|clsalef
.——

754 " AED l
e ® AE25
LER -

- . -

Nombre de colonnie (Log UFC 10-1)
b3

| Type | View | sze | Modified | Created | Dependents
Worksheet Normal e 0470672026 16:a2 V0872026 154 1
Graph Mavimized 8 0470612026 2349 O4/06/2026 23:49 0
L Duai A8 Gapht | [ ||

Figure30. Tracé des courbes
4. Personnalisation des axes

Un double-clic sur les titres des axes permet d’accéder a la fenétre de configuration afin de les

personnaliser selon les variables étudiées (Temps (j), UFC/ml, pH, etc.).

[P Wicrocal Origin - UNVITLED - [Graph] = 5] X
|3 Fie Edt View Graph Dte Anslyss Tools Format Window Help - & A

Dlais/RalRRE oe«ne s 8 6s ALEE i | e
Aem = DS Fol | [kRa+le[]T]2~]/n]e]

p ——li

h 3 e orre %
3 e < Secgunt [Bow) =] [ U Syt o]
e b Certes Mui Line
©  eod J " * | Rotste(deg)[0 o [ Cred |
% T[E ] See[Z 3] [ Acelomatingio sllsbeks mer _Set Dl |
% P - k : [ And “lme= < N|B|r|ul<|x|r|
E ] . [Monbre de colonnie (Log UFC 10-1) =
3
£ s
[ 3
i 304 > .

Nombre de colonnie (Log UFC 10-1)

i [Ousl AE)  Grapht* | [ | |

Figure 31. Personnalisation des axes

5 Modélisation de la courbe de croissance
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Par 'utilisation de I’option" Line +Symbol" on obtient la modélisation

J@ Microcal Origin - UNTITLED - (Grapht] = 0 X
B File Edit View Graph Data Analysis Tools Format Window S o - =i
_J_L_I_LJD a8 i.f .a.f gl;l_J;LaLanl_ul_J A EYET)|

[& Al gl Tllel~] 8o

9 9
w o

2
°

x
°

Nombre de cellulaire (log UFC/mL)
&
&

0J 2 8 @9 4y 6J 8J 104
Temps (jours)
| s o] [ et [0 |
(B3 UNTITLED Name [ Type | view [ size | Modified [ crested |
@ Datat Worksheet Normal s 04/06/2026 16:42 04/06/2026 15:44 1
‘ [ Graph1 Graph Maximized e 05/06/2026 01:00 05/06/2026 o
LinearFit1 ‘Worksheet Hidden KB 05/06/2026 00:09 05/06/2026 00:09 o
[ PolyFi1 Worksheet Hidden 8 05/06/2026 00:46 05/06/2026 00:46 0
d ~ — ————— Oatal [AG;__[Gropht: | i

Figure 32. Mod¢lisation de la courbe de croissance
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2. Résultats et Discussions
2.1. Résultats
2.1.1. Culture bactérienne

I1 est important de noter que 'objectif de cette étude est le contrdle des cinétiques de
développement des bactéries lactiques dans le lait cru réfrigérée a 4 °C durant 10 jours, en

présence et en absence d'extrait végétal.

Tableau 8. Description macroscopique et microscopique des colonies

Flore totale Aspect
macroscopique des

Aérobie colonies

mésophile Sur gélose nutritive.
Les colonies sont de

Sur gélose tailles différentes de 1
a 3 mm. La plupart

Nutritive des col.onles
apparaissent blanches
et rondes a contour
régulier
Les colonies sont de
forme ronde, grande
ou petite de couleur
blanchatres

Sur milieu

MRS
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2.1.2. Evolution du pH

De 0 a 6 jours de conservation, une diminution progressive du pH a été observée,
passant de 7,37 a 4,76. Cette acidification peut étre attribuée principalement a 1’activité

métabolique des bactéries lactiques naturellement présentes dans le lait, notamment les genres

Lactobacillus,Lactococcus et Enterococcus (Fox et McSweeney, 1998 ; O’Callaghan et Van

Sinderen, 2016).

Ces microorganismes utilisent le lactose comme substrat énergétique et le transforment
en acide lactique, entrainant ainsi une augmentation de I’acidité du milieu et une diminution
progressive du pH (Walstra et al., 2006 ; Prescott et al., 2011).  L’accumulation de 1’acide
lactique au cours du stockage favorise 1’établissement d’un environnement plus acide, limitant
le développement de certains microorganismes indésirables et contribuant a la stabilité

microbiologique du lait (Salaiin et al., 2005).
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Figure 33. Les variations du pH durant 10 jours de réfrigération du lait.

