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Avant-propos  

 

_________________________________________________________________ 

Le projet de thèse a été mené au Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie 

Microbienne (LUBEM), USC INRAE 1504, sur le site de Quimper et s’inscrit dans le cadre de 

l’UMT ACTIA ALTER’iX (2019-2023), un partenariat entre l’ADRIA Développement et le 

LUBEM.  

Le projet de thèse a été en partie financé par des bourses régionales (Quimper Bretagne 

Occidentale et ARED) ainsi que par le Centre National Interprofessionnel de l’Economie 

Laitière (CNIEL) situé à Paris. Dans ce cadre, l’avancement du projet a été suivi lors de trois 

comités de pilotage entre septembre 2022 et mai 2024. La composition du comité de pilotage 

était la suivante :  

TENENHAUS-AZIZA Fanny*, CNIEL 

ABRAHAM Laurence, ENTREMONT  

ALVAREZ MARTIN Pablo, 

ENTREMONT  

AUGUSTIN Jean-Christophe, DANONE 

COROLLER Louis, LUBEM  

COUSIN Stéphane, GUILLOTEAU  

DECOURCELLE Nicolas, LUBEM  

DUVIVIER Anne, INGREDIA  

 

GAUCHER Isabelle, SOREDAB  

GAUVRY Emilie, BEL  

GUERIN Alizée, SOREDAB  

HATTE Jean-Louis, LACTALIS 

JAMET Emmanuel, BEL  

MATHOT Anne-Gabrielle, LUBEM  

NOEL Laurent, EURIAL  

RAULT Aline, SOREDAB  

 

*Coordinatrice du projet 

Le comité de suivi individuel (CSI) de la thèse s’est réuni chaque année et était composé de :  

DUBOIS-BRISSONNET Florence, Professeure des Universités, Université Paris-Saclay, 

INRAE UMR Micalis.  

LINDER Michel, Professeur des Universités, Université de Lorraine, Laboratoire d’Ingénierie 

des Biomolécules.  
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Dans ce chapitre, une synthèse bibliographique sera réalisée sur le tryptique du projet de 

thèse : les bactéries sporulées, les composés inhibiteurs, et les matrices alimentaires. Ce chapitre 

vise ainsi à fournir une revue exhaustive de la littérature concernant le sujet de la thèse afin de 

faciliter la compréhension des chapitres suivants. Dans la première partie de ce chapitre, la 

diversité des souches du groupe Bacillus cereus, les risques qu’elles représentent pour 

l’industrie alimentaire ainsi que leur cycle de vie seront abordés. Ensuite, la deuxième partie 

présentera l’utilisation d’acides carboxyliques en tant que composés inhibiteurs. Leurs 

caractéristiques physico-chimiques seront définies et leurs activités antibactériennes expliquées 

sur la membrane de cellules végétatives et de spores.  La troisième partie présentera les 

émulsions Huile dans Eau comme matrice alimentaire d’intérêt. Cette partie évoquera leur 

complexité structurelle et physico-chimique et les facteurs intrinsèques influençant le 

développement microbien et l’efficacité d’agents antibactériens.  Enfin, la partie 4 introduira le 

concept de microbiologie prévisionnelle ainsi que les modèles utilisés pour caractériser la 

croissance microbienne et l’effet d’agents antibactériens. Pour finir, dans la dernière partie 

(Partie 5), le contexte du projet de thèse sera exposé et les objectifs détaillés.  
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1. Les bactéries sporulées du groupe Bacillus cereus  

1.1. Diversité du groupe Bacillus cereus 

Les espèces du groupe Bacillus cereus, aussi appelé B. cereus sensu lato (sl), sont des 

bactéries gram-positives, productrices de spores et aéro-anaérobies facultatives, appartenant au 

genre Bacillus (Messelhäußer & Ehling-Schulz, 2018). Ce sont des microorganismes 

ubiquitaires, qui sont des espèces endémiques du sol et qui occupent divers habitats 

écologiques, tels que les végétaux ou encore le tractus intestinal d’espèces à sang chaud 

(Stenfors Arnesen et al., 2008).  

Le groupe « B. cereus » comprend plusieurs espèces génétiquement très proches, et s’est 

enrichi au cours du temps : Bacillus cereus sensu stricto, B. anthracis, B. thuringiensis, 

B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. wiedmanii and B. toyonensis et 

B. cytotoxicus (Guinebretière et al., 2013; Jiménez et al., 2013). La distinction entre les espèces 

du groupe B. cereus s’appuie sur les maladies provoquées ou sur des caractères phénotypiques 

particuliers : par exemple, B. cereus et B. anthracis sont reconnus comme agents pathogènes 

humain, en effet B. anthracis est l’agent responsable de la maladie du charbon (Mock and Fouet, 

2001), B. mycoides et B. pseudomycoides sont caractérisés par la formation de colonies 

rhizoïdales (Nakamura, 1998) et B. thuringiensis est différencié par sa capacité à former un 

cristal parasporal insecticide (Ehling-Schulz et al., 2019). Par ailleurs, Guinebretière et al., en 

2008 ont classifié le groupe B. cereus  en 7 groupes phylogénétiques selon leurs caractéristiques 

de croissance (Tableau 1), démontrant ainsi de claires différences dans la capacité de la bactérie 

à croître à haute ou à basse température (Carlin et al., 2010). On retrouve notamment le groupe 

VI composé d’espèces psychrotolérantes, dont B. weihenstephanensis capable de croitre entre 

4 et 7°C mais pas au-delà de 43°C (Lechner et al., 1998), tandis que B. cytotoxicus (groupe VII) 

est une souche thermotolérante et peut se développer jusqu’à 50°C (Guinebretière et al., 2013). 

Cependant, depuis plusieurs années, des études ont montré que bon nombre de ces 

caractéristiques phénotypiques utilisées pour l’attribution des espèces varient au sein même et 

entre les espèces (Stenfors Arnesen et al., 2008, Tallent et al., 2019). De plus, l’utilisation de 

techniques génétiques a permis un plus grand pouvoir discriminatoire et a joué un rôle 

déterminant dans la différenciation et la reclassification des membres de B. cereus (Carroll et 

al., 2022). Par exemple, Liu et al., en 2018 ont publié une étude visant à fusionner l’espèce 

B. weihenstephanensis au sein de l’espèce B. mycoides, suite à la comparaison de leur génome 

révélant de fortes similarités entre ces derniers.  
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Tableau 1 : Les groupes phylogénétiques de Bacillus cereus avec leur température de croissance et les 

toxines produites (Guinebretière et al., 2008) 

Groupe 

phylogénétique 

Espèces Gamme de 

température de 

croissance (°C) 

Thermotype Production de 

toxines  

I B. pseudomycoides 10-40 Mésophile Entérotoxines 

Hbl, Nhe 

II B. cereus  

B. thuringiensis 

7-40 Psychrotolérant Entérotoxines 

Hbl, Nhe, CytK 

III B. cereus  

B. thuringiensis 

B. anthracis 

15-45 Mésophile Entérotoxines 

Hbl, Nhe, CytK  

Céréulide 

IV B. cereus  

B. thuringiensis  

10-45 Mésophile Entérotoxines 

Hbl, Nhe, CytK 

V B. cereus  

B. thuringiensis 

8-40 Intermédiaire Entérotoxines 

Hbl, Nhe, CytK 

VI B. weihenstephanensis 

B. mycoides 

B. thuringiensis  

5-37 Psychrotolérant Entérotoxines 

Hbl, Nhe 

VII B. cytotoxicus 20-50 Thermotolérant Entérotoxine 

CytK 

 

1.2. Bacillus cereus, un challenge pour l’industrie alimentaire  

1.2.1. Agent de toxi-infections alimentaires  

Selon l’agence nationale de Santé Publique Française, B. cereus est un germe pathogène 

reconnu pour causer des toxi-infections alimentaires collectives (TIAC). Il s’agit, avec d’autres 

agents producteurs de toxines (Staphylococcus aureus et Clostridium perfringens), du 

deuxième agent bactérien suspecté en 2021 après Salmonella, incriminant 21% des agents 

confirmés (soit 665 malades) et 34% des agents suspectés (soit 1956 malades) (Santé publique 

France, 2023).  

Le germe pathogène B. cereus est responsable de deux types de syndromes : i) un syndrome 

émétique causé par l’ingestion d’une toxine thermorésistante, le céréulide, préformée dans 

l’aliment au cours de la croissance de certaines souches de B. cereus (intoxication) et ii) le 

syndrome diarrhéique, causé par la multiplication de la bactérie dans l’intestin de l’hôte et 

permettant la sécrétion d’entérotoxines (Nhe, CytK, Hbl) après ingestion de cellules végétatives 

ou de spores en quantité suffisante (toxi-infection) (Jovanovic et al., 2021). La dose minimale 

infectante de la bactérie retrouvée dans les aliments à l’origine de TIAC est généralement égale 

à 105 UFC.g-1 (ANSES, 2021). Le risque d’intoxication à B. cereus pour le consommateur est 

lié à l’exposition des aliments à des températures inappropriées, notamment lorsqu’ils ne sont 
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pas cuits ou refroidis de manière adéquates lors de leur préparation et avant consommation, 

permettant ainsi la croissance de la bactérie (ANSES, 2021). Certaines souches du groupe 

B. cereus sl sont également responsables d’altération des aliments, affectant la qualité 

organoleptique des produits de par la production d’enzymes, d’acides organiques ou d’autres 

composés indésirables (Arslan et al., 2014; Postollec et al., 2012). 

1.2.2. Moyens de maîtrise  

Son abondance dans les sols, sa capacité d’adhésion, sa capacité à former des biofilms mais 

surtout sa capacité à former des spores résistantes font de B. cereus sl un agent pathogène 

redoutable (Setlow, 2014b). Sous forme de spores, B. cereus peut contaminer un grand nombre 

de matières premières et survivre à différents stades des procédés de fabrication pour se 

retrouver dans les produits finis (Carlin & Nguyen-The, 2013; Stecchini et al., 2013). On les 

retrouve notamment dans les végétaux, les produits secs et déshydratés comme les épices, les 

céréales et farines, le riz ou bien les produits laitiers (European Food Safety Authority, 2016; 

Mathot et al., 2021). Les industries alimentaires emploient donc activement des stratégies pour 

assurer une inactivation adéquate des spores au sein des produits et ainsi contrôler leur 

croissance (Wells-Bennik et al., 2016).  

Les traitements d’inactivation appliqués aux aliments en cours de transformation sont en 

général des traitements thermiques permettant d’inactiver les cellules végétatives ainsi qu’une 

partie des toxines (pasteurisation, cuisson). La pasteurisation consiste à soumettre le produit à 

une température comprise entre 85°C et 100°C pendant une durée déterminée, et est susceptible 

de détruire les cellules végétatives bactériennes (DGCCRF, 2021). Par exemple, 10 minutes à 

80°C suffisent pour inactiver les cellules végétatives de B. cereus (Cronin & Wilkinson, 2008). 

