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Introduction

Le lait et les produits laitiers manufacturés sont des éléments importants d’une
alimentation saine et figurent parmi les aliments les plus consommeés. Aliment hautement
nutritif, le lait est composé de protéines, de graisses, de glucides, de calcium, de vitamines
et de minéraux, offrant un environnement idéal pour la croissance de micro-organismes
(Quigley et al., 2013).

La contamination bactérienne des produits laitiers est une préoccupation majeure dans
le monde entier (Gopal et al., 2015), car la production et la consommation de produits
laitiers ont considérablement augmenté au cours de la derniére décennie. On sait que le lait
cru abrite généralement des communautés microbiennes complexes contenant divers
microorganismes (Quigley et al., 2011). La microflore indigéne dans le lait cru a un impact
direct sur le développement ultérieur des produits laitiers (Schornsteiner et al., 2014). Les
micro-organismes peuvent non seulement affecter la qualité du lait et sa durée de
conservation, mais également produire des enzymes extracellulaires, susceptibles de
provoquer une détérioration de la qualité de la nourriture (Raats et al., 2011). De plus, des
compositions microbiennes anormales dans le lait pourraient causer des problemes de
santé, en ce sens que la consommation de lait cru contaminé par des agents pathogénes

peut entrainer des maladies graves (McAuley et al., 2012).

La pasteurisation peut affecter négativement la qualité de conservation du lait. Elle est
incapable de détruire les spores de Clostridium botulinum et de Bacillus cereus et le choc
thermique peut provoquer leur germination (Melini et al., 2017), aussi entrainer une
modification de la constitution chimique du lait qui donne un godt de cuit (Génin 1935 ;
Clark et al., 2008).

Le lait fraichement tiré du pis ne contient souvent pas de populations détectables de
bactéries psychrotrophes. Cependant, apres la collecte du lait, les bactéries psychrotrophes
se développent également lorsque la chaine du froid est appliquée. Malgré ces
microorganismes ont des températures de croissance optimales et maximales au-dessus de
15 et 20 °C, respectivement (De Oliveira et al., 2015), ils ont en fait la capacité de pousser
a basses températures, comme 2-7°C. Cela signifie que, avec le temps, des populations
psychrotrophes peuvent se développer dans le lait et leur présence dans le microbiote de
lait cru peuvent devenir un sujet de préoccupation. L'inconvénient de psychrotrophe dans

le lait est leur capacité a produire des lipases et des protéases extracellulaires responsables

1



de la dégradation du lait mais également des produits laitiers (Hantsis-Zacharov et Halpern
2007).

L'industrie laitiere moderne présente des pertes jusqu'a 30% en raison de la détérioration
et de la réduction de la qualité du produit causée par les bactéries psychrotrophes
(Randolph 2006). D’autre part, certaines espéces de ces bactéries ont la capacité de
produire des toxines et / ou de montrer une résistance aux antibiotiques et doivent donc
étre considérées comme des bactéries pathogénes opportunistes pour I’homme (Munsch -
Alatossava et Alatossava 2006; Hamatha et Banu 2010; Senesi et Gelerdi 2010).

La courbe de croissance bactérienne est une représentation de la dynamique des
populations microbiennes, une notion fondamentale en microbiologie. Elle permet de
comprendre et de suivre 1’évolution de ces populations. Elle a des applications dans le
domaine de la conservation des aliments, en microbiologie industrielle et dans 1’évaluation

et le traitement des maladies infectieuses (Tortora et al., 2010).

L’augmentation de la demande du consommateur pour des produits sains sans
conservateurs encourage l’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).

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

I'industrie alimentaire.

Beaucoup d’études ont été menées en milieux de culture sur I’activité antibactérienne de
I’Origanum L. (Weerakkody et al., 2010 ; Licina et al., 2013 ; ElI Gendy et al., 2015).
Cependant, seulement quelques travaux rapportent 1’é¢tude de la dynamique de croissance
des bactéries psychrotrophes dans le lait (Hantsis-Zacharov et Halpern 2007 ; Cempirkova
et Mikulova 2009 ; Boubendir et al., 2016), et a notre connaissance, aucune ¢tude n’a été
conduite sur la dynamique de croissance microbienne par addition d’extrait de plantes dans

le lait réfrigére.



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 différentes concentrations de I’Extrait Aqueux (EA)

d’Origanum L.
- Diminution de la charge microbienne finale du lait.
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 1’introduction.
- Préparation d’EA de 1I’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

prélevements réguliers.

- Suivie de la cinétique de croissance microbienne, spécialement la flore totale viable et 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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Partie | : Recherche Bibliographique

Chapitre | : L’Origanum
1.Définition

Le terme Origan provient du latin Origanum L, lui-méme issu de grec Origanon. En le
décomposant étymologiquement, on trouve oros, la montagne et ganos signifie luminosité
(Wogiatzi 2009). En effet, I'origan est une plante herbacée vivace appartenant a la famille
des Labiates ou des Lamiaceaes, (Chishti et al., 2013). Le genre Origanum L. est adapté
largement aux conditions, notamment les sols calcaires secs, rocheux et les régions
chaudes et montagneuses (Kintzios 2002). Et pousse dans les régions méditerranéennes et
en Asie occidentale, Origanum vulgare L. (Figure 1) est la plus répandue parmi toutes les

especes du genre (Goliaris et al., 2002).

(A) (B)

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

2. Morphologie

Origanum vulgare est une plante aromatique a base de bois qui pousse a 20-30 cm de
hauteur, et la saison de floraison est entre Mai a octobre (Lukas et al., 2010). Les feuilles
sont ovales de couleur olive (en forme d’ceuf, avec extrémité plus large a la base), 10-44
mm de long et 5-25 mm de large (Figure 2), et sont opposés les uns aux autres sur la tige
(Force et al., 2000 ; Yazdani et al., 2014). Les bords du feuilles sont lisses et les pointes
varient de forme aigué (pointue) a obtus (arrondi) (Jerkovi¢ et al., 2001). Le bouquet est a
nombreuses fleurs tatées ensemble, avec des fleurs groupées en épi terminal et chaque fleur
a quatre étamines (parties males). La corolle est couleur pourpre blanchatre et 5-8 mm de

long. Le calice a cing sépales dedans (Yazdani et al., 2014).
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Figure 2. Caractéristiques botaniques d’Origanum vulgare (http : //www.branch
rouge.org/).

3.Classification
La classification de I’Origanum L. est présentée dans le Tableau 1.

Tableau 1: Classification botanique de 1’Origanum L. (Guignard 1996).

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 Népétoidées
Genre Origanum
Espéce Origanum vulgare
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4. Répartition géographique

L’Origan pousse a I'état sauvage dans l'ouest et sud de la Turquie et autres régions
meéditerranéennes (Skoula et Harborne 2002) et se rencontre couramment dans toute I'Asie,
Europe et nord d’Afrique (lvask et al., 2005) (Figure 3). En Inde, elle est représentée par
une seule espece, O.vulgare L. ssp, largement distribués dans la région tempérée de la
Himalaya et arides (Baser et al., 2010)et également trouvée dans d'autres endroits comme
le Portugal, I'Espagne, I’Afghanistan, la Chine, le Népal, le Pakistan, le Danemark et
certaines parties de la Russie (Raina et Negi 2014).

Figure 3. Aire de distribution du genre Origanum L. (Figueredo 2007).

5. Composition chimique

Une enquéte phytochimique préliminaire révele que sescomposés chimiques sont
présents dans diverses formes d'extraction d’Origanum vulgare (Tableau 2) comme dans
I'extrait aqueux, I'extrait méthanolique et huile essentielle, etc. (Alkam et al., 2007).
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Tableau 2 : Les constituants chimiques de 1’Origanum L.

Familles de constituants Constituants Références

) _ thymol, carvacrol, c- Koukoulitsa et al.
Huiles essentielles . .
terpinene, p-cymene (2006)

L’acide rosmarinique
Hernandez et al. (2009)

Acides phénoliques Acides carboxyliques ]
Nakatani.(2003)

phénoligques,acide caféique

lutéoline et eriodictyol Nurmi et al. (2006)
Flavonoides

fibres, manganése,
_ ) vitamine E, fer, calcium, o
Constituants divers ) ] Teixeira et al. (2013)
acides gras oméga et

tryptophane

Dans une étude menée par Nurmi et al. (2006) sur les acides phénoliques retrouvés dans
I’urine humaine aprés ingestion unique d’extrait d’Origanum L, le constituant phénolique
était ’acide rosmarinique qui représente 75% des acides phénoliques identifiés. Autres
acides phénoliques, y compris l'acide protocatéchuique, l'acide p-coumarique, acide
férulique, acide chlorogénique et acide gallique, étaient présents dans les extraits des

guantités notablement plus faibles.
6. Activités et propriétés

Les espéces d’Origanum L. ont de nombreuses propriétés liées a I’importance médicale,
culinaire et agricole. Parmi les propriétés liées a I’'importance médicale figurent les
suivantes: maladies gastro-intestinales (douleurs a l'estomac), maladies respiratoires,

maladies rénales et hépatiques,etc.(Chishti et al., 2013).

Par conséquent, il y a une large gamme des activités biologiques y compris antiparasitaires
(Chishti et al., 2013 ; El Gendy et al., 2015 ), antibactésriens, antifongiques et antiviraux
(El Gendy et al.,, 2015). Origanum sp. Ont également une activité antimutageéne,
antitumorales et cytotoxiques (Arcila-Lozano et al., 2004), ainsi que des propriétés

antioxydantes et anti-inflammatoires ,etc. (Salud Pérez et al., 2011).
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6.1. Activité antibactérienne

Licina et al. (2013) ont testé I’activité antimicrobienne in vitro de trois extraits d’O.
vulgare contre des souches de bactéries déterminées par microdilutions (Tableau 3).
L’intensité de l'activité antimicrobienne variait en fonction de I'espéce de micro-
organismes et sur le type d'extrait de plante.Parmi les extraits testés, I'extrait aqueux a
montré le plus grand effet inhibiteur contre les bactéries testées. Les extraits étaient plus
efficaces contre les bactéries & Gram positif que les bactéries a Gram négatif. Un effet
significatif a été présenté contre des especes du genre Bacillus, particuliérement contre
Bacillus pumilis NCTC8241 avec CMI <0,16 mg / ml. De plus, les extraits ont démontré
un fort effet antibactérien sur Sarcinalutea. Le plus efficace était I'extrait d'éther
diéthylique. Plus loin, toutes les souches de S. aureus ont montré une sensibilité élevée a
tous les extraits d'origan. L'extrait d'eau indiquait le meilleur effet antibactérien. Parmi
testées, S. aureus PMFKGB12, la souche isolée des aliments, était le plus sensible. Les
bactéries  pathogénes telles qu’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiellapneumoniae, Enterococcusfaecalis, présentait une faible sensibilité aux extraits
d'origan testés. Weerakkody et al. (2010) testé l'activité antimicrobienne de I'eau et de

I'éthanol et ils ont également remarqué une faible sensibilité a E. coli (CMI>5 mg / ml).

L’extrait au methanol des parties aériennes d’Origan ne montrent pas 1’activité
antimicrobienne (Sahin et al., 2004) tandis que Chaudry et al. (2007) ont démontré une

activité antimicrobienne significative en perfusion aqueuse.

Dans cette étude, I'extrait aqueux a montré une bonne activité antibactérienne. L'extrait

d'eau était riche en phénols totaux et cela pourrait expliquer son activité.
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Tableaux 3: L’activité antibactérienne de 1’extrait d’origanum vulgare (Licina et al.

2013).
L’extrait L’extrait L’extrait d’éther
Espéces aqueux d’éthanol diethylique
CMI | CMB | CMI | CMB CMI CMB

Bacillus cereus 0.3 03 |<016| 03 0.3 0.3
B. subtilis 0.16 06 |[<016| 0.6 <0.16 0.6
B. pumilisNCTC8241 <016 | 1.2 <0.3 0.3 <0.16 0.16
Enterococcusfaecalis 5 5 10 10 10 10
E. faecalis ATCC 29212 5 10 5 10 10 20
Escherichia coli 5 5 10 20 20 20
E. coli ATCC 25922 2.5 2.5 10 10 10 10
Klebsiellapneumoniae 2.5 2.5 5 5 5 10
Proteus mirabilis 0.3 0.3 1.2 1.2 2.5 2.5
P. mirabilis ATCC 12453 0.6 0.6 1.2 1.2 1.2 1.2
Pseudomonas aeruginosa 5 5 10 20 10 10
P.aeruginosaATCC 27853 5 5 20 20 10 10
Sarcinalutea 1.2 1.2 0.6 1.2 0.3 1.2
Sallmonellaentérinas 5 5 10 10 10 10
S. typhimurium 5 5 10 10 10 10
Staphylococcus aureus 0.6 1.2 1.2 2.5 1.2 1.2
S. aureus PMFKGB12 <0.16 | <016 | 0.3 0.3 <0.16 0.3

CMI : Concentration Minimal Inhibitrice en mg/mL.
CMB : Concentration Minimal Bactéricide en mg/mL.