Au huitiéme jour, une légére augmentation du pH a été observée, celui-ci passant de
4,76 a 5,40. Au dixiéme jour, cette augmentation s’est poursuivie pour atteindre 5,94. Cette
augmentation peut é&tre expliquée par le développement de bactéries psychrotrophes,
notamment Pseudomonas spp., capables de se multiplier a basse température et de produire
des enzymes protéolytiques (Cousin, 1982 ; Dousset et al., 1988). Par ailleurs, le pouvoir
tampon du lait, assuré principalement par les caséines ainsi que par les sels minéraux
(phosphates et citrates), 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

(Salatin et al., 2005 ; Agroscope, 2013).
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2.1.3. Controle de la présence microbienne dans I’extrait aqueux

On observe la présence de colonies au niveau des dilutions 107, 10" et 10, tandis que
les boites correspondant aux dilutions 107! et 1072 ne présentent aucune croissance
microbienne, indiquant une culture négative (Figure34). Ces résultats montrent que la
croissance microbienne augmente lorsque la dilution diminue. Cette prolifération pourrait étre

attribuée a la flore microbienne saprophyte naturellement présente sur la plante.

Figure 34. Controle microbien de ’EA.

2.1.4. Dynamique de la croissance microbienne

L’évolution de la dynamique de croissance microbienne des bactéries lactiques du lait
conservé a 4°C a été suivie durant 10 jours. L'échantillonnage a été effectué apres certains
intervalles de temps (0, 2, 4, 6, 8 et 10 jours), ou la flore lactique a été dénombrée. Les
données complétes sont présentées en détail, tandis que les valeurs résumées de la flore

microbienne, exprimées en log UFC-mL™, figurent dans le Tableau 9
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Jours lait lait+ extrait
0 3,95 3,92

2 4,09 4,7

4 6,22 5,21

6 6,3 5,38

8 7,36 5,4

10 7,31 6,29

Tableau 9. Evolution de la croissance microbienne en log UFC. mL-1 des bactéries

lactiques du lait a 4 °C durant 10 jours

L’évolution des bactéries lactiques au cours du stockage a 4 °C a révélé une
augmentation progressive de la charge microbienne dans les deux échantillons étudiés. Au
début de I’expérience (JO), les charges microbiennes étaient pratiquement similaires, avec
3,95 log UFC-mL™" pour LO et 3,92 log UFC-mL™" pour L1. Aprés deux jours de
conservation, une augmentation légérement plus marquée a été observée dans L1 (4,70 log
UFC-mL™) comparativement a L0 (4,09 log UFC-mL™"). Cette différence peut étre attribuée a
la variabilité biologique des échantillons ou a une phase d’adaptation des microorganismes

présents (Prescott et al., 2011).

A partir du quatriéme jour, la croissance des bactéries lactiques devient plus
importante dans LO que dans L1. Les charges microbiennes de LO ( lait sans extrait) atteignent
respectivement 6,22 ; 6,30 ; 7,36 et 7,31 log UFC-mL™" aux jours 4, 6, 8 et 10, alors que celles
de L1 restent plus faibles, avec des valeurs de 5,21 ; 5,38 ; 5,40 et 6,29 log UFC-mL™!' aux
mémes périodes. L’écart maximal est observé au huitiéme jour, ou une réduction d’environ
1,96 log UFC-mL™" est enregistrée dans L1(lait avec extrait) par rapport a L0O. Ces résultats
suggerent que l’extrait aqueux d’Origanum vulgare exerce une activité antimicrobienne
capable de ralentir la prolifération de la flore lactique au cours du stockage réfrigéré du lait.
Cette action inhibitrice est attribuée aux composés phénoliques de 1’origan, notamment le
carvacrol et le thymol, connus pour leurs propriétés antimicrobiennes (Burt, 2004 ; Bakkali et
al., 2008). Des études antérieures ont également démontré I’activité inhibitrice de 1’origan vis-

a-vis de diverses bactéries d’altération et pathogénes (Nostro et al., 2004).
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Le dépassement du seuil de 7 log UFC/mL représente un risque sanitaire potentiel,
particuliérement pour la transformation fromagere ou la consommation directe. Ces résultats
soulignent I’importance d’un traitement rapide du lait cru et la nécessit¢é d’une hygiene

rigoureuse des la traite pour limiter la contamination initiale (Kable et al., 2019).
2.1.5. 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 1’aide du logiciel
Origin 06. Ce traitement a permis de tracer les courbes de cinétique de croissance
microbienne (Figure35) et de déterminer les parametres de croissance, a savoir : le taux de
croissance maximal (umax), la durée de la phase de latence (), ainsi que la concentration

maximale en biomasse atteinte (Xmax).