Cependant, bien que la pasteurisation inactive la majorité des toxines bactériennes, dont les 

toxines diarrhéiques produites par Bacillus spp, elle n’est pas suffisante pour inactiver les 

toxines émétiques (European Food Safety Authority, 2016). Ainsi, des traitements thermiques 

plus élevés tels que la stérilisation ou les traitements UHT (Ultra-Haute-Température), ayant 

lieu à des températures supérieures à 100°C et allant au-delà de 135°C, sont nécessaires pour 

garantir une complète inactivation des spores et de la toxine émétique dans les produits 

alimentaires. Par exemple, un traitement thermique de 3 min à 121,1 °C inactive les spores de 

B. cereus alors que la stabilité du céréulide reste intact après un traitement thermique de plus 

de 2h à 121°C (European Food Safety Authority, 2016; Rajkovic et al., 2008). Les propriétés 

de thermorésistance des spores dépendent de différents facteurs : de la phylogénie de la souche 
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et ses caractéristiques de croissance, des conditions de sporulation et des conditions de 

traitement. Les souches émétiques sont en moyenne plus résistantes à la chaleur que les autres 

souches du groupe B. cereus sl (Carlin et al., 2006) et il existe une corrélation négative entre 

les propriétés de thermorésistance et la température minimale de croissance des souches du 

groupe B. cereus sl (Afchain et al., 2008). Les conditions de sporulation peuvent également 

moduler la thermorésistance des spores (Garcia et al., 2010). Une diminution des propriétés de 

résistance est observée pour des spores produites à basse température, ou à pH acide (Baril et 

al., 2011; Baril et al., 2012; Planchon et al., 2011). La présence de sels, sucres ou d’acides dans 

le milieu de traitement peut également avoir un effet protecteur sur les propriétés de résistances 

des spores comme par exemple la présence de saccharose, glycérol et glucose dans le milieu de 

traitement. Une diminution de l’activité de l’eau du milieu, via la présence de ces ingrédients, 

augmente ainsi la thermorésistance des spores (Coroller et al., 2001). A l’inverse, cette 

thermorésistance peut être réduite par la présence de la forme non dissociée d’un acide dans le 

milieu de traitement (Leguerinel & Mafart, 2001).  

De plus, l'application d’un traitement thermique peut moduler le potentiel des spores 

survivantes à germer et à se développer dans les matrices alimentaires (Augustin, 2011; Wells-

Bennik et al., 2016). Des études ont montré que l’application d’un traitement thermique doux 

(légère augmentation de la température) entraine l’activation de la population de spores, tandis 

que l’application d’un traitement thermique sévère endommage les spores et perturbe leur 

efficacité de germination (Eijlander et al., 2011). En effet, l’application d’un traitement 

thermique diminue de manière significative le pourcentage de germination de spores par rapport 

à des spores non traitées, cependant le processus de reprise de croissance semble plus affecté 

par les conditions du milieu (Augustin, 2011). Pour cela, des moyens de maîtrise sont mis en 

place pour limiter le développement de bactéries sporulées au sein de l’aliment tels que des 

facteurs intrinsèques (activité de l’eau, pH, conservateurs…) et/ou des facteurs extrinsèques 

(température de stockage, atmosphère modifiée…) (Couvert et al., 2019; Samapundo et al., 

2014; Smelt et al., 2008; Warda et al., 2015). La Figure 1 présente succinctement l’origine des 

spores bactériennes et leurs moyens de maîtrise rencontrés au cours de la 

transformation/conservation des aliments, en lien avec les étapes du cycle de vie de B. cereus.  
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Figure 1 : Occurrence (orange) et moyens de maitrise (jaune et vert) de la contamination des aliments 

par des spores bactériennes au cours de leur transformation et en lien avec le cycle de vie des 

bactéries sporulées (d'après Trunet, 2016). 

1.3. Cycle de vie des bactéries sporulées  

La particularité des bactéries du groupe B. cereus est leur capacité à produire des spores, 

une structure cellulaire particulière qui leur permettent de résister à de nombreux stress et ainsi 

de survivre dans un environnement non favorable à leur croissance.  

1.3.1. Le mécanisme de sporulation  

Le processus de sporulation est une série d’étapes morphologiques couteuses en énergie qui 

mène à l’obtention d’une spore dormante à partir d’une cellule végétative bactérienne. En 

général, la sporulation est induite par des signaux environnementaux concomitants : une forte 

densité cellulaire, une carence nutritive et une communication cellulaire, le « quorum sensing » 

(Higgins & Dworkin, 2012; Piggot & Hilbert, 2004). Le processus de sporulation du groupe 

B. cereus est illustré dans la figure 2.  



Chapitre 1 – Introduction générale 

26 

 
 

La sporulation commence par une division asymétrique polaire de la cellule générant deux 

compartiments inégaux : la pré-spore et la cellule mère (Errington, 2003). Chacun de ces deux 

compartiments, séparés par le septum, possèdent une copie du génome. Cette étape est 

déclenchée par l’activation du régulateur de transition Spo0A par phosphorylation, en fin de 

phase exponentielle (Piggot & Hilbert, 2004). A partir de là, une expression génétique complexe 

et régulée se met en place dans les deux compartiments cellulaires afin d’assurer la formation, 

la maturation et la libération de l’endospore (Eijlander et al., 2014; Mckenney et al., 2013). 

La cellule mère endocyte ensuite la pré-spore, donnant ainsi lieu à une endospore et assemble 

autour de cette dernière une couche de peptidoglycane modifiée appelée cortex et une couche 

protéique appelée manteau. Une fois l’engloutissement initié, la sporulation est rendue 

irréversible (Higgins & Dworkin, 2012). Ensuite, la maturation de la spore a lieu grâce à 

l’accumulation d’acide dipicolinique (DPA) associé aux cations bivalents de calcium (Ca2+) au 

niveau du cœur de l’endospore (Errington, 2003; Higgins & Dworkin, 2012).  

Après maturation, la cellule mère se lyse et permet la libération de la spore dormante dans 

l’environnement (Errington, 2003; Higgins & Dworkin, 2012). Une fois libérée, la forme 

sporale représente un avantage considérable pour l’organisme car elle assure la survie de la 

bactérie dans l’environnement et la possibilité de contaminer des aliments ou des équipements 

de transformation alimentaire.  

 

Figure 2 : Schéma simplifié des étapes du cycle de sporulation d’une bactérie sporulée du groupe 

B. cereus sensu lato (d’après Mckenney et al., 2013) 
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1.3.2. La structure de la spore  

La spore bactérienne est une cellule métaboliquement inactive, caractérisée par sa faible 

teneur en eau (25 à 50% de la masse totale) (Cowan et al., 2003). Sa structure complexe, mise 

en place lors de la sporulation, lui confère des propriétés uniques de résistance et de dormance. 

Les conditions dans lesquelles la spore s’est formée (composition du milieu, température, pH) 

influencent ses propriétés structurales (Melly et al., 2002; Zhou et al., 2017). La structure d’une 

spore de B. cereus est composée d’un exosporium, d’un manteau, d’une membrane externe, 

d’un cortex, d’une membrane interne et du cœur (Figure 3).  

 

Figure 3 : Observation microscopique d’une spore de Bacillus weihenstephanensis KBAB4 au 

microscope électronique à transmission (x35000) avec ses différentes structures. Photographie : 

I. Bornard, E. Baril, INRA Avignon, 2009.  

L’exosporium est la couche externe de la spore. La taille et la présence de l’exosporium peut 

varier en fonction de l’espèce bactérienne, ce dernier est présent chez le groupe B. cereus (Todd 

et al., 2003).  

Le manteau (ou tuniques) est composé de plusieurs couches multiprotéiques. Les protéines qui 

constituent le manteau sont principalement des protéines de structure, telles que CotD ou CotE 

chez B. cereus et représentent 30% des protéines totales de la spore (Henriques & Moran, 2007). 

Elles agissent comme une barrière perméable, limitant l’accès aux grosses molécules, telles que 

des enzymes, aux potentielles cibles de la partie intérieure de la spore (Peter Setlow, 2014b). 

Le manteau protège donc la spore de traitements physiques et chimiques (Nicholson et al., 

2000).  



Chapitre 1 – Introduction générale 

28 

 
 

Le manteau est séparé du cortex par la membrane externe, qui semble moins importante dans 

la résistance de la spore aux traitements thermiques, chimiques ou encore aux radiations 

(Leggett et al., 2012). 

Entre la membrane externe et la membrane interne, se situe le cortex. Ce dernier est composé 

principalement de peptidoglycane et participe activement à l’imperméabilité de la spore et donc 

au maintien de sa thermorésistance (Atrih & Foster, 2001).   

La membrane interne est la dernière couche avant le cœur de la spore. Elle contient des lipides, 

certains récepteurs germinatifs ainsi que des protéines canaux qui lui confèrent un rôle 

important pour le maintien de la dormance et lors de la germination de la spore (Cowan et al., 

2004).  

Enfin, le cœur de la spore, situé au centre de la spore, possède le matériel génétique et 

métabolique (ADN, ARN, ribosomes, enzymes) de la cellule. Le cœur contient une grande 

quantité de la molécule caractéristique de la spore, la pyridine-2,6-dicarboxylique acide (DPA) 

associé à des cations divalents Ca2+ (CaDPA) (Peter Setlow, 2014b). La déshydratation du 

cœur, via l’accumulation de cette molécule, et sa structure cristalline très ordonnée sont des 

facteurs responsables de la robustesse de la spore et permet la protection du matériel génétique 

nécessaire à l’activité métabolique lors de la reprise de croissance (Dittmann et al., 2015; 

Nicholson et al., 2000).  

1.3.3. Le mécanisme de germination et de reprise de croissance  

Lorsque les conditions sont de nouveau favorables dans l’environnement, les spores 

dormantes germent et redeviennent des cellules végétatives. Le mécanisme de germination et 

de reprise de croissance joue un rôle important car il est préliminaire à la formation des cellules 

végétatives capables de se multiplier et de coloniser les aliments. La figure 4 résume les 

principales étapes du processus de germination et de reprise de croissance des spores d’espèces 

de Bacillus spp.  

La germination est généralement induite par la présence de nutriments, tels que des acides 

aminés ou des sucres, dans l’environnement (Peter Setlow, 2003). Ces nutriments se lient de 

manière spécifique aux récepteurs de la membrane interne, les récepteurs des germinants (GRs). 

Cette étape est appelée engagement (Figure 4) et est associée à la libération de cations 

monovalents (K+, Na+, H+) (Setlow, 2014a). De façon concomitante, le CaDPA présent dans le 

cœur des spores est relâché, via les canaux protéiques SpoVA, et est remplacé par de l’eau. Il 

s’agit de la première étape de germination, pendant laquelle le cœur est partiellement hydraté 
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(Christie & Setlow, 2020). Le cortex entourant la spore est ensuite hydrolysé par deux enzymes 

(cortex-lytic enzymes CLEs) au cours de la deuxième étape de germination, ce qui permet au 

cœur de la spore de s’étendre rapidement et d’absorber une plus grande quantité d’eau (80% de 

la masse totale du noyau) similaire à celle des cellules végétatives. Cette augmentation de la 

teneur en eau permet le rétablissement des activités métaboliques et la synthèse de 

macromolécules, entrainant ainsi l’émergence d’une cellule végétative (Etape 3) et la reprise 

de croissance (Figure 4) (Christie & Setlow, 2020). Les conditions dans lesquelles se trouvent 

les spores (température, pH, etc) lors de leur germination, impactent fortement leur capacité à 

retrouver une activité métabolique, d’autant plus après un stress thermique (Trunet et al., 2020). 

 

Figure 4 : Evènements majeurs du processus de germination des spores de Bacillus spp (d’après 

Setlow, 2014a; et Setlow et al., 2017) 

En plus des nutriments, il existe des traitements non physiologiques qui peuvent induire la 

germination des spores, tels que l’exposition à de fortes concentrations en CaDPA, à de hautes 

pressions ou aux alkylamines ou autres surfactants (Moir, 2006). Par exemple, l’exposition à 

600 MPa ou à la dodécylamine entraine la libération du CaDPA de la spore sans avoir enclenché 

la fonction récepteur-germinant (Setlow, 2003). Par ailleurs, la germination des spores peut être 

activée par traitement thermique, ce dernier entrainerait un changement de conformation 

réversible des récepteurs des germinants présents dans les spores, ce qui les rendrait plus 

réceptifs et accessibles aux nutriments (Zhang et al., 2009).  