Plusieurs études ont été conduites sur I’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux
d’Origanum sp., le Tableau 4 résume quelques exemples des valeurs de la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI).
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Tableau 4: Exemples d’études de La concentration minimale inhibitrice (mg/mL) de

I’extrait aqueux de I’Origan.

CMI (mg/ ml)
Espéces
R1 R2 R3 R4
Bacillus cereus 0.3 / 3.12 /
Enterococcusfaecalis 5 / / /
Escherichia coli 5 Inhibition not 25 200
detected
Klebsiellapneumoniae 2.5 / / 200
Proteus mirabilis 0.3 / / /
Pseudomonas 5 Inhibition not o5 200
aeruginosa detected
Staphylococcus aureus 0.6 / 1.25 200
Salmonella inhibition not
) . 2
typhimurium > detected / 00
Listeria inhibiti
/ |nh0||b|t|ondn0t 312 /
Monocytogenes etecte
Licina et |Teixeiraet al. |Ramdan et M;;?gi;rr:yzn
Référence al. (2013) (2013) al. (2018). al. (2017).

6.2.Mécanisme d’activité antimicrobienne des substances naturelles a I’échelle de la
cellule bactérienne.

En raison de I’effet secondaire des produits chimiques antimicrobiens et de la
résistance que les micro-organismes pathogénes établissent contre les antibiotiques,
beaucoupd’attention a été prétée aux extraits bruts des plantes qui commencent a avoir

beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives.

Parmi ces molécules le carvacrol et thymol ont des propriétés antiseptiques, car ils

perturbent la membrane bactérienne par la liaisons aux protéines membranaires (Carson et

10
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al., 2002) ce qui entraine une fuite des ions ATP et du potassium intracellulaires et
augmente le potassium extracellulaire, suivi de la libération d’acides nucléiques, coagule le
cytoplasme et endommage les lipides et protéines provoquant la mort cellulaire (Helander
et al., 1998; Lambert et al., 2001; Bampidis et al., 2005; Bakkali et al., 2008).

D'autres protéines, telles que la protéine de liaison a 'ADN H-NS et les protéines
ribosomales 50S L7 / L12, sont régulées a la baisse par le thymol. Cela augmente la
stabilité de I'ADN bactérien et inhibe la transcription en tant que mécanisme de protection
supplémentaire (Miesel et al., 2003).

D’autres travaux ont suggéré aussi que le thymol est responsable de I’inactivation
d’enzymes, y compris ceux impliqués dans la production d’énergieet la synthése des

constituants de structure (Trombetta et al., 2005).

Les flavonoides sont généralement connus pour leurs propriétés redox impliquées dans
le retard ou I’inhibition de I’initiation ou de la propagation des réactions en chaine
oxydantes (Majeed et al., 2016).

Des recherches supplémentaires ont été realisées sur l'activité antimicrobienne et
mécanisme d'action des huiles essentielles d'Origan (HEO) (Trombetta et al., 2005). Cet
effet antimicrobien a été liée a la présence de groupes hydroxyle dans les composants
phénoliques (Ben et al., 2006). Ultee et al. (2002) ont montré que la présence d'un groupe
hydroxyle libre délocalisé le systéme électronique est essentielle pour I’activité

antibactérienne.

Le mécanisme antibactérien d’extrait d'O. Vulgare a été expliqué par la modification
d’intégrité de la membrane bactérienne. Lambert et al. (2001) ont constaté que I’HEO avait
endommagé 1’intégrité de bactérienne intra-membranaire, qui a affecté le pH homéostasie

et I’équilibre des ions inorganiques.

Les effets antibactériens de I'HEO ne se limitent pas a la membrane bactérienne. Le
transfert de monoterpénes a la cellule bactérienne a travers la bicouche lipidiquece qui
provoque une déstabilisation de la structure, uneaugmentation de la permeabilité
membranaire et son interaction a également été suggeéré (Sikkema et al., 1994 ; Trombetta
et al., 2005).

11
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7. Usages de I’Origanum sp.
7.1. Usages traditionnels

» L’herbe d’origan est utilisée comme remeéde contre les poisons narcotiques, convulsions

et hydropisie (Kaul et al., 1996).

* L’huile essentielle d’origan et I’extrait de feuilles sont des substances naturelles fortes,
utilisées comme des agents antibactériens en raison de la concentration élevée de thymol
(Vagi et al., 2005).

« La circulation de la bile est stimulée par I'Origan et I'herbe aide également a soulager

I'inconfort des flatulences et des exces abdominaux gaz (Nowak et al., 2013).

» L'Origan a également été utilisé comme antidote contre les morsures venimeuses des

serpents et des insectes (Picq et al., 1991).

I'Origan a été utilisé traditionnellement pour le traitement respiratoire, les troubles

digestifs, caries dentaires et troubles des voies urinaires (Ertas et al., 2005).

*Origanum vulgare a été utilisé en Inde pour traiter les intoxications alimentaires,

ballonnements, toux, problemes bronchiques et maux de téte (Koldas et al., 2015).

» Les herbes et les épices sont traditionnellement utilisés dans la gastronomiecomme
arébmes, mais ils ont aussi révélé des effets bénéfiques sur la santé humaine (Chun et al.,
2005 ; Bland 2007).

« L'eau d'Origan aromatique, riche en carvacrol, est consommé pour réduire letaux du sang,
de cholestérol et de glucose et aussi pour suppresseur 1’activité de tumeur (Goze et al.,
2010) et utiliséecontre la coqueluche et convulsif toux,le rhume,la fiévre et les douleurs

menstruels (Gurudatt et al., 2010), ainsi utilisée comme calmant (Lans et al., 2007).
7.2. Usages culinaires et alimentaires

+ L'Origan bien connu sous le nom de «herbe a pizza» a été utilisé sous forme fraiche ou
seche pour améliorer la saveur et favoriser l'acceptation du produit. 1l présente
généralement un goQt phénolique, herbacé, 1égérement floral et amer, avec de Iégéres notes
citronnées. L'origan est largement utilisé dans les plats et autres aliments mexicains et
nord-ameéricains, tels que les boissons alcoolisées, les produits de boulangerie, la viande et

les produits a base de viande, les condiments, les produits laitiers et les légumes

12
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transformés. L'herbe d'origan est genéralement commercialisée sous forme séchée en

raison de sa durée de conservation accrue et plus puissant godt (Leung et Foster 1996).

* Les feuilles d’Origan ont €té ajoutées aux sauces, salades et vermouth. L’extrait des
feuilles séchées aurait également été utilisé comme des amandes, des liqueurs et des sauces
de poisson (The Herb Society of america 2005 ; Chishti et al., 2013).

7.3. Usages cosmétiques

 Les pommades a base d'origan sont benéfiques pour I'infection et cicatrisation des plaies
(lvanova et al., 2005).

8. Autres plantes utilisées en alimentation

Herbes de la famille des Lamiacées, principalement I'Origan (Origanum vulgare L.), le
Romarin (Rosmarinus officinalis L.) et la Sauge (Salvia officinalis L.) ont été rapportés

comme ayant une capacité antioxydante (Shan et al., 2005; Wojdylo et al., 2007).

La courte durée de conservation de la viande emballée réfrigérée rend sa
commercialisation plus difficile. Quelques études ont démontré que la durée de vie et la
qualité de la viande peuventétre améliorées par les antioxydants naturels ajoutés dans le
pré et post-abattage. C'est-a-dire 1’incorporantdes antioxydants naturels dans les régimes
animaux, sur la surface de la viande,ou emballage actif. Certains auteurs ont rapporté
I'efficacité desextraits de Romarin et d'Origan pour réduire I'oxydation des lipides (Fasseas
et al., 2007; Camo et al., 2008), perte de couleur et croissance microbienne (Camo et al.,

2008; Zinoviadou et al., 2009) dans certains types de viandes.

L’huile essentielle d’Origan a un grand potentiel en tant qu'additif dans les régimes
alimentaires des ruminants comme l'agneau et des moutons (Bampidis et al., 2005 ;
Chaves et al., 2008) des poulets de chair (Pirgozliev et al., 2015) pour augmenter la
digestibilité du regime, favoriser la croissance des animaux et gain de poids (Calsamiglia et
al., 2007).

13
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Chapitre 11 : Les bactéries psychrotrophes
1. Généralités

Le lait cru fournit un environnement physico-chimique favorable a la multiplication
d'un large spectre de micro-organismes, y compris une gamme d’espéces bactériennes
psychrotrophes (principalement des membres du genre Pseudomonas) qui contaminent le
lait lors de la collecte et / ou transformation (Pinto et al., 2006; Mcphee et Griffiths 2011).

La contamination du lait cru de vache par les micro-organismes psychrotrophes est
influencée par le statut sanitaire et I'hygiéne des vaches laitieres, I'hygiéne de
I'environnement dans lequel les vaches laitieres sont logées , techniques de préparation et
de traite, méthodes utilisées pour le nettoyage et I'assainissement de la traite des machines
et réservoirs de lait, hygiéne du personnel de service (Berry et al., 2006; Cempirkova
2007), aussi le refroidissement rapide et le stockage a froid du lait cru favorise la
croissance des bactéries psychrotrophes dans le lait (Barbano et al., 2006). Ils deviennent
microflore dominante lors du stockage a froid du lait et leurs enzymes extracellulaires, en
particulier les protéases et les lipases, contribuent a la détérioration des produits

laitiers(Hantis-Zacharov et Halpern 2007).

La domination des bactéries psychrotrophes dans la population microbienne total est
encore plus prononcée lorsque le lait est produit dans de mauvaises conditions d'hygiéene et
/ ou contient un nombre accru de cellules somatiques (Barbano et al., 2006). Pour ces
raisons, les bactéries psychrotrophes représentent généralement pour plus de 90% de la
population microbienne totale de lait cru refroidi,fait intéressant, le lait fraichement tiré du
pis ne contient pas de populations détectables en cultures des bactéries psychrotrophes.
Cependant, ces populations évoluent avec le temps dans pratiquement tout le lait cru
entreposé a froid, ce qui réduit la durée de vie normale du stockage réfrigéré a moins de 5
jours (Mcphee et Griffiths 2011; Raats et al., 2011).

Ainsi, on estime que l'industrie laitiere moderne a connait des pertes jusqu'a 30% en
raison de la détérioration et de réduction de la qualité du produit causée par les bactéries
psychrotrophes (Randolph, 2006). D’autre part, certaines especes de ces bactéries ont la
capacité de produire des toxines et / ou de montrer une résistance aux antibiotiques et doit
donc étre considérer comme bactéries pathogénes humaines opportunistes (Munsch-
Alatossava et Alatossava 2006; Hemalatha et Banu 2010; Senesi et Gelerdi 2010).

14
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2.Définition et caractéristiques

Le terme psychrotrophes (également dénommé psychro-tolérant) fait référence aux
micro-organismes capables de croitre & basses températures mais qui présententune
température optimale et maximale de croissance supérieure a 15 et 20 °C, respectivement
(Figure 4) (Moyer et Morita 2007), caractérisées par une croissance permettant la

production de colonies sur gélose a 7°C en 10 jours (Alain et al., 2007).

A
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Figure 4. Taux de croissance des bactéries psychrotrophes en fonction de la température eten
comparaison avec d’autres types bactériens (Lemarchand et Desbiens 2009).