L —=-A0
6,5 - —e-AE25

6,30
6,0 -

556
BB [ssevsrccsurimpessssiinnsoammnsssase LR
50 :

45

4,0 -

Nombre cellulaire (log UFC/mL)

35|

3,0 _2’?8 T T —>
0J 2J 3 35) 4 6 8J 10
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Figure 35. Courbes de croissance du nombre des bactéries lactique obtenues par le
logiciel origine 06 dans le lait réfrigéré pendant 10 jours a 4 °C (dans le lait sans extrait et le
lait additionne d’extrait), provenant de ferme laitiere du bassin dans la région de Mila,

Algérie.
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A partir des données expérimentales et aprés application du modéle sigmoidal via ORIGIN 6,

les parametres cinétiques suivants ont été¢ déterminés (Tableau 10) :

Tableau 10. Les valeurs des paramétres de croissance microbiennes des bactéries

lactiques dans le lait

Ferme / Les cordonnes Les % EA X max p max G localisation géographiques

altitudes(m)

Ferme 36°03'32" N: 926 0 731 0,337 2,98
' o ! n

el e 8 25 6.29 0,360 35

Khelouf

(Mila)

X max : Niveau maximal de croissance (Log UFC.mL-1) p max :
Vitesse maximale de croissance (A Log UFC.mL—1%*jour)
G : Temps de génération (Jours) = 1/p max

Les résultats des parameétres cinétiques de croissance sont transformés en histogrammes

(Figure36).
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Figure 36. Effet de I’ajout de I’extrait aqueux sur les paramétres de croissance.
Microbienne : la croissance maximale (X max), la vitesse maximale de croissance (i max) Et

le temps de générations (QG).

La concentration 25% d’EA a donné le temps de génération le plus long (3,5jours) avec un
niveau maximal (X max) faible de 6,29 Log UFC.mL-1 par rapport au témoin (7, 31 Log
UFC. mL™).

Donc la durée de vie du lait est améliorée par I’ajout d’EA a 25% par rapport au témoin
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2.2. 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, tandis que le Tableau rapporte les paramétres
de croissance microbienne obtenus.

Le nombre initial des bactéries lactiques dans les échantillons de lait cru prélevés dans la
ferme

(bassin) été de 3,95 log UFC ml -1 et pour le lait cru avec 1’extrait d’origanum été 3,92 Log
UFC ml-1. Ces valeurs ne dépassaient pas la limite d'hygiéne (4.69 log UFC. mL-1) rapportée
par Cempirkova et Mikulova (2009) et Gargouri et al. (2013). Cela dénote le respect des
bonnes pratiques d'élevage, un bon état de santé des animaux et un environnement de ferme

hygiénique appréciable.

Les produits végétaux sont largement utilisés pour aromatiser les aliments et améliorer leurs
qualités organoleptiques L’Origanum vulgare est particulierement riche en carvacrol et en
thymol, deux composés capables de perturber la membrane cellulaire bactérienne et d’altérer
certaines fonctions métaboliques essentielles, limitant ainsi la croissance et la multiplication
des microorganismes (Carson et al., 2002). La présence de ces molécules pourrait contribuer a

I’effet inhibiteur observé sur la croissance des bactéries lactiques au cours du stockage.

2.3. Niveau de croissance maximale

Apres 10 jours de stockage, la croissance microbienne maximale a atteint 7,31 log
UFC-mL™ dans I’¢échantillon témoin contre 6,29 log UFC-mL™" dans 1’échantillon traité par
I’extrait. Cette réduction de 1,02 log UFC-mL™" met en évidence 1’effet inhibiteur de I’extrait
sur le développement bactérien. Toutefois, la croissance observée dans les deux échantillons
indique que certaines bactéries, notamment les bactéries lactiques, ont conservé leur capacité

d’adaptation et de multiplication durant la conservation.