La germination des spores à l’échelle individuelle au sein d’une population est hétérogène 

(Stringer et al., 2011). Le temps de germination et de latence précédant la première division 

cellulaire est propre à chaque spore. Une petite fraction de spores dans une population peut 

présenter de longues périodes de latence entre l’exposition aux germinants et la germination 

finale ou bien ne pas répondre aux déclencheurs de germination. On parle dans ce cas-là de 

spores super dormantes (Setlow, 2013). L’hétérogénéité de germination serait un exemple de 
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couverture, qui garantit que toutes les spores d’une population ne germent pas simultanément, 

réduisant ainsi le risque pour l’ensemble de la population si l’environnement change 

brutalement (Grimbergen et al., 2015; Veening et al., 2008). Cette hétérogénéité, définie par 

des variations de temps de latence, peut s’expliquer par différents facteurs : la composition de 

la spore, le passé de la spore ou l’impact des conditions environnementales de la spore lors de 

sa germination et reprise de croissance (Eijlander et al., 2011). Les spores super dormantes ont 

une résistance plus élevée à la chaleur qui résulte d’une teneur en eau réduite dans le noyau 

(Ghosh & Setlow, 2009). De plus, le nombre de récepteurs de germinants présents dans la spore 

joue un rôle important : une diminution du nombre de récepteurs entraine une augmentation du 

temps de germination des spores (Setlow, 2013). Ces différences pourraient résulter de 

l’hétérogénéité de l’expression des gènes et des protéines lors de la sporulation, engendrant des 

différences phénotypiques, ce qui affecteraient le comportement individuel des spores lors de 

la germination et de la reprise de croissance (Smelt et al., 2008). Enfin, les conditions 

environnementales lors de la germination sont également responsables des variations du temps 

de germination. Une température de germination supérieure ou inférieure à la température 

optimale prolonge le temps de germination, tandis qu’une activation thermique ou 

l’augmentation des concentrations en germinants dans le milieu diminue les valeurs de temps 

de latence (Setlow, 2013).  
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2. Les composés inhibiteurs, les acides en particulier  

Les acides organiques sont utilisés depuis de nombreuses années comme agent 

antimicrobien, pour maitriser les risques de contamination dans les aliments. La sélection d’un 

agent antimicrobien est dépendante de plusieurs facteurs, décrits ci-dessous : des propriétés 

physico-chimiques de l’antimicrobien (partie 2.1), de son spectre d’activité antibactérienne 

(partie 2.2) et des propriétés physiques et de la composition de l’aliment (partie 3) (Davidson 

et al., 2021).  

2.1. Structure et caractéristiques physico-chimiques d’un acide  

2.1.1. La structure chimique d’un acide carboxylique 

En chimie organique, un acide carboxylique est une molécule possédant un groupe 

carboxyle (R-COOH) (Figure 5). Le groupe carboxyle est un groupement fonctionnel composé 

d’un atome de carbone lié à un atome d’oxygène par une double liaison et à un groupe hydroxyle 

(OH) par une simple liaison.  

 

Figure 5 : Structure chimique d'un acide mono-carboxylique 

Le radical de l’acide peut être un simple hydrogène (acide méthanoïque) ou un groupe 

organique composé d’une chaine carbonée linéaire, ramifiée ou cyclique. Cette chaine carbonée 

se distingue par sa longueur, c’est-à-dire le nombre d’atomes de carbone qui la constitue. On 

retrouve, en effet, les acides à courtes chaîne carbonée, avec un nombre de carbone inférieur à 

8 (i.e. l’acide acétique, propionique, butyrique, etc.) et les acides à longue chaîne carbonée 

possédant un nombre d’atome de carbone strictement supérieur à 8 (i.e. l’acide caprique, 

laurique, stéarique, etc.). De plus, cette chaine carbonée peut posséder une ou plusieurs 

insaturations (i.e. l’acide oléique, linoléique, etc.) et d’autres groupements fonctionnels peuvent 

être retrouvés sur cette chaine carbonée, tels que le groupe hydroxyle (i.e. l’acide lactique), le 

groupe amine (i.e. les acides aminés tel que la glycine), ou bien des groupements halogènes tels 

que le chlore, le brome, l’iode et le fluor.  
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2.1.2. La constante de dissociation pKa  

Un acide est défini comme un composé chimique capable de céder ou donner un ou 

plusieurs protons (l’ion hydrogène H+) lorsqu’il se trouve en solution aqueuse. La forme 

conjuguée d’un acide carboxylique est l’ion carboxylate (R-COO-). La réaction de dissociation 

d’un acide dans l’eau peut s’écrire : RCOOH + H2O ⇌ RCOO- + H3O
+. Elle s’écrit plus 

généralement de manière simplifiée par : AH ⇌ A- + H+ avec AH l’acide protoné, capable de 

se dissocier pour donner sa forme conjuguée A- et un ion hydrogène H+. Cette réaction de 

dissociation est caractérisée comme toute réaction chimique par une constante d’équilibre, il 

s’agit de la constante de dissociation Ka, ou constante d’acidité. Cette constante d’équilibre est 

définie par l’équation suivante (Alongi & Shields, 2010) (équation 1):  

𝐾𝑎 = 
[𝐴−]× [𝐻+]

[𝐴𝐻]
   (1) 

Avec Ka la constante d’acidité,  [𝐴−] la concentration (mol/L) de la forme conjuguée ou 

dissociée de l’acide, [𝐻+] la concentration (mol/L) en ions hydrogène dans l’eau, et [𝐴𝐻] la 

concentration (mol/L) en acide non-dissocié.  

A partir de cette équation, transformée à l’échelle logarithmique, on définit le pKa tel que 

(équation 2) :  

𝑝𝐾𝑎 = −log (𝐾𝑎)   (2) 

Le pKa d’un acide révèle sa tendance à libérer un proton et est souvent utilisé pour 

caractériser la force d’un acide en solution. Plus le pKa est bas, plus l’acide est fort c’est-à-dire 

qu’il a une plus forte capacité à libérer des protons. Par ailleurs, la dissociation d’un acide en 

milieu aqueux ne dépend pas seulement du pKa mais également du pH de l’environnement. La 

relation entre le pH de la solution et le pKa de l’acide en solution est décrite par l’équation de 

Henderson-Hasselbach (équation 3) :  

𝑝𝐻 =  𝑝𝐾𝑎 + log
[𝐴−]

[𝐻𝐴]
   (3) 

Avec pKa la constante de dissociation de l’acide définie précédemment, [𝐴−] la concentration 

(mol/L) de la forme conjuguée ou dissociée de l’acide et [𝐴𝐻] la concentration (mol/L) en acide 

non-dissocié.  

Cette équation montre que si le pH de la solution est inférieur au pKa de l’acide, la forme 

non-dissociée de l’acide prédomine tandis que si le pH est supérieur au pKa de l’acide, la forme 

dissociée est majoritaire. Cette relation est essentielle pour comprendre le comportement d’un 

acide en solution aqueuse, en lien avec son activité antimicrobienne.  
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2.1.3. Le coefficient de partition Log P  

Un acide, comme toute molécule, est caractérisée par son caractère hydrophile ou lipophile. 

Ce caractère est défini par la valeur du log P aussi appelé « coefficient de partition octanol-

eau ». Ce coefficient est défini comme le rapport à l’équilibre de la concentration d’un composé 

chimique dans deux solvants non miscibles, un solvant organique l’octanol, et un solvant 

aqueux, l’eau (Kujawski et al., 2012). Il s’écrit comme suit (équation 4) :  

log 𝑃 = log (
𝐶𝑜𝑐𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙

𝐶𝑒𝑎𝑢
) (4) 

Avec Coctanol la concentration du composé dans l’octanol et Ceau la concentration du composé 

dans l’eau. Ainsi, un log P positif et élevé indique que la molécule est plus soluble dans l’octanol 

que dans l’eau, définissant son caractère lipophile. A contrario, un log P négatif signifie que la 

molécule est plus soluble dans l’eau, indiquant son caractère hydrophile.  

La valeur du coefficient de partition est liée à la taille et à la polarité de la molécule 

(Abraham, 2004). En effet, une augmentation de la taille moléculaire d’un composé augmente 

son hydrophobicité, tandis qu’une polarisation de la molécule diminue son hydrophobicité. Par 

ailleurs, dans le cas des molécules ionisables, le coefficient de partage varie également en 

fonction du pH de la solution (Disdier et al., 2022). La forme ionisée (ou dissociée) du composé 

est fortement soluble dans l’eau, donc l’équilibre entre les solvants octanol-eau ne s’établit 

qu’avec la forme non-dissocié du composé. Or, la proportion de forme non-dissociée dépend 

du pH de la solution et du pKa de la molécule. En prenant en compte le pH et le pKa du 

composé, le coefficient de partition devient le coefficient de distribution log D et est relié au 

log P par l’équation suivante (équation 5) (Kah & Brown, 2008; Köhler et al., 2023) : 

log𝐷 = log𝑃 − 𝑙𝑜𝑔[1 + 10(𝑝𝐾𝑎−𝑝𝐻)] (5) 

La différence entre le log P et le log D varie donc en fonction des composés. Ainsi, lorsque le 

caractère lipophile (log P) d’une molécule est connue, il est possible de calculer la variation de 

sa lipophilie en fonction du pH.  

Le coefficient de partition octanol-eau est donc indispensable pour évaluer le comportement 

d’un agent antimicrobien dans un aliment, en particulier sa distribution entre les différentes 

phases et donc sa disponibilité envers les microorganismes pathogènes indésirables.  
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2.1.4. Caractéristiques physico-chimiques des acides gras en particulier 

Parmi les acides carboxyliques à chaine aliphatique, on retrouve les acides gras. Les acides 

gras sont caractérisés par leur structure amphiphile (Figure 6A) composée d'une chaîne 

hydrocarbonée hydrophobe, saturée ou insaturée, et d'un groupement acide carboxylique 

hydrophile, leur conférant ainsi des propriétés tensio-actives (Ontiveros et al., 2018). Ils sont 

donc par définition des molécules avec une faible solubilité dans l’eau (Fameau et al., 2014). 

Lorsqu’ils sont ajoutés à des solutions aqueuses, leur chaine carbonée hydrophobe repousse les 

molécules d’eau provoquant l’autoassemblage des acides gras. Les queues hydrophobes des 

acides gras se regroupent et forment une sphère, appelée micelle (Figure 6B).  

 

Figure 6: Schéma d'un monomère d'acide gras (A) et d'une micelle (B) 

La solubilité d’un acide gras dans l’eau est déterminée par sa structure chimique : les acides 

gras à courte chaine (C<8) sont légèrement solubles dans l’eau, tandis que les acides gras à 

moyenne ou longue chaine (C>8) ne se dissolvent pas dans l’eau (Arnould, 2015). De plus, la 

formation de structure auto-assemblées ou micelles par les acides gras est également modulée 

par la température et le pH du milieu (Fameau et al., 2014) ainsi que leur concentration. En 

effet, la solubilité des acides gras augmente avec l’augmentation de la température dans le 

milieu (Khuwijitjaru et al., 2002) et il existe une température minimale à partir de laquelle un 

acide gras devient soluble dans l’eau, il s’agit de la température de Krafft. Par ailleurs, lorsqu’un 

acide gras ou tensioactifs est dispersé dans l’eau, ce dernier sous forme de monomère se place 

à l’interface eau-air, avec sa tête hydrophile orienté vers l’eau et sa queue hydrophobe orientée 

vers l’air (Rosen, 1989). Cependant, en augmentant progressivement la concentration en tensio-

actifs en solution, l’interface devient saturée d’acides gras ce qui entraine une diminution de la 

tension de surface. Les acides gras s’assemblent alors spontanément sous la forme de micelle. 

La concentration à laquelle ce phénomène apparait est appelée Concentration Micellaire 

Critique (CMC).  

A B 
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2.2. L’activité antibactérienne des acides sur les bactéries sporulées 

L’action antimicrobienne des acides est reconnue sur un grand nombre de bactéries 

pathogènes et d’altération, en agissant à la fois sur la croissance bactérienne mais également 

sur la germination et reprise de croissance des spores.  

2.2.1. Mécanismes d’action des acides sur les cellules végétatives 

o Cas des acides forts et des acides faibles  

Les mécanismes d’action des acides carboxyliques sur la croissance microbienne et plus 

précisément sur la membrane des cellules végétatives sont plus ou moins bien compris. 

Premièrement, les acides forts et les acides faibles n’ont pas la même activité antibactérienne.  