Les bactéries psychrotrophes sont omniprésentes dans la nature, principalement dans
I’eau et le sol, y compris la végétation. Un petit nombre de bactéries psychrotrophes peut
également étre présent dans l'air. Leur activité métabolique optimale est exprimée a des
températures comprises entre 20 et 30 °C. Cependant, ils peuvent se multiplier a basses
températures grace a un enrichissement en acide gras polyinsaturé dans leur membrane. En
d'autres termes, la membrane cellulaire modifiée assure une perméabilité suffisante pour la
fluidité et I'activité de transport des métabolites nécessaires a la croissance et reproduction
des bactéries a basse température (Samarzija et al., 2012). En ce qui concerne 1’influence
du pH, il faut noter que la plupart des bactéries psychrotrophes sont neutrophiles. Seules
font exception a cette regle les bactéries lactiques et Listeria monocytogenes qui tolerent

des pH acides jusqu’a une valeur limite de 5 (Bornert 2000).
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Une caractéristique importante des bactéries psychrotrophes associées au lait et aux
produits laitiers est leur capacité a former des exopolysaccharides et / ou des lipopeptides.
Ces composants forment structurellement différents de nombreux meétabolites
permettantaux bactéries 1’adhérence sur des surfaces solides sur lesquelles ils peuvent
former un biofilm (Raaijmakers et al., 2010). A savoir les cellules bactériennes dans le
biofilm développent une plus grande biomasse cellulaire et avoir la capacité de seséparer
temporairement du biofilm formé. Pour ces raisons, dans l'industrie laitiére, la formation de
biofilm peut étre une difficulté a résoudre et une source durable permanente de
contamination du produit par les bactéries psychrotrophes qui causent la détérioration et /
ou peuvent étre une voie opportuniste pathogéne (Silankorva et al., 2008; Simdes et al.,
2010).

Les bactéries psychrotrophes isolées a partir du laitréfrigéré appartiennent aux genres
Gram négatif et Gram positif (Tableau 5) et sont taxonomiquement classés en sept classes :
Gammaprotobactéries, Bacilli et Actinobacteria sont les classes dominantes contenant
entre 19 et 21 especes, tandis que Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Flavobactéries
et Sphingobacteria sont les quatre classes les moins significatives (Hantsis -Zacharov et
Halpern 2007). En outre, Hantsis-Zacharov et Halpern (2007) ont isolé a partir du lait cru
refroidi, environ 20% d’isolats pour lesquels ils ont supposé étre de nouvelles especes de
bactéries psychrotrophes.Un nombre important de souches bactériennes isolés du lait
refroidi appartiennent aux genres: Bacillus, Stenotrophomonas, Acinetobacter,
Pseudomonas et les especes Burkholderia cepacia (précédemment appelé Pseudomonas
cepacia) et méme d'entre eux sont considérée comme desbactéries potentiellement
pathogéne. A savoir,ces espéces bactériennes sont associées a infection chez I'nomme et
chez I'animal, notamment en cas de répression immunitaire, et ils montrent résistance aux
antibiotiques (Munsch -Alatosava et alatossava 2005 ; Svensson et al.,2006; Beena et al.,
2011).
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Tableau 5: Les différentes bactéries isolées a partir de lait cru refroidi dans déférentes

études.

Bactéries a Gram négatif | Bactéries a Gram positif Réferences
Pseudomonas Streptococcus Munsch-Alatossava et
Serratia Micrococcus Alatossava (2006)
Aeromonas, Bacillus
Alcaligenes, Clostridium Raats et al.(2011)
Achromobacter Corynebacterium Vithanage et al.(2016)
Acinetobacter Microbacterium De Oliveira et al.(2015)
Hafnia Staphylococcus Quigley et al.(2013)
Chryseobacterium Lactobacillus
Enterobacter
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Une caractérisation microscopique, macroscopique et biochimique de quelque bactéries

isoléesa partir de lait est présentée dans le Tableau 6.

Tableau 6 :Caractérisation macroscopique et microscopique et biochimique des

psychrotrophes isolées du lait.

Bactérie Aspect Aspect macroscopique mobilité | cat Oxy | Référence
microscopique
Pelg et al.
bacilles courts ou des | Sur gélose nutritive, les (2008)
coccobacilles Gram- | colonies sont rondes, .
Acinetobacter de 1 a 1,5um df’ convexes, _translucides ou ggggrellou.
large et de 1,5 a | opaques, lisses, de couleur
2,5um de long en | blanc-jaunatre et d’aspect B + - MC. Poly et
formation  diploide | butyreux, a bord régulier, al. (2007)
ou en courte chaine, | ateignant de 124 mm de
diamétre
Sur gélose au sang les
des bacillesa gram colonies sont lisses et Aviil etal.
negatif droits ou ) . (2000)
Pseudomonas Iégerement incurves, b-omb‘ees de2a3mm de + + + )
de 0,54 1,0 pm de diamétre, offrant des cercles Garrity (2005)
diametre sur 1,5a concentriques gris —jaunes, .
5,0 pm de longueur . . . Kékessy
gris-bleutés ou gris - (1972)
verdatres
Vandepitte J
des bacilles a Gram - | Sur gélose au sang, les et al. (1965)
courts, parfois trés colonies sont lisses,
. courts, de 0,4 a 0,5 translucides ou opaques, Tak Vetal.
Chryseobacterium . . (2013)
um de large et de 0,7 | circulaires, non
a2 pmde long, fins | hémolytiques, de couleur - + + Stephen

ou assez fins, avec
une tendance au

blanc grisatres, atteignant 1 a
2 mm de diamétre.

Berger. (2015)

polymorphisme. Avril JL et al.
(1992)
Les colonies d’entérocoques Svec et al.
sont des cocci apparaissent translucides (2004)
Enterococcus ovoides Gram positif | avec un diamétre inférieura | — - -
isolées,en paires ou 1 mm,et certaines souches Benagli et
enchaines courtes. sont B-hémolytiques sur al.(2011)
géloses au sang
Denis et
batonnet long et fin, | des lactobacilles sont al.(2007)
court au coccobacille | généralement de petites .
Lactobacellus a gram positif, tailles, lisses, brillantes non - - - Gzlg(;ZUd etal.
groupés en paires ou | pigmentées et souvent ( )
en chaines. opaques. Hammes et

Vogel. (2012)
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3. Base biochimique de la croissance psychrotrophe

Les températures influencent les taux de croissance bactérienne, en affectant la
conformation des macromolécules cellulaires et d'autres constituants, déterminent ainsi les
taux de réactions enzymatiques cellulaires cruciales pour la viabilité (Fonseca et al., 2011).
Par conséquent, I'adaptation de la cellule aux basses tempeératures nécessite des enzymes

qui sont actifs dans cet état (Chattopadhyay 2006).

Dans des conditions de croissance a basse température, les bactéries psychrotrophes
synthétisent des phospholipides et des lipides neutres contenant des proportions accrues
d'acides gras insaturés, entrainant une réduction du point de fusion des lipides.Ce
phénomene sert a maintenir la fonctionnalité du transport de soluté, lasécrétion des

enzymes extracellulaires et la fluidité de la membrane (Jay 2005).

En effet, ’analyse transcriptomique de Pseudomonas putida (souche KT2440) a revélé
que l'expression d’au moins 266 genes (pres de 5% du génome) ont été modifiés pendant la
croissance a basse température par rapport aux cellules cultivées a 30 °C. Plusieurs de ces
changements semblaient étre orientés vers la neutralisation des problemes créés telles que
I’augmentation du repliement des protéines, 1’augmentation de stabilit¢ des structures
secondaires ADN/ARN, mémoire réduite, la fluidité de la membrane et les taux de
croissance réduits (Fonseca et al., 2011).

4. Enzymes thermostables produites par les microorganismes psychrotrophes

La majorité des microorganismes psychrotrophes isolés du lait ont la capacité de
produire des enzymes hydrolytiques qui décomposent les principaux composants du lait
tels que les protéines, graisse et Iécithine (Baur et al., 2015). Plusieurs peptidases, lipases,
protéinases et phospholipases produites par des bactéries psychrotrophes isolées de lait ont

éte décrites dans la littérature (Samarzija et al., 2012).

Beaucoup de ces enzymes hydrolytiques résistent a la chaleur et conservent par
consequent une partie de leur activité aprés le traitement thermique appliqué dans les
industries laitiéres telles que la pasteurisation et traitement UHT. Concernant la qualité et
les aspects économiques, les enzymes hydrolytiques thermostables ont le plus important
effet dans les laiteries puisque ces enzymes conduisent a des défauts de saveur et

problemes technologiques tels que la sédimentation et la gélification dans le lait UHT,
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rancidité et défauts de go(t dans le lait en poudre et le fromage (Sgrhaug et
Stepaniak 1997).

5. Influence des bactéries psychrotrophes sur la conservation des denrées

De nombreux  types d’altérations des denrées dues a 1’action de bactéries
psychrotrophes ont été décrits. Ils sont le résultat de ’activité d’enzymes microbiennes
exocellulaires et affectent, selon les cas, la consistance, la couleur, ’aspect, I’odeur et la
saveur du produit. La protéolyse conduit a la formation d’acides aminés libres puis de
produits de leur décarboxylation ou de leur désamination. Les amines volatiles et
I’ammoniac formés sont a 1’origine d’odeurs et de saveurs désagréables et
exceptionnellement d’une toxicité de I'aliment. La lipolyse conduit a la libération d’acides
gras libres. Elle modifie les propriétés technologiques et gustatives des graisses, avec
apparition du gott de rance et favorise le phénoméne d’oxydation des acides gras insaturés
en méthylcétones. Les modifications de la consistance du produit, notamment par
production d’exopolysaccharides a I’origine par exemple d’une consistance filante des laits
décrite avec les genres Micrococcus et Alcaligenes; les phénoménes d’acidification par
fermentation des sucres, activité caractéristique du groupe des bactéries lactiques, soit les
genres Lactobacillus, Carnobacterium, Pediococcus, Leuconostoc et Lactococcus. Lors de
processus hétérofermentaire, la formation de gaz, d’aldéhydes et de cétones est a 1’origine

de modifications du gotit et de 1’odeur du produit (Bornert 2000).

L’apparition de colorations, d'odeurs et de saveurs anormales, dont quelques exemples

figurent dans le Tableau 7.

Tableau 7: Exemples d'altérations des denrées par des bactéries psychrotrophes (Bornert

2000).
Produit concerné Modification constatée Agent
Lait Coloration bleue Pseudomonas aeruginosa
Beurre Couleur verte Pseudomonas fluorescens

Toutes denrées

Amertume

Pseudomonas fluorescens
Enterococcus faecalis

Toutes denrées

Golt fruité (de fraise)

Pseudomonas fragi
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6. Controle de la détérioration due a I’activité des enzymes thermorésistantes

Réduire I'activité et / ou limiter la sécrétion des enzymes hydrolytiques résistantes de la
chaleur par les bactéries psychrotrophes est un défi scientifique. Une fois que les enzymes
sont formees, la réduction de leur activité par chauffage semble étre trés difficile. Une
revue récente de Stoeckel et al. (2016) résume les données disponibles sur l'inactivation
des protéases de Pseudomonas et propose des traitements thermiques pour réduire
I'activité de la protéase dans le produit final pour prolonger la durée de vie des produits
UHT. Pour les produits UHT destinés a exportation, le chauffage UHT associé a un
préchauffage prolonge (par exemple 90-95 °C pendant 180-90 s) est suggéré pour réduire
99,99% de I’activité indigene de la plasmine de lait. Les protéases de Pseudomonas
spectacle également un comportement irréversible d'inactivation a basse température en
raison de déploiement de la structure tertiaire de I'enzyme a une température plage de 45—
65 °C, le rendant susceptible a l'autoprotéolyse. Cette inactivation a été récemment
montrée entre 42 et 48 °C pour une nouvelle métalloprotéase a large spécificité issue d'un
Pseudomonas spp. isolé du lait réfrigéré (Ertan et al., 2015). Cependant, cela I'effet semble
beaucoup plus faible dans le lait par rapport aux systémes tampons en raison des effets
protecteurs des composants du lait, et donc une faible étape de préchauffage n’est pas
efficace pour réduire suffisamment cette bactérie d’activité protéolytique. Le
développement d'autres procédés de chauffage (par exemple, traitement thermique a 125-
130 °C) pour de longs temps d'attente (>150 s) a été suggéré (Stoeckel et al., 2016).