Des résultats similaires ont été rapportés en Algérie et a I’étranger. En Algérie, Boubendir et
al. (2016) ont observé une augmentation progressive des populations bactériennes dans le lait
cru réfrigéré au cours du stockage, mettant en évidence la capacité d’adaptation de certaines
flores bactériennes aux basses températures. Dans une autre étude réalisée en milieu rural
algérien, Khedid et al. (2009) ont montré que les conditions d’hygiéne insuffisantes lors de la

traite, du transport et du stockage favorisent le développement de bactéries psychrotrophes
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méme sous réfrigération. A 1’échelle internationale, Griffiths et Phillips (2000) ont rapporté
que certaines bactéries comme les bactéries lactiques du lait peuvent maintenir leur croissance
a froid grace

a leurs mécanismes d’adaptation physiologique. De plus, Burt (2004) a démontré que les
extraits naturels riches en composés antimicrobiens réduisent la croissance bactérienne sans
I’¢éliminer totalement. Ces observations concordent avec les résultats obtenus dans la présente
¢tude, ou la croissance maximale a été réduite de 7,31 log UFC-mL™" dans le témoin a 6,29

log UFC-mL™ en présence de 1’extrait apres 10 jours de stockage.

2.4. La phase de latence

Les temps de génération (A) obtenus dans la présente étude allaient de 2,98 presque 3
jours et de 3,5 jours dans le lait cru sans extrait et dans le lait avec extrait respectivement. Peu
d'études ont évalu¢ les parameétres microbiens de croissance pendant la réfrigération du lait.
Serrer et al. (2023) ont mis en évidence un allongement significatif de la phase de latence
dans du lait cru réfrigéré additionné d'extraits aqueux de romarin et d'origan. Les auteurs ont
observé que la durée de la phase de latence passait de 1,20 + 0,80 a 1,66 + 0,92 jours dans les
échantillons supplémentés en romarin et de 4,12 = 0,11 a 5,04 £ 0,97 jours dans ceux
additionnés d'origan. Cette augmentation a ¢été attribuée a l'activité antimicrobienne des
composés phénoliques présents dans ces extraits, notamment le thymol et le carvacrol,

capables de retarder 1'adaptation et la multiplication des microorganismes.

Toutefois, les valeurs de phase de latence enregistrées dans la présente étude demeurent
inférieures a celles rapportées par Boubendir et al. (2016) dans du lait cru réfrigéré provenant
d'une région semi-aride algérienne, ou une phase de latence particulierement longue, comprise
entre 6,7 et 10,5 jours, a été observée. Les auteurs ont attribué cette croissance microbienne
lente a la composition spécifique du microbiote laitier ainsi qu’a la présence potentielle de
substances bioactives d'origine végétale issues de l'alimentation des animaux. Ces différences
suggerent que la durée de la phase de latence est influencée non seulement par l'ajout
d'extraits végétaux, mais également par les caractéristiques microbiologiques initiales du lait,

les conditions d'¢levage, I'alimentation animale et les conditions de conservation.

La phase de latence correspond a une étape physiologique durant laquelle les cellules

bactériennes restent métaboliquement actives sans entrer immédiatement en phase de
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multiplication exponentielle. Sa durée dépend de plusieurs facteurs, notamment la
température, le stress initial, la composition du milieu (lactose, protéines, minéraux) et le type

d'espéces bactériennes présentes (Madigan, 2018).

Dans la présente étude, un retard de croissance microbienne a ¢té observé dans le lait
additionné d’extrait aqueux d’origan par rapport au lait t€émoin. Cette différence traduit une
meilleure stabilité microbiologique du lait traité. Elle suggere également la présence de
molécules bioactives dans I’extrait aqueux d’Origanum vulgare, capables d’influencer le

développement microbien au cours de la conservation.

Ce comportement peut étre expliqué par I’activité antimicrobienne des composés phénoliques
de ’origan, notamment le thymol et le carvacrol, reconnus pour leur capacité a perturber les
membranes cellulaires et a inhiber la croissance bactérienne. Des résultats similaires ont été
rapportés par Gaysinsky et al. (2007), qui ont mis en évidence 1’effet inhibiteur des composés
phénoliques dans des matrices alimentaires. De méme, Burt (2004) a démontré 1’efficacité des
extraits végétaux riches en thymol et carvacrol contre plusieurs bactéries impliquées dans la
détérioration des aliments. Par ailleurs, Ananda Baskaran et al. (2009) ont confirmé I’activité
antibactérienne de divers extraits végétaux sur des bactéries Gram positives et Gram

négatives.