Grâce à leurs propriétés dépendantes du pH, les acides faibles sont capables d’interagir et de 

diffuser à travers la membrane plasmique bactérienne. La forme non dissociée de l’acide 

présente dans le milieu peut traverser la membrane plasmique et atteindre le cytoplasme. Les 

protons du groupe carboxylique vont se dissocier en raison du pH neutre du cytoplasme et 

provoquer une acidification du pH intracellulaire (Stratford & Eklund, 2003). Cette diminution 

du pH intracellulaire affecte les voies métaboliques de la cellule et entraine une forte 

consommation d’ATP de la part de la bactérie pour maitriser l’efflux de protons, ce qui 

provoque la mort cellulaire (Lambert & Stratford, 1999a). Les propriétés antimicrobiennes d’un 

acide faible sont donc favorisées par une proportion en acide non-dissocié élevée, cette dernière 

dépendant du pH extracellulaire et du pKa de l’acide. C’est pourquoi, lorsqu’un acide fort est 

ajouté à un milieu de culture, sa dissociation instantanée et complète ne permet pas à l’acide de 

diffuser à travers la membrane plasmique et n’a donc aucun effet antimicrobien excepté la 

diminution du pH extracellulaire.  

La forme non-dissociée des acides organiques joue donc un rôle primordial dans leur 

activité antimicrobienne, peu d’acides organiques présentent une activité antimicrobienne via 

leur forme dissociée, sauf l’acide sorbique et l’acide benzoïque (Eklund, 1983, 1985). L’activité 

inhibitrice de croissance de la forme dissociée de l’acide sorbique serait la conséquence de 

plusieurs mécanismes potentiels: i) l’altération d’évènements critiques intervenant dans la 

formation de l’enveloppe cellulaire et la division cellulaire, ii) l’inhibition des systèmes de 

transports de substrats à travers la membrane et l’inhibition partielle du système de transport 

des électrons, iii) l’inhibition des enzymes clés nécessaires à l’activité métabolique de la cellule 

et iv) la création d’un flux de protons dans la cellule, qui augmenteraient les besoins en énergie 

de la cellule pour maintenir un pH intracellulaire neutre (Sofos et al., 1986).  
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o Cas des acides gras  

On retrouve parmi les acides carboxyliques, des acides à plus forte hydrophobicité, les 

acides gras. L’activité antibactérienne et les mécanismes d’action des acides gras sur la 

membrane sont étroitement reliés à leur structure chimique amphiphile (Casillas-Vargas et al., 

2021). Dans un premier temps, la présence d’un groupement carboxylique en fin de chaine 

aliphatique leur permet d’être capable de donner ou d’accepter des protons hydrogènes. En 

fonction du pH du milieu et du pKa, les acides gras peuvent donc agir de la même manière que 

les acides faibles en traversant la membrane plasmique sous leur forme non-dissociée jusqu’à 

atteindre le cytoplasme et ainsi altérer les fonctions métaboliques, comme décrit précédemment. 

Les acides gras ont donc une plus grande activité antimicrobienne à pH faible car leur forme 

protonée est prédominante (Wang & Johnson, 1992). 

Dans un second temps, les effets néfastes des acides gras sur les membranes bactériennes 

ont plutôt été attribués à leurs propriétés tensioactives. Cette structure amphiphile leur permet 

d’interagir avec la membrane cellulaire et de créer principalement des pores transitoires ou 

permanents de taille variable (Desbois & Smith, 2010). En effet, les acides gras peuvent 

augmenter la perméabilité de la membrane cytoplasmique via leur incorporation dans les 

phospholipides membranaires (Yoon et al., 2018). Cette augmentation de la perméabilité 

membranaire entraîne une fuite du contenu cellulaire tel que l’ARN, les acides aminés, les 

protéines et une lyse de la membrane entrainant la mort cellulaire (Desbois & Smith, 2010). En 

interagissant avec la membrane, les acides gras peuvent également interférer avec le transport 

d'électrons dans la chaîne respiratoire ce qui diminue la consommation d'oxygène, mais aussi 

perturbe la phosphorylation oxydative en diminuant la force protomotrice. Le découplage de la 

phosphorylation oxydative va ainsi aboutir à une baisse de production d'ATP ce qui va devenir 

létal pour la bactérie concernée. De plus, les acides gras vont également agir sur la membrane 

en inhibant l'activité des enzymes bactériennes nécessaires à l’activité métabolique de la cellule 

(Yoon et al., 2018) ainsi que d’autres protéines membranaires, réduisant l’assimilation des 

nutriments (Desbois & Smith, 2010). La figure 7 résume les principaux mécanismes d’action 

des acides gras sur la membrane bactérienne.  

Un autre paramètre intervenant dans la structure chimique influence l’activité inhibitrice 

des acides gras, il s’agit de la présence d’insaturation sur la chaîne carbonée : les acides gras 

insaturés ont une meilleure activité inhibitrice que les acides gras saturés pour le même nombre 

de carbone (Kabara et al., 1972). Zheng et al., (2005) ont constaté une différence dans 
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l’inhibition de la biosynthèse des acides gras de la cellule, mettant en évidence l’inhibition 

sélective de l’enzyme FabI par les acides gras insaturés, qui n’a pas été observée pour les acides 

gras saturés. L’inhibition ciblée de la synthèse des acides gras par les acides gras insaturés 

souligne un mécanisme d’action différentielle de ces acides sur la croissance bactérienne.  

 

Figure 7: Principaux mécanismes cibles des acides organiques sur les cellules végétatives 

bactériennes (modifié de Yoon et al., 2018) 

2.2.2. Mécanismes d’action des acides sur les spores 

Les spores dormantes sont métaboliquement inertes et très résistantes aux traitements 

antimicrobiens généralement létaux pour les cellules végétatives (Brul & Coote, 1999). Quand 

la germination est déclenchée, les spores libèrent des protons, ce qui augmente leur pH 

intracellulaire, et absorbent de l’eau, ce qui permet la mise en place de leur métabolisme 

cellulaire. Ces processus sont des moments d’action privilégiés des acides organiques pour 

inhiber la reprise de croissance des spores. De plus, les changements dans la perméabilité de la 

membrane survenant lors du déclenchement de la germination pourraient être des sites 

potentiels d’action des inhibiteurs sur les spores. 

L’inactivation de spores d’espèce de Bacillus par des acides forts, tel que l’acide 

chlorhydrique, est reliée directement à une déstructuration importante de la membrane interne 

ainsi que des structures plus externes comme le manteau ou le cortex, ce qui entraineraient la 

rupture et la mort de la spore (Setlow et al., 2002).  

Cependant, lorsqu’il s’agit d’acides faibles ou d’acides gras d’autres mécanismes 

d’inhibition sur les spores ont été mis en avant. L’efficacité inhibitrice d’acides organiques sur 
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la germination des spores serait due à leur caractère lipophile (van Melis et al., 2012). Ce 

caractère peut être influencé par leur acidité ou capacité de dissociation ainsi que par leur 

caractère hydrophobe (log P), ce dernier devenant la contribution la plus importante à mesure 

que la longueur de chaine de l’acide augmente. En effet, les propriétés inhibitrices de 

germination d’acides faibles à courte chaine serait plus importante à pH acide, comme pour les 

cellules végétatives, lorsque leur concentration en forme indissociée augmente. Cependant, 

l’activité inhibitrice d’acides à moyenne chaine de carbone augmenterait avec le nombre de 

carbone présents sur la chaine carbonée (van Melis et al., 2012). Les propriétés lipophiles des 

acides impacteraient leur capacité à s’accumuler dans la membrane interne de la spore et 

plusieurs hypothèses sont énoncées concernant leur mécanisme d’inhibition sur ces spores :  

1) L’accumulation de composés inhibiteurs dans la membrane interne entraînerait sa 

perméabilité et sa désintégration, ce qui impacterait la reprise de croissance et la 

viabilité de la spore (Ababouch et al., 1992).  

2) Les acides accumulés dans la membrane interne seraient capables de se lier aux 

récepteurs de la germination, interférant ainsi avec les signaux de la germination (van 

Beilen & Brul, 2013; van Melis et al., 2011).  

3) L’accumulation de composés étrangers dans la membrane interne ajusterait le volume 

de la membrane et influencerait les interactions protéines-protéines sans affecter 

l’intégrité de la membrane (Griepernau & Böckmann, 2008). En effet, les protéines 

essentielles pour la germination induite par les nutriments sont regroupées à proximité 

de ce qu’on appelle des « germinosomes », constitués d’amas protéiques dépendant de 

ces protéines contributrices. La saturation de la membrane par des inhibiteurs 

empêcherait les interactions protéines-germinosomes (Griffiths et al., 2011).  

Par ailleurs, le mécanisme inhibiteur des acides sur la germination des spores peut aussi 

avoir lieu après l’activation de la spore, lorsqu’elle est en état de transition, c’est-à-dire 

lorsqu’elle met en place les processus clés qui mènent à l’obtention d’une cellule végétative. 

Lors de cette étape, l’action de protéines ou enzymes spécifiques intervenants dans le processus 

de germination peut être inhibée. Par exemple, les acides sont capables d’inactiver les enzymes 

responsables de l’hydrolyse du cortex (CLEs), stoppant ainsi la progression de la germination 

(Setlow et al., 2002). Par la suite, la reprise de croissance des spores peut être inhibée en 

interrompant des réactions vitales telles que le découplage du métabolisme énergétique ou de 

la phosphorylation oxydative, comme chez les cellules végétatives (Ababouch et al., 1994).   
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3. La matrice alimentaire : cas des émulsions huile dans eau 

3.1. Généralités sur les émulsions alimentaires  

Une grande variété d’aliments, qu’ils soient transformés ou d’origine naturelle, sont des 

émulsions. On retrouve par exemple le lait, la crème, le beurre, la mayonnaise, les sauces 

salades. Les émulsions alimentaires sont des structures complexes possédant de nombreuses 

caractéristiques physico-chimiques qui sont le résultat des différents ingrédients qui les 

composent et de leur méthode de fabrication.  

3.1.1. Définition et caractéristiques d’une émulsion huile dans eau  

Les émulsions sont des dispersions constituées de deux liquides non miscibles, 

généralement de l’huile dans l’eau (McClements, 2016), comme le montre la figure 8. Le 

liquide présent sous forme de fines gouttelettes est appelé phase dispersée ou discontinue tandis 

que le liquide environnant présent autour est appelé phase continue. Au sein des émulsions 

alimentaires, la taille des gouttelettes varie en général entre 100 nm et 100 µm (McClements, 

2016). Le processus qui mène à l’obtention d’une émulsion à partir de deux liquides non 

miscibles distincts est connue sous le nom d’homogénéisation. Dans l’industrie alimentaire, ce 

processus est généralement effectué à l’aide de méthodes couteuses en énergie, qui utilisent des 

dispositifs mécaniques ou l’application de forces perturbatrices (Dickinson, 2009). 

 

Figure 8 : Exemple d’une émulsion alimentaire Huile dans Eau (sauce salade) observée au 

microscope à l’aide d’un DIC (Differential Interference Contrast) (photographie issue de 

McClements, (2016)). 
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Les émulsions sont des systèmes thermodynamiquement instables au cours du temps. Les 

deux phases peuvent rapidement se séparer pour former un système composé d’une couche de 

phase grasse, de faible densité, au-dessus d’une couche d’eau, à plus haute densité. Les 

phénomènes physiques responsables de l’instabilité des émulsions sont schématisés dans la 

Figure 9. Le crémage et la sédimentation sont deux formes de séparations gravitationnelles : 

le crémage correspond au mouvement ascendant des gouttelettes dû au fait qu’elles ont une 

densité inférieure à celle de la phase continue tandis que la sédimentation correspond au 

mouvement descendant des gouttelettes car leur densité est supérieure à celle de la phase 

continue. La floculation et la coalescence sont des phénomènes d’agrégation des gouttelettes. 