7. Les variations du pH de lait

Le pH du lait normal provenant d'une vache en bonne santé est compris entre 6,6 et 6,7,
des valeurs de pH plus basses suggérent la croissance de micro-organismes qui fermentent
le lactose en acide lactique ou une lipolyse extensive.Cependant, des pH plus élevés dans
le lait peuvent étre rencontrés en période de stress physiologique pour I'animal producteur,
lorsque I'équilibre minéral du lait est altéré par des modifications de la perméabilité de la
barriere hémato-laiteuse (par exemple trés tard dans le cycle de lactation ou pendant une
infection mastitique). Le pH du lait est affecté par la température, diminuant généralement
avec température croissante due aux changements de dissociation des groupes ionisables.
La lipolyse peut également diminuer le pH du lait, en raison de I'nydrolyse d'esters, en
particulier d'esters phosphoriques.Le chauffage du lait provoque une diminution de son pH

et, a des températures <80 °C, le pH du lait diminue de maniére linéaire avec
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I’augmentation de la température. Les réductions de pH induites par la chaleur dans cette
plage de températures sont principalement dues aux modifications de I'équilibre minéral du
lait et sont largement réversibles lors du refroidissement ultérieur. La perte de CO, induite
par la chaleur constitue une augmentation du pH compensatrice, mais elle est généralement
moins importante. Traitement thermique sévére diminue encore le pH du lait, en raison de
la thermolyse dégradation du lactose en acides organiques, en particulier en acide formique
(Tamime 2009).

8. Evolution des flores microbiennes lors de la réfrigération du lait

Le lait cru est contaminé pendant le processus de traite, plusieurs études ont été
réalisées dans le but d'identifier le microbiote prédominant présent dans le lait de vache
immédiatement apres la traite (Tableau 8). Bien que la région ou les échantillons de lait
ont été collectés et les méthodes utilisées pour l'isolement et I'identification pourrait
influencer les résultats obtenus pour le microbiote prédominant dans le lait cru frais, le
genre Lactobacillus a été identifié dans la dominante microbiote dans le lait cru francais
selon des méthodes a base de gélose (Vacheyrou et al., 2011). Lactobacillus delbrueckii
spp. lactis et Lactobacillus casei aussi bien que Lactococcus lactis, ont été également
trouvés dans des échantillons de lait italiens, revétent une importance particuliére au
industrie laitiere  (Bertazzoni Minelli et al., 2004; Quigley et al., 2013).
Propionibacterium freudenreichii et Corynebacterium sont aussi détectés dans le lait cru

dans une étude récente (Quigley et al., 2013).

Par conséquent, les bactéries a Gram positif représentent les populations bactériennes
les plus répandues dans le lait cru frais provenant de vaches en bonne santé et en
conditions hygiéniques. Cependant certaines especes du genre Staphylocoque et
Streptocoque sont souvent détectés dans le lait cru frais aussi bien en tant que membres des
Clostridiales. Tandis que Staphylocoque et Streptocoque ont été associés a une mammite
(Zadoks et al.,2001), Clostridium lituseburense et Clostridium glycolicum, prédominant
chez la vache fumier et des eaux usées de laiterie, sont associés au contamination (Liu et
al.,2009; St-Pierre et Wright 2014).
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Tableau 8 : Groupes bactériens prédominants trouvés dans le lait cru frais de différents

pays en utilisant des méthodes dépendantes et indépendantes de la culture (Machado et al.,

2017).

Pays Méthodes dépendantes de la Méthodes indépendantes | Références
culture de la culture
Aéorobies Mesophiles Michel et
Pseudomonas al.(2001)
Staphylococcus Vacheyrou et
Acinetobacter al.(2011)
Corynebacterium
France | Streptococcus
Lactobacillus delbrueckii ssp.
Lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Clostridium spp. Delbés et al.
Clostridium glycolicum (2007)
Lactococcus lactis Giannino et al.
Lactobacillus casei (2009)
Streptococcus dysgalactiae
Italie Turicibacter sanguinis
Ralstonia picketti
Arthrobacter arilaitensis
Corynebacterium
Staphylococcus aureus
Enterococcus spp.
Enterococcus faecalis
Leuconostoc lactis
Macrococcus caseolyticus
Lactococcus lactis
Rothia spp.
Staphylococcus
USA Streptococcus Kable et al.
Corynebacter (2016)
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La procédure de refroidissement puis de stockage réfrigéré du lait cru contrble
efficacement le développement des populations d’organismes de dégradation mésophiles
tout en offrant un avantage sélectif pour la croissance des bactéries psychrotrophes
(Barbano et al., 2006; De Jonghe et al., 2011; Samarzija et al., 2012). Ainsi, le stockage
réfrigéré du lait a été prolongé de deux a cinq jours avant le traitement thermique (O’brien
et Guinee, 2011).Selon Mcphee et Griffiths (2011), les bactéries psychrotrophes cultivable
dans le lait sont représentées principalement par des genres a Gram négatif, y compris
Pseudomonas Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium
etFlavobacterium spp., et a un nombre beaucoup plus faible par Genres Gram-positifs
comprenant Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptocoque, lactobacille et

Microbacterium spp .

Certains genres ont été détectés moins fréquemment dans lait cru tel que Kocuria
(Lafarge et al., 2004; Mallet et al., 2012; Hanamant et Bansilal, 2013). Selon Lafarge et
al. (2004), L. lactis était | especes la plus freguemment détecté dans des échantillons de
lait cru francais, avec certaines especes de Staphylocoque espece. Aprés incubation du lait
cru a 4 °C pendant 24 h, la majorité des échantillons ont montré une réduction de L. lactis
et des especes minoritaires comme Lactobacillus plantarum et Lactobacilluspentosus
étaient en concurrence avec d'autres especes. Malgré une grande variance des groupes
prédominants trouvés dans le lait cru aprés la conservation au froid, Lafarge et al. (2004)
ont noté une émergence de bactéries psychrotrophes tel que Listeria spp et Aeromonas
hydrophila. Raats et al. (2011) ont examiné la prévalence des bactéries Gram positif et
négatif dans les échantillons de lait cru récoltés a la ferme et les produits laitiers
entreposeés a froid, dont les echantillons de ferme ont révélés une prévalence des bactéries
Gram positives (bacilles, clostridia et actinobactéries) alors que les échantillons de laiterie

ont été caractérisés principalement par espéce négative (Gammaproteobacteria).

Kable et al. (2016) ont démontrés que les communautés microbiennes de lait cru de
camions citernes en Californie (USA) étaient similaires les uns aux autres, méme lorsque
des échantillons ont été collectés de difféerents fermes, transportés a différents endroits et
échantillonnés a différents moments de I'année. Etonnamment, ces auteurs ont montré que
le noyau microbiote (c'est-a-dire les taxons présents dans tous les échantillons de lait) de
lait cru, composé de 29 groupes taxonomiques, contenait des proportions élevées de
Streptocoque et Staphylocogue et membres non identifiés de Clostridiales, mais pas

Pseudomonas, qui était présent dans des proportions relativement élevées dans une partie
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du lait testé mais entiérement absent. Ils ont également observé que Pseudomonas avec les
espéces psychrotrophes du genre Lactocoque, Streptocoque et Acinetobacter, avait
tendance a étre présentes dans des proportions relativement plus élevées dans les silos de

laiterie que dans les camions citernes (Tableau 9).

Le nombre de psychrotrophes constitue environ 10% du nombre total d'aérobies
mésophiles immédiatement apres la traite effectuées dans des conditions hygiéniques,
peuvent atteindre une moyenne de 90% apres stockage au froid (Catanio et al., 2012).
Rasolofo et al. (2010) ont notés que la biodiversité du microbiote de lait cru a diminué au
cours de la période d'incubation a froid jusqu'a ce que le microbiote psychrotrophe soit
dominant. Cependant, ce groupe des bactéries qui aiment le froid peuvent représenter plus
de 75% du microbiote de lait cru lorsqu'il est collecté dans des conditions d’hygi¢ne
(Hantis-Zacharov et Halpern 2007; Malacarne et al., 2013).
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Tableau 9 : Groupes bactériens prédominants trouvés dans le lait cru apres le stockage

a froid dans différents pays en utilisant des méthodes dépendantes et indépendantes de la

culture (Machado et al., 2017).

Pays

Méthodes dépendantes de la

culture

Conditions de

stockage

Références

Algérie

Stenotrophomonas rhizophila
Stenotrophomonas maltophilia
Chryseobacterium indologene
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Acinetobacter guillouiae

4 °C/ 7 days

4 °C /10 days
4 °C /21 days

Boubendir et al.

(2016)

Australie

Pseudomonas fluorescens
Bacillus cereus

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus circulan
Pseudomonas
Acinetobacter

Hafnia

Bacillus

Lactococcus

Microbacterium

2 °C /10 days

4-10 °C/10 days

Vithanage et al.

(2016)

France

Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus epidermidis
L. lactis

Enterococcus faecalis

Kocuria rhizophila

2-4°C /2448 h

Mallet et al.
(2012)
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Chapitre 111: La dynamique de croissance microbienne
1. Définition de la croissance microbienne

La croissance est une fonction qui se traduit par une augmentation ordonnée de tous les
constituants cellulaires préalablesa sa division. Le processus va conduire a la production de
deux(ou plusieurs) cellules filles, dont le résultat finale est d’assurer la permanence de
I’espéce (Paolozzi et al., 2015). Chez les organismes pluricellulaires, elle conduit a une
augmentation de la taille ou de la masse. Chez les micro-organismes unicellulaires qui se
multiplient par scissiparité ou par bourgeonnement (bactéries et levures), elle conduit & une

augmentation du nombre de cellules (Guezlane-tebibel et al., 2010).

La croissance est un phénomene de grand intérét biologique, dont I’importance
écologique et pratique est considérable. Elle peut étre étudiée sur milieu solide ou en
milieu liquide. Lorsqu’un microorganisme isolé est déposé a la surface d’un milieu solide,
sa multiplication donne naissance a une colonie microbienne qui se développe en
généraleen ’espace de 24h. 1l est difficile de faire une observation rigoureuse. En effet,
I’accumulation des cellules au niveau de la colonie et les modifications physico-chimiques

de milieu limitent rapidement 1’accroissement microbien (Guezlane-tebibel et al., 2010).
2. Les parametres de croissance
e Laconcentration cellulaire

Elle est définie comme le nombre de cellules individuelles (N) par unité de volume (ml)

d'une culture.

N se mesure par numeration directe des bactéries ou par numération des bactéries viables

apres culture (Guezlane-Tebibel et al., 2010).
e La densité d’une culture
C’est la quantité M (g) de cellules bactériennes par unité de volume d’une culture (ml).

M se mesure par pesées apres dessiccation jusqu’ a un poids constant ou par mesure

turbidimétrique (densite optique ou DO) (Guezlane-Tebibel et al., 2010).
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e Letemps de latence

Le temps de latence ou lag phase en anglais est défini par convention comme étant
I'intersection de la droite correspondant a la phase exponentielle (en cordonnées semi-
logarithmiques) avec la droite horizontale passant par la concentration initiale, X, (Lodge
et Hinshelwood 1943).

Buchanan et Cygnarowicz (1990) ont récemment proposé de définir le temps delatence

comme étant le point d'accélération maximale de la vitesse de multiplication.
e Le taux de croissance maximum pmax

C’est le nombre de division par unité de temps t (h) p=n/t et la pente correspondant a la
phase exponentielle (en coordonnées semi-logarithmiques) (Guezlane-Tebibel et al.,
2010).

e Le temps de génération G

C’est I’intervalle de temps entre deux divisions successives, G =t/ n (Guezlane-Tebibel et
al., 2010).

C’est le temps nécessaire pour le doublement de la biomasse, ¢’est-a-dire pour N / No = 2

(Pelmont 1993).
e Croissance totale

C’est la quantité M(g) de substance bactérienne formée a la fin de la croissance par unité

de volume (Guezlane-Tebibel et al., 2010).
3. Courbe de croissance bactérienne

La Courbe de croissance bactérienne est une représentation de la dynamique des
populations microbiennes, une notion fondamentale en microbiologie. Elle permet de
comprendre et de suivre 1’évolution de ces populations. Elle a des applications dans le
domaine de la conservation des aliments, en microbiologie industrielle et dans I’évaluation

et le traitement des maladies infectieuses (Tortora et al., 2010).