L’¢tude de Pasca et al. (2015) a montré que I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
analysée sur les microorganismes du lait présentait une activité antibactérienne contre

Staphylococcus spp., Aeromonas hydrophila et Bacillus cereus, confirmant ainsi 1’efficacité
des composés aromatiques végétaux contre plusieurs bactéries impliquées dans 1’altération et

la contamination du lait.

En fin, il est reconnu que I’alimentation des ruminants peut influencer la composition du lait.
Les paturages riches en plantes aromatiques peuvent augmenter la teneur en composés volatils
tels que les terpénes (Larsen et al., 2012) et modifier le profil lipidique du lait (Rubino et al.,
2006).

En résumé, une analyse comparative entre le lait de contrdle et le lait a forte concentration en
extrait aqueux d’origan nous permet de démontrer que 1’utilisation de ces extraits végétaux a

permis d’inhiber le développement microbien et d'assurer la stabilit¢ du lait pendant la
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réfrigération, ce qui met en évidence son potentiel comme conservateur naturel. (Burt, 2004 ;

Gaysinsky et al., 2007).

2.5. Régression linéaire

I est noté que la régression linaire de la corrélation entre les concentrations de I’extrait
aqueux d’Origanum V. et les niveaux de croissance maximales sont favorablement linéaires

avec une valeur de R2 de 1.
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Figure 37. Régression lin€aire de la corrélation entre les concentrations de I’EA et la

croissance microbienne maximal (X max).
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Conclusion générale

Cette étude s’est attachée a évaluer 1’évolution des bactéries lactiques dans le lait cru
réfrigéré, collecté dans une ferme laitiére d’ouled khelouf de la région de Mila (Algérie) et
aussi dans le lait cru additionne d’un extrait d’origanum, 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, évaluer I’effet d’extrait

aqueux ajoutée au lait réfrigérer sur la croissance des bactéries lactiques.

Les échantillons de lait cru ont été conservés dans des conditions contrdlées de
température, et des prélevements ont été réalisés a intervalles réguliers afin de suivre
I’évolution de la flore lactique au cours du stockage. L’ensemencement sur milieu MRS,
sélectif pour les bactéries lactiques, a permis d’évaluer la dynamique de croissance de cette
population microbienne. Les résultats ont montré une augmentation du nombre des bactéries
lactiques dans les deux échantillons durant la conservation réfrigérée. Au cours des premiers
jours de stockage, une croissance limitée a été observée, correspondant a une phase de latence
durant laquelle les bactéries s’adaptent aux conditions du milieu. Par la suite, le lait cru (AEO)
a présenté une augmentation plus rapide de la population bactérienne, traduisant 1’entrée dans
une phase exponentielle a partir du quatrieme jour. En revanche, le lait cru additionné d’un
extrait d’Origanum (AE25) a montré une croissance plus progressive et moins marquée,

indiquant un

ralentissement de la phase exponentielle sous I’effet de I’extrait végétal.

L’¢étude des caractéristiques culturales et morphologiques des colonies développées sur
les milieux de culture (MRS, gélose nutritive) a mis en évidence une diversit¢ phénotypique
traduisant la richesse microbienne du lait cru. Les colonies présentaient des formes, couleurs

et tailles variées, reflet de la coexistence de différentes espéces bactériennes.

L’observation au microscope aprés coloration de Gram a mis en évidence une
prédominance de bactéries Gram positives présentant une morphologie en batonnets. Ces
cellules ont été observées soit isolément, soit organisées en chainettes, ce qui correspond aux
caractéristiques morphologiques généralement associées aux bactéries lactiques, notamment
celles appartenant aux genres Lactobacillus, Leuconostoc et Lactococcus. En effet, ces

bactéries sont réputées pour leur aptitude a produire divers agents antimicrobiens, notamment



des acides organiques (comme 1’acide lactique), du peroxyde d’hydrogene, ainsi que des
bactériocines, des peptides antibactériens particulieérement actifs. Grace a ces composés,
Lactobacillus joue un rdle essentiel dans la protection du lait contre les bactéries pathogenes
telles que Listeria monocytogenes, Staphylococcus saprophyticus. 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 stabilité 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 I’ajout de

conservateurs chimiques.