La floculation apparait lorsque plusieurs gouttelettes se rassemblent pour former un agrégat, 

tandis que la coalescence a lieu lorsque les gouttelettes fusionnent entre elles pour former une 

gouttelette plus grande. Cette dernière peut mener à la séparation complète des phases. Il existe 

également le phénomène d’inversion des phases qui correspond au processus par lequel une 

émulsion H/E est convertie en une émulsion E/H ou inversement (McClements, 2016).  

 

Figure 9: Les phénomènes de déstabilisation des émulsions H/E par des mécanismes physiques : 

crémage, sédimentation, floculation et coalescence. 
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3.1.2. Les voies de stabilisation  

Il est possible de former des émulsions thermodynamiquement stables pendant une période 

de temps définie, grâce à l’utilisation de substances stabilisatrices. Ces substances stabilisatrices 

sont appelées « émulsifiants » et sont des molécules dites « tensioactives » constituées d’une 

partie hydrophile et d’une partie hydrophobe. Leurs propriétés amphiphiles leur permettent de 

s’adsorber à la surface des gouttelettes formées lors de l’homogénéisation, en formant une 

couche protectrice qui va ensuite permettre de diminuer la tension superficielle entre les deux 

phases et ainsi de stabiliser le système (Berton-Carabin et al., 2018). En effet, la présence 

d’émulsifiants à l’interface permet d’augmenter la force de répulsion entre les gouttelettes et 

ainsi limiter leur rapprochement. La capacité émulsifiante de ces molécules tensioactives est 

caractérisée par le HLB, balance hydrophile/lipophile, qui définit leur potentialité à stabiliser 

des émulsions Huile dans Eau (8<HLB<16) ou Eau dans Huile (3<HLB<6) (Kralova & 

Sjöblom, 2009). 

Il existe deux catégories prédominantes d’émulsifiants utilisés pour la stabilisation 

d’émulsions alimentaires : les émulsifiants à faible poids moléculaire ou surfactants et les 

émulsifiants à haut poids moléculaire ou biopolymères (Kralova & Sjöblom, 2009). Dans la 

première catégorie, on retrouve les monoglycérides, les lécithines, les acides gras, les 

polysorbates ou Tweens, les Spans et autres phospholipides. Dans la deuxième catégorie 

d’émulsifiants, on retrouve principalement des protéines, telles que les protéines dérivées du 

lait et de l’œuf reconnues pour leur propriétés émulsifiantes et également quelques 

polysaccharides (Kralova & Sjöblom, 2009).  

Par ailleurs, d’autres molécules peuvent être utilisés comme substances stabilisatrices dans 

les émulsions alimentaires, il s’agit des agents de texture (Dickinson, 2009). Ces derniers 

améliorent la stabilité des émulsions en réduisant le mouvement des gouttelettes. Parmi eux, on 

retrouve deux catégories caractérisées par leur différent mode de fonctionnement. Les agents 

épaississants augmentent la viscosité de la phase continue, tandis que les agents gélifiants 

forment un gel dans la phase continue de l’émulsion (Leal-Calderon et al., 2007). Les 

principaux agents de texture utilisés dans l’alimentaire sont des polysaccharides, tels que 

l’amidon et ses dérivés, les galactomannanes, les carraghénanes et agars, les pectines, la gomme 

de xanthane, etc. Ils peuvent également être de nature protéique telle que la gélatine (Stephen 

et al., 2006). Ces différentes substances stabilisatrices peuvent être utilisées seules ou en 

association au sein des émulsions (Berton-Carabin et al., 2018). 
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3.1.3. La complexité des émulsions alimentaires  

Les émulsions sont des systèmes hétérogènes, dont la composition et les propriétés varient 

en fonction de la région étudiée. Une émulsion huile dans eau est généralement caractérisée par 

trois régions distinctes avec des propriétés physico-chimiques différentes : la phase grasse ou 

dispersée, la phase continue ou aqueuse et l’interface (McClements, 2016). La phase grasse 

peut contenir un mélange de composants liposolubles tels que des triacylglycérols, des 

diacylglycérols, des monoacylglycérols, des acides gras libres, des vitamines, des agents de 

texture, etc. La phase aqueuse est constituée d’une variété de composants hydrosolubles, 

comme des sucres, des sels, des acides, des alcools, des émulsifiants, des protéines, des 

polysaccharides, etc. L’interface ou région interfaciale contient un mélange de divers 

composants tensioactifs (Figure 10). De plus, les composants hydrosolubles non adsorbés à 

l’interface se retrouvent dans la phase aqueuse, formant des assemblages qui peuvent interagir 

avec les autres constituants de la phase (Berton-Carabin & Schroën, 2019) (Figure 10). Le 

mouvement et la répartition des molécules entre ces régions impacte les propriétés physico-

chimiques de l’émulsion et sa stabilité. 

Par ailleurs, les propriétés physico-chimiques des émulsions sont aussi le résultat de leur 

procédé de fabrication. L’homogénéisation est un procédé énergétique qui entraine la 

désintégration des gouttelettes d’huile et le mouvement rapides des molécules tensioactives à 

l’interface, impactant la distribution finale et la taille des gouttelettes en suspension (Dickinson, 

2009). De plus, les émulsions alimentaires sont sensibles à des variations de température, de 

pression, d’agitation intervenant au cours de leur fabrication ou de leur stockage, ce qui peut 

influencer les interactions au sein du système et causer de changements significatifs dans 

l’ensemble de leurs propriétés physico-chimiques et leur stabilité au cours du temps 

(McClements, 2016).  

 

Figure 10 : Représentation schématique des principaux constituants d'une émulsion huile/eau en 

fonction de la région, d’après Berton-Carabin & Schroën, (2019). Le schéma n’est pas à l’échelle.  
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3.2. Facteurs intrinsèques à l’émulsion influençant le développement microbien  

La structure et la composition des matrices alimentaires ainsi que les conditions de stockage, 

sont des facteurs clés pour la maîtrise du risque microbien dans les aliments (Mertens et al., 

2009). L’étude de l’influence de la structure et de la composition d’émulsions alimentaires sur 

le comportement et le développement bactérien est donc d’intérêt, notamment dans le domaine 

de la microbiologie prévisionnelle, dans le but de garantir la sécurité sanitaire de ces matrices 

complexes.  

3.2.1. La structure  

Les paramètres de croissance microbienne sont modifiés dans des milieux alimentaires 

structurés, par rapport aux milieux de culture liquide dans lesquels la croissance microbienne 

est planctonique et homogène (Wilson et al., 2002). La présence d’éléments structurants (de 

type gélifiants ou épaississants) et/ou de plusieurs phases (gouttelettes d’huile) au sein de 

matrices alimentaires contraint la mobilité des microorganismes et entraine un changement de 

mode de croissance (Robins & Wilson, 1994). La croissance bactérienne passe de l’état 

planctonique à l’état colonial (Figure 11). La structure du milieu agit alors comme un stress 

supplémentaire sur la croissance microbienne, immobilisant les cellules et entrainant une 

diminution du taux de croissance par rapport à la croissance en condition planctonique 

(Aspridou et al., 2014; Theys et al., 2008). Wilson et al. (2002) ont montré que les cellules de 

B. cereus immobilisées dans un gel de gélatine ont un taux de croissance réduit par rapport aux 

cellules cultivées en bouillon. L’immobilisation des cellules peut également entrainer une 

diminution de la population bactérienne maximale atteinte (Zalazar et al., 2016) ainsi qu’un 

changement des activités métaboliques (Wimpenny et al., 1995).  

Par ailleurs, l’immobilisation des cellules et leur croissance à l’état colonial modifient les 

conditions locales de l’environnement de croissance de la bactérie via une modification de la 

composition en substrats autour de la colonie et une réduction du pH à l’intérieur de la colonie, 

qui entrainent l’apparition de gradients de pH dans le milieu (Brocklehurst et al., 1997; Malakar 

et al., 2002; Wimpenny et al., 1995). Cette baisse de pH peut stimuler la réponse aux stress des 

bactéries et réduire leur susceptibilité aux agents inhibiteurs de croissance ajoutés au milieu 

(Wilson et al., 2002). En effet, il est reconnu que les bactéries vivant en communauté ont une 

physiologie particulière qui leur confèrent une résistance accrue à certains désinfectants 

(Bridier et al., 2011). Les effets de la structure des aliments sur le développement bactérien sont 
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également reliés à la distribution et la répartition de l’eau et des composés chimiques dans la 

matrice (Wilson et al., 2002).  

 

Figure 11 : Schéma représentant les différents environnements et modes de croissance microbiens 

dans un échantillon de fromage (issu de Wilson et al., (2002)) 

3.2.2. La composition chimique 

Dans les émulsions H/E, la phase aqueuse est reconnue comme le lieu de croissance 

bactérienne (Wilson et al., 2002) et les caractéristiques chimiques de cette phase influencent le 

développement bactérien. Plusieurs facteurs intrinsèques sont déterminants pour la croissance 

microbienne et sont généralement utilisés comme facteurs de maitrise dans l’alimentaire. Il 

s’agit du pH, de l’aw ou encore de la présence de composés hydrosolubles inhibiteurs. Le taux 

de croissance d’un microorganisme est dépendant du pH et de l’aw du milieu. La présence 

d’acides, de sels ou de sucres dans la phase aqueuse peut donc entrainer la modification des 

propriétés physico-chimiques de la phase et impacter ainsi la croissance des microorganismes.  

Au sein de systèmes biphasiques, la présence d’une phase grasse influence également la 

croissance microbienne. Zalazar et al., (2016) ont démontré que la concentration en huile 

utilisée dans un système émulsionné modifie la croissance de Zygosaccharomyces bailii : un 

pourcentage d’huile plus élevé entraîne une diminution des paramètres de croissance de la 

levure. En effet, un fort pourcentage d’huile engendre des zones aqueuses non jointives piégeant 

les bactéries qui ne peuvent se développer que sous forme de colonies et diminuant le taux de 

croissance comme évoqué précédemment (Naïtali et al., 2017; Robins & Wilson, 1994). Ce 

phénomène a été observé dans des émulsions contenant un pourcentage de phase grasse 

supérieur à 80% (Brocklehurst et al., 1995; Parker et al., 1995).  
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La présence de zones aqueuse non jointives au sein de l’émulsion peut entrainer la formation 

de micro-environnements chimiques autour de la bactérie. Ces micro-environnements 

permettent à la bactérie d’interagir de façon privilégiée avec les différents composants de la 

matrice tels que les protéines, les lipides ou les émulsifiants présents autour d’elle (Figure 10) 

et ainsi affecter sa croissance (Robins & Wilson, 1994). Ces composants peuvent en effet être 

métabolisés par le micro-organisme, favorisant son développement, ou ils peuvent former des 

complexes avec des conservateurs diminuant leur disponibilité (Boons et al., 2015).  

De plus, la présence d’huile dans les systèmes biphasiques au contact avec les bactéries 

modifie la physiologie bactérienne (Naïtali et al., 2009). Les cellules bactériennes portent à leur 

surface de nombreuses macromolécules (protéines, peptidoglycane, acide teichoïque, 

polysaccharides) qui sont capables d’interagir avec leur environnement (Ly et al., 2006). Les 

macromolécules en surface des cellules bactériennes modifient leur hydrophobicité, leur charge 

de surface, ce qui influence leur attachement aux surfaces et leur comportement aux interfaces 

(Seale et al., 2008). Ces modifications de propriétés de surface (hydrophobicité et charge) des 

bactéries sporulées induites par un système émulsionné impacteraient également leur tolérance 

aux désinfectants (Naïtali et al., 2009). En effet, les bactéries sont capables d’intégrer les acides 

gras exogènes à leur membrane et réguler leur fluidité membranaire pour s’adapter à des 

conditions de croissance défavorables (De Sarrau et al., 2012).  

Enfin, la présence d’huile dans les systèmes biphasiques contribue également à la 

redistribution des composés chimiques entre les différentes phases de l’émulsion, pouvant 

modifier le développement microbien (Brocklehurst & Wilson, 2000; Robins & Wilson, 1994). 