Depuis la premiére description de Buchanan (1918), il est classique de distinguer

plusieursphases dans la croissance des cultures bactériennes. Ces phases sont caractérisées
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par certainesvaleurs ou variations de la vitesse de multiplication de la culture. On reconnait

classiqguementles sept phases successives suivantes (Figure 5):

log x A

1]

-
temps

Figure 5. Courbe de croissance d'une culture bactérienne et ses différentes phases.
X représente la densité ou la biomasse de la culture. Les phases sont :(1) phase stationnaire
initiale ou de latence, (2) phase d'accélération de la croissance, (3) phase de croissance
(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).

4. Les phases de croissances
La croissance des populations bactériennes passe par plusieurs phases :
» La phase stationnaire initiale ou phase de latence

Au début, le nombre de cellules varie trés peu parce que celles-ci ne commencent pas a se
reproduire immédiatement apres leurs introductions dans un nouveau milieu. Cette période
ou les cellules ne se divisent pas, ou trés peu. Les cellules ne sont toutefois pas dormantes,
la population microbienne connait une période d’activité métabolique intense,
particuliérement en ce qui a trait a la synthése de ’ADN et des enzymes nécessaires a

I’utilisation des sources de carbone (Tortora et al., 2010).

Elle est caractérisee par une vitesse de multiplicationnulle (u = 0). Cette phase permette

I'adaptation de I'inoculum requise pour que les cellules bactériennes commencent a
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exploiter a son nouvelenvironnement de croissance. La durée de cette période dépend de la
nature du milieu d'accueil,de I'état physiologique des cellules inoculées et éventuellement
de la taille de I'inoculum (elle dure entre une heure et plusieurs jours) (Madigan et al.,
2000). Aussi sa durée dépend du rapport entre la teneur des enzymes constitutives et des
enzymes inductibles, plus que se rapport est élevé plus que la durée est courte et vice versa
(Boubendir et al., 2016).

> la phase d’accélération ou phase d'augmentation de la vitesse de croissance

Les bactéries commencent a se multiplier pour atteindre progressivement la vitesse

maximum de croissance (u max) (0 < pu < p max) (Monod 1958).

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

exponentielle

Aprés la phase de latence, les cellules commencent a se diviser ; elles entrent dans une
période de croissance appelée phase de croissance exponentielle (Tortora et al., 2010). Elle
se présente sous la forme d'une portion linéaire lorsque I'on représente I'évolution du
logarithmede la concentration bactérienne ou de la biomasse en fonction du temps (Monod
1958). C’est la période durant laquelle la reproduction cellulaire est la plus intense, et le
temps de génération attient est constant et a la plus courte durée. Comme le temps de
génération est constant pendant cette phase, la représentation logarithmique de la
croissance est une droite (Tortora et al., 2010). Pour une bactériedonnée, la valeur de cette
vitesse de croissance maximale dépend des caractéristiques du milieu de culture. La
physiologie de la croissance bactérienne exponentielle et de la réplication implique
plusieurs tours de synthése d'’ADN, couplés a une transcription et la traduction, pour

synthétiser les macromolécules nécessaires (Faith et al., 2007).
» La phase de ralentissement de la croissance (décelération)

C’est la phase de diminution de la vitesse de croissance qui progressivement devient nulle
(Monod 1958).

» La phase stationnaire maximale ou plus simplement phase stationnaire

Qui correspond a un arrét de la croissance, la culture atteint alors sa densité maximale. Le
ralentissement puis l'arrétde la croissance sont dus a I'épuisement d'une substance nutritive,

I’accumulation de déchets, modification de facteurs physicochimiques tels que
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I’alcalinisation ou I’acidification du milieu et le rendant impropre a la croissance des
microorganismes (Monod 1958). Il ne s’agit en aucune fagon d’un arrét total du
métabolisme. En fait, un certain nombre de syntheses sont encore réalisées, par exemple
d’ADN et de protéines. C’est un état dynamique, durant lequel des cellules meurent et
d’autres croissent, partiellement aux dépens des produits issus de la lyse des cellules
mortes. Les cellules en phase stationnaire subissent des modifications importantes. Elles
sont notablement plus petites que les cellules en phase exponentielle (Paolozzi et al.,
2015).

» la phase de décroissance ou phase déclin

Au cours de cette derniére phase, les bactéries ne se divisent plus, beaucoup d’entre elles
meurent et sont lysées par les enzymes qu’elles libérent. Le taux de mortalité peut étre
constant comme le taux de croissance. Ce cas est représenté par une droite, le hombre
cellules détruites étant proportionnelau temps. L’inclinaison de cette droite dépend de
’espece bactérienne et des conditions générales d’environnement (Guezlane-tebibel et al.,
2010).

Il vient un moment ou le nombre de bactéries qui meurent dépasse le nombre de
nouvelles bactéries ; la population entre alors dans la phase de déclin ou phase de
décroissance logarithmique.Cette phase se poursuitréguliérement jusqu’a ce que la
population ne constitue plus qu’une toute petite fraction du nombre de bactéries présentes
durant la phase stationnaire, ou jusqu’a ce que toutes les cellules meurent. Chez certaines
espéces, les quatre phases se déroulent en quelques jours seulement, tandis que des
bactéries de diverses autres especes peuvent survivre presque indéfiniment (Tortora et al.,
2010).

La cinétique de croissance des cultures bactériennes est donc essentiellement composée
d'unephase de latence suivie d'une phase exponentielle puis d'une phase stationnaire. Les
microbiologistesutilisent classiquement les parameétres suivants pour caractériser ces
différentes phases : la densité cellulaire initiale (Xo), le temps de latence (lag), la vitesse de
multiplication maximale(umax) ou le temps de génération (Tg) et la densité maximale

atteinte (xmax) (Figure 6).
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Figure 6. Les principales phases de la courbe de croissance bactérienne et paramétres qui
les caractérisent: lag est le temps de latence, umax est le taux de croissance maximum, Xo

et X max sont les densités cellulaires initiales et maximales (Augustin 2005).

5. Effet des facteurs environnementaux sur la croissance microbienne

Les facteurs écologiques susceptibles d'agir sur le comportement et donc la croissance des
microorganismes (Figure 7) au sein des aliments sont classés en cing groupes (Mossel et
Ingram1955 ; Mossel 1983) :

» Les facteurs intrinseques : Ce sont les caractéristiques physico-chimiques d'un
aliment. lls englobent le pH, l'activité de l'eau, le potentiel d'oxydoréduction, les
substances antimicrobiennes, la composition en nutriments et la structure d’aliment.

» Les facteurs technologiques : Ce sont les traitements délibérément appliqués aux
aliments généralement dans le but de détruire la flore microbienne. Ils consistent
pour l'essentiel en l'applicationde chaleur, de radiations U.V. ou ionisantes, de
hautes pressions hydrostatiques, ou par modifications de la structure de I'aliment
(émulsions).

» Les facteurs extrinseques : Ils sont appliqués pendant la conservation des denrées
alimentaires. Ils consistent essentiellement en I'utilisation de froid positif ou négatif

et d'atmosphéres modifiées.
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» Les facteurs microbiens : Ce sont les interactions qui peuvent exister avec les
autres microorganismes présents dans I'aliment. Ils peuvent favoriser ou ralentir la
croissance des microorganismes étudiés.

» Les effets combinés : Ce sont les interactions qui peuvent exister entre les facteurs

cités auparavant.

Facteurs Intrinséques
nutriments, pH. a_. rh,
substances antimicrobiennes,
structure

Facteurs Technologigues o
o . Facteurs Extrinséques
chaleur, radiations, pression,

o température,
champs ¢lectriques. gaz, ~i . '
1110(Ll;fic1ti011 sqmlc.rlhl.re -~ environnement gazeux
‘ MICRO-ORGANISME

/N

Effets Combinés
interactions entre
facteurs

Facteurs Microbiens
synergies, antagonismes

Figure 7. Nature des facteurs environnementaux agissant sur le comportement des
microorganismes dans les aliments (Mossel et Ingram 1955 ; Mossel 1983).

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

Boubendir et al. (2016) ont étudiés sur le lait de vache d'une région semi-aride d'Algérie,
la diversité des communautés bactériennes du lait cru durant la réfrigérationet leur

dynamique (Figure 8).
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Figure 8. Courbes de croissances obtenues par modélisation avec 1’équation de Gompertz des
données de comptage des cellules de bactéries viables totales dans des échantillons delaitde 3
vaches pendant 21 jours de stockage a 4°C (Boubendir et al., 2016).

Les 3 échantillons de lait ont été analysés pendant 21 jours en raison d'une
croissancemicrobienne lente. Le nombre initial d'échantillons de lait, allant de 2,5 a 3,5

Log UFC.mL™. Le Tableau 10 rapporte les paramétres Gompertz obtenus :

Tableau 10 : Les valeurs prédites des parametres de croissance microbienne par 1’équation de
Gompertz obtenus en modélisant les données de dénombrement moyen des bactéries viables totales

durant le stockage réfrigéré de trois échantillons de lait (Boubendir et al., 2016).

pmax A
Echantillon A 0.19 10.50
Echantillon B 0.14 7.10
Echantillon C 0.22 6.74
Mean 0.18 8.11

1 max : la vitesse maximal de croissance (A Log UFC.mL ™ "*jour)

A: le temps de génération (jours)
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Aussi, Vithanage et al. (2016) a Victoria en Australie ont examiné ’effet de différentes
conditions de réfrigération a 2°C, 4°C, 6°C, 8°C, 10°C et 12°C sur la qualité
microbiologique du lait cru provenant de troisdifférentes fermes laitieres avec des comptes

microbiens initiaux tres différents (Figure 9).

©

TPC_A(log cfumL)
o

PBC_A(log cfumL)
~

Storage time (Days) Storage time (Days)

TPC_B(log cfwmL)

(log efu/mL)
(log efu/mlL)

TPC_C
PBC_C

Storage time (Days) Storage time (Days)

Figure 9. Effet de différentes conditions de stockage sur le nombre total de bactéries (TPC)
et le nombre de bactéries psychrotrophes (PBC) des échantillons de lait cru A, B et C;
stockage a —+— 2°C, —=— 4°C, 6°C, 8°C, ——10°C et —=— 12°C. Les résultats
ont été présentés sous forme de moyenne + SE (n = 9) (Vithanage et al., 2016).
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Cempirkova et Mikulova (2009) ont étudiés la contamination d'échantillons en vrac de lait
cru de vache (n = 491) par des bactéries lipolytiques psychrotrophes (PLiBC), le nombre
total de bactéries psychrotrophes (PBC) et de bactéries mésophiles (TBC) a été surveillée
pendant deux ans sur huit fermes laitieres, la dynamique de la croissance de ces bactéries
étudiée expérimentalement dans trois échantillons de lait en vrac sans conservateur et

stocke a différentes températures de 4, 6, 5 et 10 °C (Figure 10).

TBC:log CFU/ml

PBC: log CFU/ml

- . " 0 T T T - T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96

Hours Hours

PLiBC: log CFU/ml

0 24 48 72 9%
Hours

Figure 10. Augmentation de la TBC, PBC et PLiBC liée aux variations de température(les
points du graphique représentent les logarithmes moyens des valeurs déterminées danstrois
échantillons de lait différents). TBC - nombre total de bactéries PBC - nombre de bactéries
psychotropes PLiBC -bactéries lipolytiques psychotropes (Cempirkova et Mikulova 2009).
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Perin et al. (2012) ontcomparés différentes conditions de stockage du lait cru, 20
échantillons de lait cru ont été collectés et des portions de chacun ont été stockées dans des
conditions de stockage différentes (4 °C pendant 48 heures, 7 °C pendant 48 heures et 25
°C pendant 4 heures). Les populations aérobies mesophiles et psychrotrophes (totales,

lipolytiques et protéolytiques) ont été surveillées et les résultats ont été comparés par
analyse de variance (Figure 11).
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Figure 11. Dénombrements moyens de microorganismes indicateurs d'hygiene sur des échantillons
de lait stockés dans différentes conditions (e: 25°C, o: 4°C; A: 7°C). Aérobies mésophiles:
graphiques A et B; Psychrotrophics: graphiques C et D; Psychrotrophes lipolytiques: graphiques E
et F; Psychrotrophes protéolytiques: graphiques G et H. Les échantillons dont le nombre initial de
mésophiles aérobies est inférieur (coté gauche) et supérieur (coté droit) a 5 log UFC / mL (Perin et
al., 2012).