La construction de courbes cinétiques a permis de modéliser la dynamique de croissance
des bactéries lactiques dans le lait cru ainsi que dans le lait cru additionné d’un extrait
d’Origanum. Elle a mis en évidence les différentes phases de croissance (latence,
exponentielle et stationnaire). L’application d’un mod¢le biomathématique, basé notamment
sur la régression linéaire, a renforcé 1’interprétation des données et permis de quantifier les

principaux parametres de la croissance bactérienne a basse température.

I1 est remarqué aussi qu’il existe un retard de croissance microbienne notable dans le
lait de qui contient une concentration de 25 % d’extrait aqueux d’Origanum caractérisée par
une phase de latence prolongée. Cette activité antimicrobienne pourrait s’expliquer par la
richesse et la complexité chimique de I’extrait, dont les composés bioactifs peuvent agir de
maniére individuelle ou synergique sur les micro-organismes. Ainsi, la concentration de 25 %
représente le meilleur compromis entre efficacité inhibitrice et impact sur la dynamique de
croissance microbienne. Elle contribue également a la stabilité microbiologique du lait en

ralentissant le développement des bactéries et en limitant les phénomenes d’altération.

Aussi comme perspectives il est intéressant, dans des travaux futurs, d’évaluer la
qualité sensorielle du produit fini afin d’analyser I’impact de 1’ajout de 1’extrait aqueux (EA)
sur son acceptabilité par les consommateurs aussi ils peuvent €tre ajoutés des extraits de
plante en tant que bio préservateurs pour améliorer la sécurité du lait e sa durée de

conservation.
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Annexes

Annexe 1 : Composition de milieu de culture
Milieu MRS (De Man Rogosa et sharpe, 1960)
Extrait de levure 5g

Extrait de viande 10g

Peptone 10g

Acétate de sodium 5g

Citrate de sodium 2g

Glucose 20g

Kh2po 42¢g

Mgso4 0,25¢g

Mnso4 0,05g

Agar-agar 15¢g

Cystéine-Hel  0,5g

Eau distillée

1000ml pH 6,8

Gélose nutritive

Peptone 5g

Extrait de levures 2,5g

Glucose 1g Agar-

agar 15g pH 7,2
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Préparation de I’extrait aqueux 25%
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Annexe 3 : Evolution des bactéries lactiques du lait durant 10 jours de stockage a froid a 4°C sans multiplication par le facteur de dilution

Dilution 0j 2j 4 6i 8j 10j
Témoin 1,00%-01 84 94 80 74 300 300 300 300 | 210 | 300 300 300
1,00%-02 88 89 121|123 300 300 300 300 | 300 | 300 300 300
1,00%-03 77 71 100 |93 300 266 216 114 300 | 282 300 300
1,00%-04 50 52 60 66 115 220 116 283|288 290 300 300
1,00%-05 12 0 49 40 300 300 243 300 | 253 | 200 210 200
25% 1,00%-01 84 94 25 29 300 300 246 273 [ 300 | 291 300 300
1,00%-02 38 94 25 20 300 300 200 300 | 300 | 255 300 240
1,00%-03 38 45 45 56 124 200 203 277|235 262 300 290
1,00%-04 5 8 70 71 229 300 300 300 | 300 | 270 270 120
1,00%-05 1 7 11 12 300 200 300 300 | 200 | 120 220 240

Annexe




Annexe 4 : Moyennes de Deux répétitions du dénombrement, écarts types et valeurs de log UFC.

0 JOURS 2J 4J 6J 8J 10J
T1
UFC/ ml | 8800 8900 112100 | 12300 | 1150000 2200000 1160000 2830000 2880000 | 2900000 21000000 | 20000000
Moyenne | 8850 12200 1675000 1995000 2890000 20500000
Ecart
type 742 462,12 1 180 868,32 14 142,14
70,71 141,42 ’ ’ , 707106,78
log UFC | 3,95 4,09 6,22 6,30 6,46 7,31
T2
UFC/ ml | 340 940 145000 | 56000 | 124000 | 200000 203000 277000 235000 | 262000 | 2700000 1200000
Moyenne | 520 50500 162 000 240 000 248 500 1950 000
Ecart
t
ype 70,71 7778,17 53 740,12 52325,90 19.091,88 1 060 660,17
log UFC | 3,92 4,70 5,21 5,38 5,40 6,29
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Annexe

Annexe 5 : suivi de pH

Jours

0

10

pH

7.37

6.68

6.06

5.94

4.76

5.50
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