3.3. Influence des facteurs intrinsèques sur l’activité de composés inhibiteurs  

Un grand nombre d’agent antimicrobiens démontrent d’excellentes activités contre les 

bactéries pathogènes ou d’altération dans des milieux simples, mais ces derniers ne montrent 

pas la même efficacité lorsqu’ils sont utilisés dans des aliments complexes, on parle de 

« paradoxe antimicrobien » (Weiss et al., 2015). La complexité structurelle des émulsions 

module l’activité antibactérienne des composés inhibiteurs. Cette complexité, définie par un 

large spectre de caractères physico-chimiques entraîne une multitude d’hypothèses sur son 

impact sur l’efficacité inhibitrice de croissance d’agents antibactériens.  
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3.3.1. Interactions avec la phase grasse  

L’un des premiers facteurs impactant l’activité des acides inhibiteurs, dans la formulation 

des émulsions, est le ratio d’huile. Brocklehurst & Wilson (2000) ont observé que des acides 

gras inhibiteurs interagissent avec la phase huileuse entraînant une diminution de leur activité 

antibactérienne. Une augmentation du pourcentage d’huile dans les émulsions conduit à une 

diminution de la diffusion des acides aux propriétés lipophiles qui se retrouvent séquestrés dans 

la phase huileuse et ne peuvent être en contact avec les bactéries présentes dans la phase aqueuse 

(Léonard-Akkari et al., 2018). En effet, la présence et le pourcentage d’huile affecte la 

distribution de composés liposolubles mais également de composés hydrosolubles en 

augmentant les chemins de diffusion de ces derniers à travers le système, ce qui participe à 

réduire leur efficacité antimicrobienne (Weiss et al., 2015).  

Dans un second temps, des théories indiquent que la taille des gouttelettes en émulsion 

modulerait l’action antibactérienne. Terjung et al., (2012) ont montré que l’activité inhibitrice 

de croissance de deux composés phénoliques (carvacrol et eugénol) augmentait dans des 

émulsions composées de tailles de gouttelettes plus importantes possédant le même ratio 

huile/eau (10/90) sur Escherichia coli et Listeria innocua. Deux hypothèses sont alors émises : 

i) l’augmentation de la surface interfaciale augmenterait la quantité de composé inhibiteur 

lipophile placé à cette interface et permettrait la mise en contact avec la membrane bactérienne, 

expliquant une plus forte efficacité antibactérienne, ou ii) la présence du surfactant en excès 

sous forme de micelles dans la phase aqueuse diminuerait en présence de petites gouttelettes 

d’huile, ce qui ne permettrait pas la solubilisation des composés phénoliques (Terjung et al., 

2012). Cependant, Donsì et al., (2011) ont constaté que cette baisse d’efficacité antimicrobienne 

dans les émulsions à plus fines gouttelettes serait due aux contraintes mécaniques appliquées 

lors de la formation de l’émulsion, entraînant une dégradation des agents antimicrobiens. Pour 

Kadri et al. (2017), l’hypothèse d’une augmentation de l’efficacité antimicrobienne en fonction 

de la taille des gouttelettes dépendrait plutôt de l’agent antimicrobien et de la formulation des 

systèmes étudiés.  
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3.3.2. Interactions avec les émulsifiants (surfactants, protéines, polysaccharides)  

Au sein d’une émulsion, les acides peuvent également interagir avec les émulsifiants, 

impactant ainsi leur activité inhibitrice. Par exemple, une augmentation des concentrations en 

Tween 80 dans les émulsions empêcherait le contact entre l’acide caprylique et la membrane 

bactérienne dû aux forces de répulsion exercées par le surfactant pour stabiliser l’émulsion, ce 

qui entrainerait une baisse d’efficacité inhibitrice (Kadri et al., 2017). Ces résultats sont 

représentés en image dans la figure 12.  

 

Figure 12 : Représentation schématique d'une émulsion H/E, stabilisée par du Tween 80 dont la 

concentration varie et avec présence d'acide caprylique (d'après Kadri et al., 2017) 

De plus, la présence de fortes concentrations en protéines ou encore de polysaccharides a 

un impact négatif sur l’activité de composés inhibiteurs. Il a été suggéré que les groupes 

phénoliques de certains composés antibactériens seraient capables de se lier à la protéine, ou 

aux polysaccharides, ce qui réduirait la quantité de composé antimicrobien disponible pour 

l’inhibition de la croissance (Loeffler et al., 2014). Les protéines sont des molécules chargées 

positivement lorsque le pH de l’environnement est inférieur à leur point isoélectrique et 

négativement lorsque celui-ci est supérieur. Lorsqu’elles sont chargées négativement, les 

protéines sont fortement attirées par d’autres composés chargés positivement qui peuvent être 

des composés antimicrobiens, et forment des complexes solubles ou insolubles. Les 

antimicrobiens ne sont donc plus distribués de manière homogène dans l’aliment et les 

microorganismes présents à un endroit dépourvus de ces complexes ne sont donc pas affectés 

(Weiss et al., 2015). Par ailleurs, le pH joue un rôle dans l’efficacité inhibitrice des acides : un 

pH faible augmente leur efficacité inhibitrice (Parker et al., 1995), en raison de leur propriétés 

acide qui entraîne une proportion en forme dissociée plus importante. 

En règle générale, plus la structure de l’aliment est complexe, plus il y a de composés 

interférents donc moins les agents antimicrobiens sont efficaces.  
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4. La microbiologie prévisionnelle  

La microbiologie prévisionnelle a pour but de prédire l’évolution des micro-organismes 

dans les aliments par des modèles mathématiques (Delhalle et al., 2012). Elle est généralement 

utilisée pour qualifier la croissance, la survie ou encore l’inactivation de populations 

microbiennes dans un environnement et permet ainsi de prévoir l’impact d’un procédé de 

fabrication ou bien de conditions de stockage sur le comportement de microorganismes 

d’altération ou pathogènes.  

4.1. Evaluation de la croissance microbienne  

4.1.1. Description de la cinétique de croissance microbienne  

La croissance microbienne correspond à la multiplication cellulaire des bactéries en 

conditions de croissance optimales. L’évolution de la population microbienne en fonction du 

temps est généralement représentée en échelle logarithmique et est distinguée par plusieurs 

phases de croissance (Figure 13) (Buchanan, 1918) :  

1) La phase de latence, caractérisée par une vitesse de multiplication nulle. Il s’agit 

de la période d’adaptation de l’inoculum à son nouvel environnement. La durée de 

la phase de latence (λ) varie en fonction de la taille de l’inoculum (N0), de l’état 

physiologique des cellules inoculées et du milieu de culture (Augustin et al., 2000; 

Pin & Baranyi, 2008; Zhou et al., 2011). Pour les bactéries sporulées, le temps de 

latence prend en compte le temps de germination des spores dans le milieu de 

culture.  

2) L’accélération ou phase d’augmentation de la vitesse de croissance. Les bactéries 

commencent à se multiplier pour atteindre la vitesse maximale de croissance (µmax), 

plus ou moins rapidement.  

3) La phase exponentielle, pendant laquelle la vitesse de croissance des bactéries est 

maximale et constante (µmax). Pour une espèce bactérienne donnée, la vitesse 

maximale de croissance, aussi appelée taux de croissance népérien, dépend des 

conditions du milieu de culture. Chez B. cereus sensu lato, la vitesse maximale de 

croissance est comprise entre 1,73 et 2,14 h-1 en conditions optimales et en fonction 

de l’espèce étudiée (Le Marc et al., 2021). 

4) Le ralentissement ou phase de diminution de la vitesse, qui devient 

progressivement nulle.  
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5) La phase stationnaire, caractérisée par un arrêt de la croissance et par l’atteinte de 

la concentration maximale bactérienne (Nmax). Les bactéries qui continuent à se 

multiplier compensent celles qui meurent.  

6) La phase de décroissance ou de déclin.  

Ainsi, les paramètres principaux pour caractériser les différentes phases de la croissance 

microbienne sont : la concentration bactérienne initiale (N0), le temps de latence (λ), la vitesse 

maximale de croissance (µmax) et la concentration bactérienne maximale (Nmax) (Figure 13). Par 

ailleurs, les courbes de croissance microbienne sont généralement obtenues par des techniques 

de dénombrements classiques qui visent à dénombrer des unités formant colonies (UFC) sur un 

milieu solide dans une boite de Pétri ou bien par des mesures de la densité optique (DO) par 

spectrophotométrie dans un milieu liquide (Guillier et al., 2017).  

 

Figure 13 : Courbe de croissance d'une culture bactérienne avec ses différentes phases et ses 

paramètres caractéristiques 
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4.1.2. Les modèles primaires décrivant la cinétique de croissance microbienne  

Les modèles primaires permettent de décrire la cinétique de croissance des populations 

microbiennes dans un environnement donné. L’ajustement de ces modèles à des données 

expérimentales permettent la détermination des quatre paramètres de croissance définis 

précédemment (N0, λ, µmax, Nmax). Les cinétiques décrites par les modèles primaires ont des 

équations de la forme (équation 6):  

ln 𝑁(𝑡) = 𝑓(𝑡, 𝛳1) +  𝜀𝑡 (6) 

Avec   N(t) la concentration bactérienne à l’instant t,  

𝑓 la fonction de régression, 𝛳1 le vecteur des paramètres primaires (N0, λ, µmax, Nmax), 

 𝜀𝑡 l’erreur ou résidu associé à l’observation.  

Les ajustements sont réalisés sur le logarithme de la concentration cellulaire, obtenue par 

dénombrement (UFC/ml) ou bien sur le logarithme des mesures de DO, car cela permet de 

stabiliser la variance des résidus (Dalgaard et al., 1994). 

Les modèles primaires les plus utilisés sont des modèles dits « déterministes » et sont : les 

modèles de Gompertz (Zwietering et al., 1990), les modèles de Baranyi (Baranyi et al., 1993; 

Baranyi & Roberts, 1994) et les modèles logistiques avec délai et rupture (Kono, 1968; Rosso 

et al., 1995). Rosso et al. (1995) ont montré que le modèle logistique avec délai et rupture était 

suffisant pour décrire les cinétiques de croissance obtenues par les méthodes classiques de 

dénombrement. Ce modèle suppose qu’il n’y a pas de croissance lors de la phase de latence et 

que la transition entre la phase de latence et la phase exponentielle, correspondant à la phase 

d’accélération, n’existe pas. Il présente donc l’avantage de n’être composé que des quatre 

paramètres de croissance définis précédemment et possédant tous une signification biologique 

(Couvert et al., 2006).  

Le modèle de Rosso et al. (1995), est défini par l’équation suivante (équation 7) :  

ln(𝑁𝑡) = {

ln(𝑁0), 𝑡 <  𝜆

ln (
𝑁𝑚𝑎𝑥

1+(
𝑁𝑚𝑎𝑥
𝑁0

)∗𝑒−µ𝑚𝑎𝑥∗(𝑡−𝜆)
) , 𝑡 ≥  𝜆 

 (7) 

Avec    𝑁𝑡 la concentration bactérienne au temps t,  

𝑁0 la concentration bactérienne initiale,  

𝜆 le temps de latence,  

µmax la vitesse maximale de croissance,  

Nmax la concentration bactérienne maximale.  
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4.1.3. Les modèles secondaires décrivant l’effet de facteurs environnementaux sur la 

croissance microbienne  

La croissance microbienne dans les aliments est influencée par de nombreux facteurs 

environnementaux. Il peut s’agir de i) facteurs intrinsèques, liés au produit dans lequel le 

microorganisme se trouve, tels que le pH, l’activité de l’eau (aw), la composition du produit 

(présence de composés antimicrobiens) ; ii) de facteurs technologiques, qui consistent aux 

traitements généralement appliqués aux aliments pour inactiver la flore microbienne, tels que 

la chaleur, des radiations UV, des hautes pressions, etc ; iii) de facteurs extrinsèques, 

appliqués lors de la conservation de l’aliment (température de stockage, atmosphère 

modifiée…) ; iv) enfin, de facteurs microbiens, c’est-à-dire les interactions pouvant exister 

entre les différentes espèces de microorganisme présentes dans le produit. De plus, des 

interactions peuvent également exister entre les différents facteurs cités (Augustin, 2005).  