38



0

Partie 11 :
Recherche
Expérimentale




=)

Mateériel
& Meéthodes




Partie Il : Recherche Expérimentale

1. Matériel et Méthodes

L’ensemble des manipulations expérimentales ont été réalisé dans les laboratoires de

Biologie du Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf de Mila.
1.1. Préparation de mateériel végétal
1.1.1. Présentation de la zone de prélévement

Le matériel végetal utilisé le présent travail est |'Origanum vulgare, il comprend
comme partie aerienne des tiges et des feuilles, Il a été récolté le 20.04.2018 a une
température de 19°C ; dans la région de Ain Tin, Mila (Figure 12). Cette derniére est
localisée dans une altitude de 666m, une latitude de 36,394539t une longitude de
6,325700.

Figure 12.0riganum vulgare récolté dans la région de Mila a Ain El Tinn.

1.1.2. Séchage

Apreés la récolte, le matériel végétal a été débarrassé des poussieres, avec élimination

totale de toutes traces des tiges ou fleurs et seules les feuilles sont gardées.

Les feuilles de I’Origanum L. sont laissées a sécher a I’ombre pendant unesemaine sur
du papier propre a l'air libre, non exposées a I'numidité, sans appliquer un traitement
thermique pour minimiser la perte des composants actifs. Les feuilles séchées sont

stockées dans des sacs en papier propres jusqu'a utilisation (Figure 13).
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Figure 13. Les feuilles de 1’Origanum L.

1.1.3. Broyage

Les feuilles séchées de la plante ont été broyés a l'aide d’un moulin a café électrique
pour I’obtention d’une poudre (Figure 14). La poudre obtenue a été emballée dans du

papier propre sellé a I'abri de la lumiere et de la chaleur jusqu'a utilisation.

Figure 14. La poudre de 1’Origanum L.
1.1.4. Préparation de 'extrait aqueux de I’Origanum L

- L'extrait aqueux a été préparé par ajout d'eau distillée stérile chauffée a 40-50°C en
utilisant 100g de poudre de d’Origanum L. jusqu’a saturation (650 ml), avec agitation
modéré a une vitesse de 50Hz continue pendant 48 heures appelée macération sous

agitation.
- L'extrait obtenu a été filtré 2 fois en utilisant le papier filtre standard.

- Le filtrat obtenu a été partagé sur des boites de pétri pour accélérer le séchage. Le
séchage a pris 15jour; I’extrait séché a été rassemblé par une spatule et moulues en poudre

fine avec un mortier.
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- Ensuite, I'extrait a été pesé et stocké dans un petit récipient de verre fermé

hermétiquement, ombré et stockés dans le réfrigérateur a 4 °C jusqu'a utilisation.

- L’extraction est réalisé a partir de 100g de poudre dans 650 mL d’eau distillée stérile, le

mélange est filtré 2 fois et donne un rendement de 13% calculé par la regle suivante :

masse de 'extrait apres évaporation du solvant (g) 100
" masse de la matiére végétale utilisée pour I'extraction (g)

_ 13 (g)
100 (g)

x 100
R =13%

Les étapes de la préparation de I’extrait aqueux sont résumées dans la Figure 15.
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Poudre de
I’Origanum
100g

Macération :
addition de 650 ml
I’eau distillée

Agitation 50 Hz / 48h
a I’abri de la lumiére
et a température
ambiante

Evaporation a
température ambiante

Partage du filtra sur
des boites de pétri

Filtration sur papier
filtre (x2)

Figure 15. Protocole de préparation de I’extrait aqueux de 1’Origanum L.
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1.1.5. Préparation de la solution mere de I’extrait aqueux

A T’aide d’une balance peser 5g de I’extrait aqueux du I’Origanum L. séché et mélanger
avec 50 mL (5 g/50 mL) d’eau distillée stérile chauffée a environ 40°C maximum dans un
flacon stérile (Figure 16), puis agiter bien le méelange obtenu en utilisant le vortex. Couvrir
le récipient par le papier aluminium et le conserver dans le refrigérateur pour les
prochaines utilisations.

Figure 16. La solution mére de I’extrait aqueux de 1’Origanum L. préparée le 09/01/20109.

Selon les valeurs des CMI (voir Tableau 4, Chapitre 1), nous avons choisis la

concentration 5mg/mL comme concentration de la solution mére (100%).

A partir de la concentration de départ (100%), les volumes de 1’extrait ajoutés au lait sont

calculés comme suit :

ClxV1=C2xV2

59 /50mL* x V1 = 5mg/mL** x100mL***

* Concentration de la solution mere de ’EA
**Concentration de EA recherchée dans le lait.
***Volume réactionnel du lait supplémenté d’EA.

Donc 5000mg/50mL x V1 = 5mg/mL x 100mL

V1=5mL » 100%

Ainsi de suite pour : V2, V3, V4.
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V2=3,75mL » /5%
V3=2,5mL » 50%
V4=1,25mL > 25%.

Les valeurs des volumes ajoutés au lait sont réesumées dans le Tableau 11.

Tableau 11: Concentrations, pourcentages et volumes d’EA de I’Origanum L. ajoutés au
lait.

Concentration de EA dans Volume ajouté au lait
) Pourcentage (%)
le lait (mg / mL) (mL)
1 5 100
0.75 3.75 75
0.5 2.5 50
0.25 1.25 25

1.2. Echantillonnage du lait
e Lesite de prélévement

Les échantillons de lait cru ont été collectés dans une ferme localisée dans la localité EL
Nechem a Grarem Gouga dans la région de Mila présent un climat tempéré chaud. Cette
derniére est localisée dans une altitude de 628m, une latitude de 36,572035 et une
longitude de 6,341493 (Figure 17).

Figure 17. Site de prélevement : EL Nechem a Grarem Gouga dans la région de Mila.

44



Partie Il : Recherche Expérimentale

Description du site d’élevage

Aération Une porte et des fenétres
Eclairage Présent
Revétement Présent

Etat de propreté

Treés propre

Les vaches laitiéres

Race Bovine laitiere hybride « BLH »

Nombre total 13

Origine Francaise Pie rouge (5) et Montbéliard Pie Noir (8)
Le type Des vaches productrices de lait

La vache d’étude

Age 6 années
Etat de santé Saine
Origine Pie noir

Fréquence de traité

Une fois par jour, matin ou soir

Quantité de lait par | 5 litre
jour
Interne :
-le son
Alimentation -lorge
-I’avoine
-le foin.
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Externe :

- Origan.

- Feuilles d’olivier.

-Hibiscus ; Mauve (Malva Parviflora).

-sella.

e Prélevement

Durant I'échantillonnage, les extrémités des trayons ont été nettoyées en essuyant avec
des serviettes en papier sec, les 3 premiers jets ont été éliminées et de 600 mL de lait cru
ont été prélevés des quatre mamelles en déplagant le flacon stérile ombré successivement
(Figure 18). Finalement, le flacon est transféré directement a froid au laboratoire a une

température de 4°C.

Figure 18. Prélevement du lait cru.

1.3. Analyses microbiologiques
1.3.1. Préparation du milieu de culture
e Gélose nutritive

Relativement simplifiée, la composition de la gélose nutritive apporte les éléments
nécessaires a la croissance et a la numération d’une grande variété de germes bactériens

non exigeants. Les différentes étapes de la préparation du milieu sont (Figure 19):
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- Selon la concentration mentionnée dans le flacon de la gélose en poudre (23 g/l), peser
23g de la poudre.

- Dissoudre cette masse dans un volume de 1000 mL d’eau distillée avec agitation sur

plague 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.

Figure 19. Préparation du milieu de culture.

e Gelose au sang
Milieu de base légerement enrichi (avec du sang de cheval) pour cultiver et isoler un
large éventail de bactéries non exigeantes, le mode opératoire est :

-Préparation de la gélose nutritive.
-Chauffer dans le bain Marie jusqu’a ébullition.

-Ajouter le sang de cheval a 5% a la gélose nutritive en surfusion et agiter (gélose au sang

cuit).
-Refroidissement jusqu’a 45°C.

-Ajouter 1.8 ml de la solution antibiotique (Cefazoline 20 mg /L) a 180 ml de gélose au
sang cuit. L’antibiotique inhibe la croissance d’une catégoric de micro-organismes
(sensibles) et permet uniquement la culture de certains genres de micro-organismes
(résistants).

e Gélose de MRS

Abréviation en microbiologie de la gélose de Man Rogosa et Sharpe, un milieu de
culture et isolement des bactéries lactiques.
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- 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 1’autoclave pour la
stérilisation.

1.3.2. Préparation de I’eau physiologique

L’eau physiologique a été préparée en pesant 9 g de Na Cl dissout dans 1000 ml d’eau
distillée puis stériliser (Figure 20).

Figure 20. La préparation de 1’eau physiologique.

1.3.3. Suivie de la cinétique de croissance microbienne
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Le 20.01.2019 est le premier jour de 1’expérience, ’objectif du travail est de suivre
I’évolution de la flore totale du lait additionné d’EA de /’Origanum vulgare et stockeé a 4°C
a des intervalles de temps réguliers : 0, 2, 6, 8, 10 jours. Les étapes suivantes ont eté

conduites dans une zone de stérilisation faite de 3 Bec Benzéne:
e Ajout de I’extrait aqueux au lait

- Mélanger bien le flacon mére de lait cru et répartir 100 ml dans chaque 5 nouveaux
flacons stériles identifiés : Témoin 0% et dilutions d’EA 100%, 75%, 50% et 25 %.
Flamber le col de chaque flacon par la flamme bleu du bec avant et aprés I’ajout de lait

(Figure 21).

Figure 21. Répartition du lait dans les flacons.

- Les volumes de ’extrait aqueux 5, 3.75, 2.5 et 1.25 ml sont ajoutés par micropipette
automatique chargées d’embouts stériles pour obtenir les dilutions 100%, 75%, 50%, 25 %

respectivement (Figure 22).

Figure 22. Ajout de I’extrait aqueux au lait.
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e Préparation des séries de dilutions

- Utiliser une série de dilution de 10 & 10® pour chaque échantillon & analyser (Figure
23).

-Mélanger d’abords tendrement le flacon de lait, prélever 1 ml, ajouter a la premicre

dilution 10 et homogénéiser quelques secondes au vortex.

- Prendre 1ml de la dilution 10, ajouter & la 102 et refaire les mémes actions jusqu’a la
dilution 10°°.

Figure 23. Préparation des séries de dilutions.

e Culture
» Flore Mésophile Aérobie Totale (FTAM)

- Préparer et identifier une série de répétitions de 03 boites de Pétri pour chaque série de
dilution c'est-a dire 18 boites au total, coder soigneusement et clairement les boites pour

chaque dilution.

- Prélever 1 ml de la dilution et déposer au centre de la boite, ensuite couler tendrement la
gélose (refroidie a 45 °C) en masse, un flacon de gélose peut couler jusqu’a 13 boites de
pétri. Eviter de couler la gélose directement sur la goutte de I’échantillon a fin de ne pas

tuer les microorganismes.
- Faire des mouvements doux en forme de 8 pour homogénéiser.

- Laisser refroidir a température ambiante pour solidifier et fixer I’inoculum (environ 15

min).
- Incuber a I'étuve pendant 48 h a 37°C.

- Refaire les mémes actions a chaque intervalle d’analyse.
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> Bactéries Lactiques

- Préparer et identifier une série de 03 boites de Pétri seulement pour la dilution 107 c'est-
a dire 3 boites au total, coder soigneusement et clairement les boites.

-Prélever 1 ml de la dilution 10™ et déposer au centre de la boite, ensuite couler tendrement
la 1% couche de gélose en masse, attendre quelques minutes puis couler la 2éme

(ensemencement en double couches)
- Faire des mouvements doux en forme de 8 pour homogénéiser.

- Laisser refroidir a température ambiante pour solidifier et fixer I’inoculum (environ 15

min).

- Incuber a I'étuve pendant 48 h a 37°C.

> Bactéries spécifiques

- Couler tendrement la gélose au sang additionnée d’antibiotique dans les boites de pétri.
- Prélever 0.1 ml de la dilution de lait cru et étaler en surface avec rateau.

- Laisser refroidir a température ambiante pour solidifier et fixer I’inoculum (environ 15

min).

- Incuber a I'étuve pendant 48 h a 37°C.

-ldentification phénotypique (macroscopique et microscopique) des isolats bactériens.
e Suivile pH

On mesure le pHa chaque intervalle de temps (48h) (Figure 24).

Figure 24. Suivie du pH pendant 10 jours.
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e Dénombrement

Le nombre de dilutions a réaliser dépend de la concentration cellulaire de 1’échantillon
de départ. Le nombre de colonies comptées dans une boite de pétri doit étre compris entre
30 et 300 UFC/mL (Figure 25).

Figure 25. Dénombrement des bactéries psychrotrophes.
1.3.4. Controle microbiologique de la solution mére de I’EA de I’Origanum L.

Pour contréler la contamination de la solution mére EA, une série de dilution de 10™ &
10™ est préparée (Figure 26), ensemencer en masse sur gélose nutritive puis incubée 48h a
37°C.

Figure 26. Contrdle microbiologique de la contamination de la solution mére d’EA.
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Les étapes de 1’analyse microbiologique sont résumées dans la Figure 27.

1 ml d’échantillon est
ajouté a 9 ml de I’eau
physiologique

contenus dans un tube

a essai

1 ml de cette 1ére dilution est Iml de la 2éme dilution
mélangé a 9 ml de milieu est mélangé a 9ml
contenus dans un tube bouché contenus dans le tube a

et le 1 ml est étalé sur boite essai et 1 ml est étalé sur

de pétri boite de pétri

Le processus de dilution et d’étalement est répété

Figure 27. Etapes de I’analyse microbiologique
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1.4. Observations microscopiques
1.4.1. Préparation du frottis

1. Déposer une petite goutte d’eau sur une lame.

2. Flamber I’anse de platine dans la flamme du bec benzéne.

3. Laisser refroidir quelques secondes (10s), en restant prés de la flamme.

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

5. Etaler le prélévement a la surface de la lame en le dispersant dans la goutte d’eau.
Attention: flamber I’anse avant de la redéposer.

6. Laisser sécher (complétement) a 1’air

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

Laisserrefroidir quelques secondes aprés chaque passage.

1.4.2. Coloration de Gram

1. Couvrir le frottis bactérien par la solution de violet de gentiane (colorant Primaire).

2. L’exces de violet est jeté aprés une minute d’action (60 ).

3. Rincer avec un mince filet d’eau ; faire tomber 1’eau un peu au-dessus du frottis et non
directement dessus.

4. Recouvrer le frottis avec du lugol puis jeter le aprés quelque secondes (1 minutes).

5. Répéter ou fois jusqu’ a que la pellicule mordorée n’apparais plus.

6. Décolorer la lame a ’alcool absolu goutte a goutte, en I’inclinant au-dessus de 1’évier,
jusqu’ a que | alcool n ait plus d’action décolorante.

7. Laver a I’eau de robinet.

8. Recolorer a la fushine pendant une minute.

9. Laver a ’eau.

10. Sécher au buvard ou a I’air.

11. Observer la lame a I’huile a immersion (g : X 100).
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1.5. Purification des colonies
La purification des colonies est essentielle pour caractériser une espece individuellement.
Un mélange de cellules est étalé a la surface de la gélose de sorte que chaque cellule se
développe en une colonie isolée. Ces colonies isolées permettent une croissance
macroscopique ou visuellement un amas de micro-organismes peut étre observé (Figure
28).
Apres avoir prélevé aseptiquement un échantillon (prés d’un bec benzéne, avec une

pipette pasteur stérile)

e Effectuer une série de 4 stries en évitant de passer deux fois au méme endroit.
-Refermer.
-Flamber pipette pasteur.

e Effectuer une 2°™ série de 4 stries ; en évitant de passer deux fois au méme

endroit.

- Refermer.
-Flamber pipette pasteur.

o Effectuer une 3éme série de 4 stries.
-Refermer.

-Incuber.

Figure 28. Purification des souches bactériennes.
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1.6. Tests enzymatiques
> Catalase
e Placer une goutte de H,O, sur une lame de verre.
e Avec une anse de platine, prélever des fragments bactériens et disperser dans le
H,0,.
e  Observer immédiatement le dégagement de bulles d’O, pour une réaction positive
(Figure 29).
Les bactéries possédant I’enzyme catalase peuvent transformer le peroxyde
d’hydrogene, H,O, (toxique), en H,O et Oy, lequel est dégage sous forme de gaz et
entraine la formation de bulles. On les dit que la souche est « catalase + ».

Figure 29. Test de la catalase
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2. Résultats et Discussions
2.1. Résultats
2.1.1. Culture bactérienne

Il est a rappeler que 1’objectif de cette étude est le denombrement de la flore totale se
développant a froid dans le lait en présence et en absence d’extrait de plantes.Le total des
échantillons de laits crus analyseés donnent des cultures bactériennes positives sur gélose
nutritive.L’ensemble des caractéristiques culturales des bactéries sontdécrits dans le
Tableau 12.

Tableau 12 : Description macroscopique et microscopique des bactéries lactiques

Aspect macroscopique des colonies
sur gélose nutritive. Les colonies

sont de tailles différentes de 1 a 3

Flore totale mm.

aérobie mésophile La plupart des colonies apparaissent
sur gelose blanches et rondes a contour

nutritive régulier ~ (Photo  réalisée  au
Département de Biologie au C.U de

Mila).

Aussi, I’ensemble des caractéristiques morphologiques des bactéries lactiques se
développant sur milieu M.R.S, sont regroupées dans le Tableau 12 avec une description

macroscopique et microscopique :
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Aspect  macroscopique  des
colonies de Lactobacillus sur

Lactobacillussur M.R.S. Les colonies sont de

M.R.S tailles et moyenne (1 a2 mm)

(Photo réalisée au Département
de Biologie au C.U de Mila).

Les colonies sont observées par
coloration  de Gram  au
grossissement x100 a I’huile

d’immersion. Les cellules sont

Lactobacillus : ) .
des coccobacilles longsa Gram

coloration de e 12 .
positif,isolés, ou associées en

Gram diplo ou en chainettes.
(Photo réalisée au Département

de Biologie au C.U de Mila).

2.1.2. Controle du pH

Les valeurs de pH obtenues sontmesuréesa chaque intervalle de temps (48h),pour
I’échantillon mére de lait (sans addition),I’ensemble des résultatssont résumés dans le
Tableau 13.

Tableau 13 : Les variations du pH pendant I’expérience.

Jours 0 2 6 8 10
pH 727 | 723 | 7.19 | 7.13 | 7.23

Les valeurs de pH sont transformées en courbe (Figure 30).
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Figure 30. Les variations du pH durant 10 joursde réfrigération du lait.

2.1.3. Contrdle de la présence microbienne dans I’extrait aqueux

On observe la présence des colonies dans la dilution 103, 10 et 10 alorsque les boites
de la dilution 107%et 10° ne manifestent pas de croissance microbienne (culture
microbienne est négative) (Figure 31). On peut dire queplus que la dilution diminue plus
que la croissance microbienne augmente. La flore microbienne saprophyte de plante

pourrait étre a I’origine de cette se développement microbien.

Figure 31. Contr6le microbien de I’EA.

2.1.4. Evolution de la croissance microbienne
L’évolution de la dynamique de croissance microbiennedela flore totale et des bactéries

lactiques du lait conservé a 4°C a été suivie durant 10 jours, avec 1’addition de différentes
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concentrations d’extrait aqueux d’Origanum vulgare.Les prélevements ont été réalisés a
différents intervalles de tempsréguliers (0, 2, 4, 6,8et 10 jours) ou la flore totalea éteé
dénombrée. Pratiquement, a cause des conditions météorologiques les prélevements ont été
conduits de la maniere suivante : 0, 2, 6,8 et 10 jours. Alors que les bactéries lactiques et
les bactéries spécifiques sont dénombrées aux intervalles 0, 6, 10 jours.

Les valeurs obtenues sont calculées par les moyennes de trois répétitions du
dénombrement.

Les résultats de la dynamique de croissance microbienne en Log UFC . mL™ de la flore

totale du lait sont présentés dans la Figure 32.

6,5 —m— AEOQ
] — e AE100 .
6,0 ] AE75 /
. —w— AE50 -
5,5 - AE25

5,0

4,5 - V//!

4,0 H

3,51

Nombre cellulaire (Log UFC . mL™)

3,0 H

25 , . , . , . ,
0 2 4 6 8 10

Temps (jours)

Figure 32. L*¢évolution de la croissance microbienne du lait réfrigéré.

2.1.5. Détermination des parameétres cinétiques de la croissance microbienne
Tableau 14: Les valeurs des parametres de croissance microbiennes de

la flore totale de lait.

%EA X max pmax G
0 6.297 0.712 4.128
100 4.526 0.254 4.0252
75 4.457 0.183 1.933
50 4.457 0.183 1.933
25 4.65 0.541 5.0489

X max : Niveau maximal de croissance (Log UFC.mL™)
p max: Vitesse maximale de croissance (A Log UFC.mL ™ *jour)
G : Temps de génération (Jours) = 1/u max
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Les résultats des parametres cinétiques de croissance sont transformes en histogrammes
(Figure 33).
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Figure 33. 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 (G).

La concentration 25% d’EA a donné le temps de génération le plus long (5.04 jours)
avec un niveau maximal (X max) faible de 4,65 Log UFC. mL™ par rapport au témoin
(6,29 Log UFC. mL™).

Donc la durée de vie du lait est nettement améliorée par 1’ajout d’EA a 25% par rapport

aux autres concentrations et au témoin.
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La corrélation entre les concentrations de 1’extrait aqueux et la croissance microbienne

maximale (X max) est montrée dans la Figure 34.

Xmax

y=-0011x+ 5545
R2=0361

-
5 1 L
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0 20 40 60 80 100 120
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Figure 34. Régression linéaire de la corrélation entre les
concentrations de I’EA et la croissance microbienne maximale
(X max).

Il est noté que la régression linaire de la corrélation entre les concentrations de 1’extrait
aqueux d’Origanum L. et les niveaux de croissance maximales ne sont pas favorablement
linéaires avec une valeur de R? de 0,361.

2.2. Discussion

A notre connaissance, il y’a peu d’études sur la dynamique de la croissance
microbienne du lait a froid,et encore sur I’effet del’addition d’extrait de plantes sur la
dynamique de croissance microbienne.

La charge microbienne initiale du lait analysé était faible (Figure 32), et inférieure a la
limite d’hygiéne pour les bactéries psychrotrophes dans le lait (50000 UFC. mL™) cela
refléte les bonnes pratiques d’élevage agricoles, le bon statut de santé et d’environnement

hygiénique des vaches laitieres (Cempirkova 2007 ; Hantsis-Zacharov et Halpern 2007).

Les produits végétaux sont également utilisés depuis l'antiquité pour aromatiser des
aliments, des boissons et a des fins médicinales avec plus ou moins de succes pour guérir
et prévenir les maladies. Au cours des dernieres années, de nombreuses études ont
confirmes I'efficacité des produits végétaux (Butkhup et al., 2010; Negi et al., 2010 ;

62



Partie Il : Recherche Expérimentale

Tornuk et al., 2011; Zeng et al., 2012 ; Bhatt et Negi 2012) et des milliers de composés ont
été isolés a partir de ces plantes, qui sont revendiqués avoir des propriétés
antimicrobiennes ou médicinales. L'utilisation d'extraits de plantes dont les propriétés
antimicrobiennes sont connues peut avoir une grande importance pour la conservation des
aliments (Edeoga et al., 2005).

Les activités antimicrobiennes des extraits de plantes peuvent résider dans variété de
composants différents tels que les flavonoids, les terpenoids, les phenolics, les catachol,
les steroids, terpenoids, tannins. Plusieurs extraits en raison de leurs constituants
phytochimiques ont montrés une activité antimicrobienne (Negi 2012). Parmi ces plantes,
1’Origan qui est connue pour leur richesse en divers agents biologiquement actifs tels que
les composés phénoliques exercent une propriété antimicrobienne en provoquant une
inhibition enzymatique (Negi 2012 ; Siddteegh et al., 2016), le carvacrol et thymol ont des
propriétés antiseptiques, car ils perturbent la membrane bactérienne par la liaisons aux
protéines membranaires (Carson et al., 2002), les flavonoides permettent le retard ou
I’inhibition de I’initiation ou de la propagation des réactions en chaine oxydantes (Majeed
etal., 2016).