En microbiologie prévisionnelle, les modèles secondaires permettent de décrire l’effet des 

facteurs environnementaux sur les paramètres de croissance des modèles primaires, et 

notamment sur l’évolution du taux de croissance µmax et du temps de latence λ (Delhalle et al., 

2012). Zwietering et al. (1992) ont introduit une approche qui consiste à évaluer l’impact de 

chaque facteur environnemental de façon indépendante sur le taux de croissance microbien, il 

s’agit de la méthode du « concept gamma ». L’équation s’écrit de la façon suivante (équation 

8) : 

µ𝑚𝑎𝑥 = µ𝑜𝑝𝑡 ∗  ∏ 𝛾𝑋(𝑋𝑖) +  𝜀𝑖 (8) 

Avec   µ𝑚𝑎𝑥 le taux de croissance maximal observé aux conditions 𝑋𝑖, 

µ𝑜𝑝𝑡 le taux de croissance maximal observé aux conditions optimales pour chaque 

facteur 𝑋𝑖,  

𝛾𝑋 la fonction reflétant l’effet du facteur environnemental X,  

 𝜀𝑖 les résidus associés à l’observation.  

Les ajustements des modèles secondaires sont réalisés sur la racine carrée du taux de croissance 

afin de stabiliser la variance des individus (Zwietering et al., 1990). Dans cette approche 

progressive, l’effet de chaque facteur est représenté par le module « gamma » qui correspond 

au rapport du taux de croissance estimé sur le taux de croissance maximum estimé en condition 

optimale (Couvert et al., 2006) (équation 9) :  

𝛾𝑋(𝑋𝑖) =  
µ𝑚𝑎𝑥 (𝑋𝑖)

µ𝑜𝑝𝑡 
  (9) 
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La valeur de la fonction 𝛾𝑋 varie de 0 à 1. Si pour l’un des facteurs la condition Xi ne permet 

pas la croissance, la fonction associée à ce facteur 𝛾𝑋 (𝑋𝑖 ) est égale à 0, la croissance est inhibée. 

A l’inverse, si la fonction associée au facteur considéré 𝛾𝑋 (𝑋𝑖 ) est égale à 1, le facteur est à un 

niveau optimal pour la croissance (Coroller, 2015).  

La méthode du « concept gamma » offre une simplicité d’utilisation et d’interprétation, 

c’est pourquoi elle a également été développée pour étudier l’effet de facteurs 

environnementaux sur les différents états physiologiques des bactéries sporulées, pas seulement 

leur croissance. L’effet de facteurs environnementaux a pu être quantifié, par exemple, sur des 

paramètres décrivant : la sporulation (taux de sporulation, résistance) (Baril, et al., 2012; 

Gauvry et al., 2021), la germination et reprise de croissance (temps et taux de germination) 

(Trunet et al., 2015; Trunet et al., 2020) ou encore l’inactivation thermique des spores 

(résistance des spores) (Baril, et al., 2012; Leguerinel & Mafart, 2001).  

4.2. Evaluation de l’effet antimicrobien par modélisation  

De nombreux modèles ont été développés pour évaluer l’effet de l’acide inhibiteur sur la 

croissance bactérienne, dans le domaine de la microbiologie prévisionnelle. Ces modèles 

secondaires permettent de mieux prédire les réponses des microorganismes (taux de croissance) 

en fonction de la concentration en inhibiteur afin de maîtriser le développement bactérien dans 

un milieu. La mise en place de modèles décrivant l’effet des acides sur la croissance de 

bactéries, généralement combinés avec l’effet de la température ou du pH, est apparu il y a 

plusieurs années (Houtsma et al., 1994; Zwietering et al., 1992).  

De manière générale, l’évaluation de l’effet d’un agent antimicrobien sur la croissance 

bactérienne passe par la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) du 

composé sur le microorganisme étudié. La CMI est la concentration minimale en agent 

antimicrobien conduisant à l’inhibition complète de la croissance bactérienne.  

Par exemple, le modèle suivant est l’un des premiers modèles apparus pour déterminer la 

CMI d’un acide et l’un des plus simples (Biesta-Peters et al., 2010; Ghose & Tyagi, 1979) 

(équation 10) :  

µ𝑚𝑎𝑥 = µ𝑜𝑝𝑡 × (1 − 
[𝐴𝐻]

𝐶𝑀𝐼
) (10) 

Avec µmax le taux de croissance maximal de la souche étudiée, µopt le taux de croissance optimal, 

[AH] la concentration en acide non-dissocié et CMI la concentration minimale inhibitrice en 

acide non-dissocié.  
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La grande majorité des modèles évaluent directement l’effet de la forme non-dissociée (AH) 

de l’acide sur le taux de croissance bactérien et négligent donc l’effet de la forme dissociée de 

l’acide (Coroller et al., 2005; Lambert & Stratford, 1999b; Le Marc et al., 2002). Cependant, 

certains d’entre eux prennent en compte la dépendance du pH sur l’activité inhibitrice des acides 

et évaluent l’effet de la forme non-dissociée (AH) et dissociée (A-) de l’acide sur l’inhibition 

de la croissance bactérienne, permettant d’étudier le principal mode d’action de l’acide sur les 

cellules végétatives (Presser et al., 1997; Ross et al., 2003; Tienungoon et al., 2000). Par 

exemple, le modèle de Presser et al. (1997) est décrit dans l’équation suivante (équation 11) :  

µ𝑚𝑎𝑥 = µ𝑜𝑝𝑡 × (1 − 
[𝐴𝐻]

𝐶𝑀𝐼[𝐴𝐻] 
) × (1 − 

[𝐴−]

𝐶𝑀𝐼[𝐴−] 
) (11) 

Avec µmax le taux de croissance maximal de la souche étudiée, µopt le taux de croissance optimal, 

[AH] et [A-] les concentrations respectives en acide non-dissocié et dissocié et 𝐶𝑀𝐼[𝐴𝐻] et 

𝐶𝑀𝐼[𝐴−] les concentrations minimales inhibitrices respectives en acide non-dissocié et dissocié.  

Par ailleurs, l’évolution des modèles prévisionnels a permis de prendre en compte et de 

déterminer d’autres paramètres importants dans l’évaluation de l’effet antibactérien d’un 

composé sur la croissance microbienne. L’ajout de ces paramètres permet d’améliorer 

l’ajustement des modèles aux données expérimentales et ainsi de mieux comprendre le 

comportement de l’agent antibactérien en fonction de sa concentration dans un milieu. Ces 

paramètres peuvent avoir une signification biologique ou non. Par exemple, le modèle de Luong 

(1985), prend en compte le paramètre α correspondant à l’allure de la courbe (Figure 14A). Il 

s’agit d’un paramètre non biologique, permettant d’évaluer la réponse et la sensibilité d’une 

bactérie à de faibles ou de fortes concentrations en acide non dissocié. Ce modèle est décrit 

dans l’équation suivante (équation 12) :  

µ𝑚𝑎𝑥 = µ𝑜𝑝𝑡 × (1 − (
[𝐴𝐻]

𝐶𝑀𝐼[𝐴𝐻] 
)
𝛼

) (12) 

Avec, µmax le taux de croissance maximal de la souche étudiée, µopt le taux de croissance 

optimal, [AH] la concentration en acide non-dissocié, 𝐶𝑀𝐼[𝐴𝐻] la concentration minimale 

inhibitrice en acide non-dissocié, et α l’allure de la courbe (Figure 14A). Lorsque α est inférieur 

à 1, la courbe est concave ce qui signifie que le microorganisme est plus sensible aux variations 

de faibles concentrations en acide, à l’inverse lorsque α >1, la courbe est convexe, ce qui signifie 

que le microorganisme est plus sensible aux variations de fortes concentrations en acide. 
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Lorsque α = 1, la courbe est une droite ce qui signifie que l’inhibition du taux de croissance est 

constante en fonction de la concentration en acide (Coroller et al., 2005).  

De la même manière, le modèle de Lambert & Pearson (2000), est généralement utilisé pour 

estimer la CMI d’un composé antimicrobien mais également pour estimer sa CNI, 

Concentration Non-Inhibitrice (équation 13). Il s’agit d’un paramètre biologique permettant 

d’approfondir l’évaluation de l’effet inhibiteur du composé sur la croissance bactérienne 

(Figure 14B).  

µ𝑚𝑎𝑥 = µ𝑜𝑝𝑡 ∗  𝑒𝑥𝑝

(

  
 
− [

[𝐴𝐻]

𝐶𝑀𝐼/𝑒𝑥𝑝(
𝑙𝑛(

𝐶𝑁𝐼
𝐶𝑀𝐼

)

−𝑒
)

]

[
−𝑒

𝑙𝑛 (
𝑁𝐼𝐶
𝑀𝐼𝐶

)
]

)

  
 

 (13) 

Avec, µmax le taux de croissance maximal de la souche étudiée, µopt le taux de croissance 

optimal, [AH] la concentration en acide, 𝐶𝑀𝐼 la concentration minimale inhibitrice, et CNI, la 

concentration non inhibitrice. 

 

Figure 14 : Exemple d'ajustement du modèle de Luong (1985) (A) et du modèle de Lambert & Pearson 

(2000) (B) et signification des paramètres estimés 

Cependant, au sein des aliments, l’évaluation seule de l’effet d’un acide sur la croissance 

microbienne n’est pas suffisante. Il est nécessaire de prendre en compte également l’effet des 

autres conditions environnementales, telles que le pH, la température, l’aw, ou encore la 

combinaison d’agents antimicrobiens, et leurs interactions pour garantir la sécurité sanitaire des 

matrices alimentaires (Leistner & Gorris, 1995).  
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5. Les objectifs de la thèse  

La maîtrise de la contamination des aliments par des bactéries sporulées est d’intérêt en 

raison de leurs conséquences sur la santé du consommateur, mais également en raison du 

gaspillage et des pertes économiques engendrées par la destruction des matières premières ou 

des produits finis contaminés. Dans l’industrie alimentaire cette maîtrise du risque sanitaire des 

produits transformés se caractérise généralement par l’application de traitements thermiques 

visant à détruire les micro-organismes présents. Ces traitements thermiques peuvent cependant 

être à l’origine d’altération des propriétés organoleptiques et nutritionnelles des aliments. 

L’association des traitements thermiques avec de faibles pH ou une faible activité de l’eau au 

sein de l’aliment vise à limiter leur intensité. Cependant, ces effets barrières ne sont 

généralement pas suffisants pour éviter la croissance de bactéries sporulées qui ont notamment 

la capacité de survivre aux traitements thermiques lorsqu’elles sont sous forme de spores.  

Par ailleurs, la préférence des consommateurs pour des produits alimentaires exempts d’additifs 

chimiques synthétisés et moins transformés, est un enjeu pour les industriels de 

l’agroalimentaire. Les consommateurs s’intéressent à la formulation du produit et à sa 

transformation en raison d’une prise de conscience de leur effet sur leur santé et sur 

l’environnement (NIQ, 2022).  

Pour ces différentes raisons, des stratégies innovantes de lutte contre l’altération et la 

contamination des aliments par les bactéries sporulées sont encore à développer. C’est 

pourquoi, les effets antimicrobiens d’acides organiques ont largement été étudiés dans la 

littérature. Les acides organiques peuvent être produits de manière naturelle (par fermentation 

bactérienne par exemple) ou sont naturellement présents au sein des aliments et possèdent des 

propriétés inhibitrices de la germination et de la croissance des bactéries sporulées. L’efficacité 

inhibitrice de ces composés est en relation avec leurs propriétés physico-chimiques et leur 

environnement en milieux simplifiés, ce qui entraîne une transférabilité à l’échelle de l’aliment 

difficile en raison de sa complexité structurelle et compositionnelle. En effet, les propriétés 

intrinsèques d’un aliment influencent la disponibilité et l’efficacité de composés inhibiteurs sur 

la croissance de microorganisme. Ce phénomène révèle l’existence d’interactions, entre ces 

composés, les constituants de l’aliment et les spores et/ou cellules végétatives bactériennes, 

pour lesquelles il y a un manque de connaissance.  
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L’objectif principal de la thèse est de mettre en évidence les interactions entre les bactéries 

sporulées, les composés inhibiteurs et les constituants des aliments afin de mieux comprendre 

l’impact des propriétés physico-chimiques d’acides inhibiteurs sur leur activité antibactérienne 

et leur comportement au sein de systèmes biphasiques. Les matrices étudiées sont des émulsions 

Huile dans Eau, représentant la complexité des aliments de par leurs propriétés dynamiques, 

structurelles et compositionnelles.  