D’autres études ont démontrés que la durée de vie et la qualité de la viande peuvent étre
améliorées par les antioxydants naturels ajoutés dans le pré et post-abattage. C'est-a-dire
I’incorporant des antioxydants naturels dans les régimes animaux, sur la surface de la
viande, ou emballage actif. Certains auteurs ont rapporté l'efficacité des extraits de
Romarin et d'Origan pour réduire I'oxydation des lipides (Fasseas et al., 2007; Camo et al.,
2008), perte de couleur et croissance microbienne dans certains types de viandes (Camo et
al., 2008; Zinoviadou et al., 2009).

Concernant la dynamique de la croissance microbienne de la flore totale du lait, apres
I’ajout de différentes concentrations de ’extrait aqueux d’Origanum L. dans le lait cru
réfrigéré a 4°C (Figure 35), on observe 1’allongement de la phase de latence (le temps de
génération 5.04 jours).

Boubendir et al.(2016) a Biskra en Algerie, ont trouve un temps de génération plus long
allant de 6,74 a 10,50 jours. Cette différence entre résultatssuggére 1’effet des climats des
régions d’étude. La région de Mila est située proche de lazone tempéré chaud et celle de
Biskra dans le climat semi-aride, a ceci s’ajoute ladifférence des plantes aromatiques

paturées dans la région semi-aride et qui possédent enmajorité des activités

63



Partie Il : Recherche Expérimentale

antimicrobiennes  confirmées, tel que Malva sylvestris, Cyanodondactylon,
Atriplexspp.,Tamarixspp et Cyperusconglomeratus (Bouaziz et al., 2009; Chaudhari et al.,
2011; Razavi et al., 2011; Abd El Raheim 2013). Ainsi les concentrations maximales de
croissance microbiennes 4,65 Log UFC.mL™ est inférieures a celles rapportés par cette
étude 5,25 Log UFC.mL™.

Par contre Vithanage et al. (2016) a Victoria en Australie, ont trouvés une durée plus
courte de la phase latence comprise entre 3 et 4 jours et les valeurs de X max entre 5,5 a
7Log UFC.mL™. Cempirkové et Mikulova (2009) en République Tchéque et Perin et al.
(2012) ont trouvés les valeurs de concentration microbienne (X max) : 4,5 Log UFC.mL™,
5,30 & 5,74 Log UFC.mL™ et des temps de génération de 48h et 15h respectivement.

Cela confirme que les extraits des plantes ont un effet de retardement de la croissance
microbienne. L'extrait aqueux d’O. vulgare a montré la plus forte activité antibactérienne
ce qui est en corrélation avec le contenu total élevé en phénols (Chaudry et al., 2007 ;
Licina et al., 2013). Licina et al. (2013) ont trouvés que parmi les extraits testés
d’Origanum L, I'extrait agueux a montreé le plus grand effet inhibiteur contre les bactéries

testées.

Concernant la régression lin¢aire de la corrélation entre la concentration d’EA et le
niveau de la croissance microbienne finale (Figure 34). L’inhibition de 1’enzyme par un
exces de substrat, I’inhibition du substrat, est 1’'un des écarts courants par rapport a la
cinétique de Michaelis-Menten et signifie que la courbe de vitesse d’une réaction augmente
au maximum a mesure que la concentration du substrat augmente, puis descend a zéro
(inhibition complete), ou a une asymptote non nulle (inhibition partielle). L'inhibition du
substrat est un phénomeéne extrémement répandu dans la cinétique des enzymes et joue un
role régulateur crucial dans un certain nombre de voies métaboliques. L'explication la plus
simple de l'inhibition du substrat implique la liaison de deux molécules de substrat a
I'enzyme au niveau des sites actifs et des sites inhibiteurs non catalytiques (Reed et al.,
2010;Yoshino et Murakami 2015).

L’effet antibactérien des composés phénoliques mobilise différent mécanismes :
actionsur la membrane cellulaire et inhibition des enzymes microbiennes (Akiyama et al.,
2001; Rodriguez-Vaquero et al., 2007).

Qu’il s’agit de bactérie Gram positive ou Gram négative, la membrane cytoplasmique
bactérienne présente la méme sensibilité aux composés phénoliques (Freney et al., 1995).

Les polyphénols pénetrent dans la cellule bactérienne et inactivent les perméases du
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périplasme qui sont impliquées dans le transport des aminoacides et des polysaccharides.
Cela entraine une modification de la perméabilité cellulaire, avec une lyse de la cellule
bactérienne suivi par une perte de ses constituants (Leinmdller et al., 1991; Lojkowska et
Holubovsca 1992).

L’inhibition de I’activité enzymatique résulte de deux phénomeénes, simultanés ou non.
Les composes phénoliques liés aux molécules substrats rendent ces dernieres
moinsaccessibles aux enzymes en les insolubilisant ou en masquant les sites de
reconnaissance enzyme-substrat. Les tannins liés aux enzymes inhibent leur activité
directement parprécipitation de la protéine enzymatique et en se fixant sur les sites actifs
(dereconnaissance de substrat), indirectement par encombrement stérique et par la

formation d’un complexe (enzyme - substrat- inhibiteur) inactif (Leinmdller et al., 1991).
En conclusion, la meilleure concentration choisie de 1’extrait aqueux d’Origanum L.

ajouté au lait est de 25% surtout a cause du temps de génération allongée et du niveau de

croissance bas enregistres.

65



9

=)

Conclusion&
perspectives




Conclusion et perspectives

La meilleure concentration de 1’extrait aqueux d’Origanum L. ajouté au lait est de 25%

surtout a cause du temps de genération allongée et du niveau de croissance bas enregistrés.

L’extrait aqueux est de composition complexe et hétérogene, ses composants pourraient

exercer une activité antimicrobienne individuelle ou combinée (synergie).

Vue la présence microbienne d’origine saprophyte remarquée dans I’EA, il est

recommander en perspective de le stériliser.

Il est intéressant dans le futur de tester la qualité sensorielle du produit fini, pour voire

I’influence de ’addition d’EA sur I’acceptabilité par le consommateur.

Aussi, une exploration de la composition phytochimique qualitative et quantitative de

I’extrait de plante est envisagée.
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Annexe 1 : Matériel utilisés

Autoclave

Vortex

Bain marie

Balance

plague chauffante

Etuve



Agitateur Bec benzene

Addition des concentrations d’EA au lait Filtration d’EA

Annexe 2 : L’extraction de I’Origanum

Dans notre expérience nous avons faire une extraction primaire a partir de 100 g depoudre

dans 650ml d’eau distillée stérile, le mélange est filtré 2 fois et donne un rendement de
13%.



Annexe 3 : Evolution de la flore psychrotrophes du lait durant 10 jours de stockage a froid

a 4°C sans multiplication par le facteur de dilution

Dilution | 0j 2 6i 8 10j
Témoin | 1,00E-0L | 84 | 117 |94 |80 |74 |73 | 300 |300 | 300 |300 |300 | 300 | 300 | 300 | 300
100E-02 |12 |12 |15 |13 |14 |13 |117 |179 | 220 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-03 | 3 2 1 |2 1 0 20 |3 o 300 | 300 | 300 | 300 | 297 | 300
1,00E-04 | 0 1 2 |0 1 1 18 |1 |11 |19 |45 |50 |200 |187 | 180
1,00E-05 | 0 0 0 |o 0 0 0o |0 |5 15 |14 |9 7 7 7
100% | 1,00E-01 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-02 | 300 | 300 | 300 |300 |300 |300 |300 |300 |300 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300
1,00E-03 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300 |300 |300 | 300 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300
1,00E-04 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300 |300 |300 |300 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300
1,00E-05 | 143 | 118 | 137 | 300 | 285 | 300 | 216 | 245 | 280 | 110 | 90 | 100 | 300 | 187 | 151
1,00E-06 | 0 0 0o |o 0 0 44 |36 |52 |110 |90 |52 |300 |240 | 284
75% | 1,00E-01 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-02 | 300 | 300 | 300 |300 |300 |300 |300 |300 |30 | 300 |300 |300 |300 |300 | 300
1,00E-03 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300 |300 | 300 |300 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300
1,00E-04 | 300 | 300 | 300 | 300 |300 | 300 | 300 |300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
100E-05 | 133 | 159 | 159 | 220 | 240 | 218 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 187 | 151
1,00E-06 | 0 0 0 |o 0 0 64 |77 |98 | 146 | 167 | 150 | 162 | 99 | 167
50% | 1,00E-01 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-02 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 |300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-03 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 |300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-04 | 300 | 300 | 300 |300 |300 |300 |300 |300 |300 | 300 | 300 |300 |300 |300 | 300
100E-05 |78 |97 |88 |187 | 167 | 200 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-06 | O 0 0 |o 0 0 50 |55 |60 |100 |90 |95 |73 | 118 | 132
25% | 1,00E-01 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
1,00E-02 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300 | 300 |300 | 300 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300
1,00E-03 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300 |300 |300 |300 | 300 | 300 | 300 |300 |300 | 300
1,00E-04 | 157 | 197 | 265 | 300 |300 |30 | 130 | 111 | 142 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
100E-05 |28 |19 |22 |78 |75 |91 |67 |72 |38 |300 |300 |300 |300 |300 | 300
1,00E-06 | O 0 0 |o 0 0 0 |4 |3 310 | 300 | 290 | 350 | 325 | 300




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

0j 2j 6j 8j 10j

Témoin | UFC/mI | 840 1170 940 800 740 730 11700 17900 22000 190000 450000 500000 2000000 1870000 | 1800000
moyenne | 2950 2270 51600 1140000 5670000
Ecartype | 169,213869 37,859389 5185,55686 166433,17 101488 916
LogUFC | 222843595 15781736 3,7147954 522123988 5,00641861

100% | UFC/ml | 14300000 | 11800000 | 13700000 | 30000000 | 28500000 | 30000000 | 21600000 | 24500000 | 28000000 | 11000000 | 9000000 | 10000000 | 300000000 | 240000000 | 284000000
moyenne | 39800000 88500000 74100000 30000000 824000000
Ecartype | 1305118,13 866025,404 3204684,07 1000000 310698139
LogUFC | 6,11564982 5,93753063 6,50578522 6 7,49233865

75% UFC/ml | 13300000 | 15900000 | 15900000 | 22000000 | 24000000 | 21800000 | 64000000 | 77000000 | 98000000 | 146000000 | 167000000 | 150000000 | 162000000 | 99000000 | 167000000
moyenne | 45100000 67800000 239000000 463000000 428000000
Ecartype | 1501110,7 1216552,51 17156145,6 11150485,8 37898988,6
LogUFC | 6,17641272 6,08513086 7,23441972 7,04729379 7,57862762

50% UFC/ml | 7800000 9700000 | 8800000 | 18700000 | 16700000 | 20000000 | 50000000 | 55000000 | 60000000 | 100000000 | 90000000 | 95000000 | 73000000 | 118000000 | 132000000
moyenne | 26300000 55400000 165000000 285000000 323000000
Ecartype | 950438495 1662327,69 5000000 5000000 308274769
LogUFC | 597792402 6,22071664 6,69897 6,69897 7,48893798

25% UFC/ml | 1570000 1970000 | 2650000 | 7800000 7500000 | 9100000 | 6700000 7200000 | 3800000 | 310000000 | 300000000 | 290000000 | 350000000 | 325000000 | 300000000
moyenne | 6190000 24400000 17700000 900000000 975000000
Ecartype | 546015873 850490,055 1835755,98 10000000 25000000
LogUFC | 5,73720527 5,92966924 6,26381495 7 7,39794001




Résumé

La présente étude vise a tester I’effet de I’ajout de 1’extrait aqueux de plante sur la
qualité microbiologique du lait en particulier la flore psychrotrophe. La cinétique de
croissance microbienne a été suivie durant le stockage a froid du lait, et les parametres de
croissance ont été évalués. Les résultats ont montrés une amélioration de la stabilité du lait
lors de la conservation. Ces essais pourraient des intéréts certains pour les secteurs de

I’agriculture, agro-alimentaire et santé publique.

Mots clés : Psychrotrophes, conservation, lait, cinétique de croissance.

Abstract

The present study aims to test the effect of plant aqueous extract addition to milk, on
microbiological quality in particular the psychrotrophic flora. The kinetic of microbial
growth was followed during cold storage of milk, and growth parameters were evaluated.
The results showed an enhancement of milk stability during storage. These tests could be

of interest for sectors of agriculture, food industry and public health.

Key words: Psychrotrophs, storage, milk, kinetic of growth.
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