Plusieurs objectifs ont donc été identifiés et traités sous forme de chapitres :  

Le premier objectif (Chapitre 2) est d’étudier l’efficacité inhibitrice de six acides organiques 

sélectionnés (ainsi que de la monolaurine) sur la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4, 

en relation avec leurs propriétés physico-chimiques en milieu nutritif liquide.  

Le deuxième objectif (Chapitre 3) est d’évaluer et de comparer l’activité inhibitrice de quatre 

acides organiques (l’acide acétique, lactique, caprylique et laurique) dans un milieu nutritif 

liquide et dans une émulsion H/E modèle, sur la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4. 

La viabilité cellulaire de la bactérie a également été étudiée au sein de l’émulsion H/E afin de 

mieux comprendre le phénomène de perte de culturabilité observé sur milieu gélosé BHA.  

Le troisième objectif (Chapitre 4) est de comprendre l’effet de la matrice sur le comportement 

et l’activité inhibitrice de deux acides organiques aux propriétés physico-chimiques différentes 

(l’acide lactique et l’acide caprylique). L’impact du choix de l’émulsifiant et de la matière 

grasse d’une émulsion H/E modèle est étudié sur l’activité inhibitrice de ces deux acides sur la 

germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4. Cette étude est également 

menée au sein d’une matrice fromagère développée en laboratoire, afin de mieux appréhender 

l’efficacité inhibitrice de ces acides au sein d’une matrice alimentaire réelle et d’étudier la 

transférabilité des résultats à l’échelle industrielle.  

Ce travail a été réalisé sur l’espèce bactérienne Bacillus weihenstephanensis KBAB4, une 

bactérie psychrotrophe appartenant au groupe Bacillus cereus sensu lato, et étudiée en tant que 

microorganisme responsable d’altérations et d’intoxications alimentaires. Cette bactérie a 

récemment été reclassée au sein de l’espèce Bacillus mycoides par Liu et al. (2018).  
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Chapitre 2 - Relation entre efficacité inhibitrice et propriétés physico-chimiques des composés inhibiteurs 

L’application de modèles prévisionnels à des données expérimentales permet la 

détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d’un agent antibactérien dans un 

milieu et sur une souche bactérienne en particulier. L’utilisation de ces modèles permet 

également la description de phénomènes biologiques observés tel que la sensibilité du 

microorganisme aux variations de concentrations de l’agent antibactérien. En fonction du 

modèle appliqué, ces phénomènes peuvent être décrits par l’estimation de paramètres non 

biologiques comme le paramètre α qui décrit la réponse du microorganisme à de faibles ou 

fortes concentrations en agent antibactérien (modèle de Luong, 1985) ou par l’estimation de 

paramètres biologiques tels que la Concentration Non Inhibitrice (CNI) qui définit la 

concentration en agent antibactérien en dessous de laquelle la croissance du microorganisme 

n’est pas inhibée (modèle de Lambert & Pearson, 2000).  

L’objectif de ce chapitre est de quantifier et caractériser l’activité inhibitrice des composés 

sélectionnés sur l’inhibition de la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans un milieu 

nutritif simple. Cette caractérisation de l’activité inhibitrice de différents composés sur la 

souche d’intérêt dans un milieu simple est une étape préalable à la compréhension des 

interactions entre composés inhibiteurs, microorganismes et les composants de matrices 

alimentaires. Pour faire le lien en les trois composantes de l’étude (inhibiteurs, microorganismes 

et matrices alimentaires), la qualification des propriétés des inhibiteurs de croissance et leur 

mode d’action dans un milieu nutritif de laboratoire, en lien avec leurs caractéristiques physico-

chimiques, est d’intérêt, car ces dernières sont des déterminants essentiels de leur fonctionnalité 

en matrice alimentaire. 

Dans ce chapitre, les activités inhibitrices de six acides organiques (l’acide acétique, 

lactique, propionique, phényllactique, caprylique et laurique) et de la monolaurine sur 

l’inhibition de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 sont évaluées en milieu nutritif à 

pH 6,0 et 5,5 par modélisation en comparant l’utilisation de deux modèles prévisionnels, le 

modèle de Luong (1985) et le modèle de Lambert & Pearson (2000). Par la suite, les paramètres 

estimés par ces modèles (CMI, α ou CNI) sont mis en relation avec les caractéristiques physico-

chimiques des acides afin de comparer l’efficacité inhibitrice des acides en fonction de ces 

caractéristiques.  

Les résultats de ce chapitre sont présentés sous forme d’un article scientifique publié dans 

le journal Food Microbiology en 2024.  
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Article 1: Relationships between the inhibitory efficacy and 

physicochemical properties of six organic acids and monolaurin against 

Bacillus weihenstephanensis KBAB4 growth in liquid medium 

 

Article publié dans Food Microbiology, 121 (2024), https://doi.org/10.1016/j.fm.2024.104498 

 

 
Agathe Dutoita, Nicolas Decourcellea, Anne-Gabrielle Mathota, Louis Corollera* 

 

a Univ Brest, INRAE, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Écologie Microbienne, F-

29000 Quimper, France 

 

*corresponding author: louis.coroller@univ-brest.fr 

 

Keywords: 

Growth inhibition, Bacillus cereus group, chemical structure, pKa, lipophilicity, MIC.  

 

Highlights: 

• pKa and chemical structure influenced the inhibitory efficacy of a compound 

• Predictive models highlighted the mode of action of acid inhibition  

• Growth inhibition is not always dictated by the undissociated form of acid  

• Low MIC values are linked to greater lipophilicity of the compound  
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1. Abstract 

Organic acids are widely used in foodstuffs to inhibit pathogen and spoiler growth. In this 

study, six organic acids (acetic, lactic, propionic, phenyllactic, caprylic, and lauric acid) and 

monolaurin were selected based on their physicochemical properties: their molecular structure 

(carbon chain length), their lipophilicity (logP), and their ability to dissociate in a liquid 

environment (pKa). The relation between these physicochemical properties and the inhibitory 

efficacy against B. weihenstephanensis KBAB4 growth was evaluated. After assessing the 

active form of these compounds against the strain (undissociated, dissociated or both forms), 

their MIC values were estimated in nutrient broth at pH 6.0 and 5.5 using two models (Lambert 

& Pearson, 2000; Luong, 1985). The use of two models highlighted the mode of action of an 

antibacterial compound in its environment, thanks to the additional estimation of the curve 

shape α or the Non-Inhibitory Concentration (NIC). The undissociated form of the tested acids 

is responsible for growth inhibition, except for lauric acid and monolaurin. Moreover, long-

carbon chain acids have lower estimated MICs, compared to short-chain acids. Thus, the 

inhibitory efficacy of organic acids is strongly related to their carbon chain length and 

lipophilicity. Lipophilicity is the main mechanism of action of a membrane-active compound, 

it can be favored by long chain structure or high pKa in an acid environment like food. 

2. Introduction  

Bacillus spp. are commonly associated with food poisoning and food spoilage (Jovanovic 

et al., 2021). Bacillus cereus is one of the major cause of foodborne illnesses worldwide 

(European Food Safety Authority, 2016) causing diarrheic and emetic syndromes due to its 

ability to produce heat-resistant toxins (cereulide) and enterotoxins (Nhe, CytK, Hbl). Within 

the B. cereus group, B. weihenstephanensis KBAB4 is a psychrotolerant strain able to grow at 

7°C or below, leading to potential sanitary risks in refrigerated food products (Guinebretière et 

al., 2008; Lapidus et al., 2008).  

To prevent the growth of foodborne pathogens or toxin production in food, the use of acids 

as antimicrobial agents has long been studied (Adams & Hall, 1988; Kabara et al., 1972; Wang 

& Johnson, 1992). Moreover, due to increasing consumer preference for natural products and 

concerns about the potential health risks associated with synthesis additives, there has been a 

growing interest in using naturally occurring acids and/or recognized as safe compounds 

(GRAS) that possess antibacterial properties to combat pathogens and spoilers bacteria in food. 

In this context, organic acids or other acids produced by bacterial fermentation have shown 
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promising results (Ning et al., 2017; Park et al., 2021; Seo et al., 2023). Fatty acids and 

monoglycerides, which are naturally present in food, are also viable candidates for this purpose 

(Buňková et al., 2010; Wang et al., 2020). It is largely recognized that the antimicrobial 

mechanism of organic acids is dependent on their pKa and the pH of the environment. Indeed, 

due to its lipophilic properties, the undissociated form of organic acids interacts with the 

bacterial membrane leading to an increase in the intracellular acid concentration and in this 

way, to the acidification of the cytoplasm by dissociating into the cell. This acidification 

consequently inhibits the bacterial metabolism and if the stress is too high, it could lead to cell 

death (Stratford & Eklund, 2003). Compared to organic acid, fatty acids and monoglycerides 

have high lipophilic properties. They cause damage to the cell membrane leading to complete 

cell disruption and disorganization (Casillas-Vargas et al., 2021; Desbois & Smith, 2010). 

Moreover, their activity is due to multiple targets on the cytoplasmic membrane (Churchward 

et al., 2018). The mechanism of action of short and medium-chain fatty acids (C3-C8) is based 

on the penetration of the undissociated form into bacterial cells, as weak acids. The antibacterial 

activity of organic acids is associated with their structural properties, their ability to dissociate 

(pKa), and also their lipophilicity, assessed by the octanol-water partition coefficient (log P). 

However, the structure-activity relationships of organic acids against bacteria still need to be 

further explored. 

A variety of models from the literature have described the effects of pH and various acids 

on microbial growth rates (Coroller et al., 2005; Lambert & Stratford, 1999; Le Marc et al., 

2002). Some of them consider the effect of both undissociated and dissociated acid forms 

especially for organic acids (Presser et al., 1997; Rosso et al., 1997), but few models have been 

developed to describe the mechanism of action of other antimicrobial agents like fatty acids or 

monoglycerides (Pernin et al., 2019). Most of the models assess the Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC), the lowest concentration of an antimicrobial compound leading to 

complete inhibition of bacterial growth during a defined period, which generally reflects the 

inhibitory activity of a compound against a microorganism.  

In this study, the objective was to evaluate the inhibitory efficacy of seven compounds (six 

organic acids and one monoglyceride) against B. weihenstephanensis KBAB4 growth in a 

liquid medium. The MIC value and one other complementary parameter value, the curve shape 

α or the Non-Inhibitory Concentration (NIC), were assessed using the models suggested by 

Luong (1985) and Lambert and Pearson (2000). Each acid form was investigated for its 

antibacterial activity in order to describe the inhibitory activity and made correlations between 

the efficiency and the physicochemical characteristics of the compound. 
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3. Materials and methods 

3.1. Bacterial strain and cell preparation  

B. weihenstephanensis KBAB4 (kindly provided by INRAE, Avignon, France) is a 

psychotropic strain belonging to the group VI of B. cereus sensu lato (Guinebretiere et al., 

2008) and recently reclassified as B. mycoides (Liu et al., 2018). A vegetative cell suspension 

was divided into 1.5 ml aliquots and stored at -80 °C in Brain Heart Infusion (BHI) broth 

(Biokar Diagnostics, Beauvais, France) diluted in 20% glycerol (v/v). A 100 mL BHI flask was 

inoculated with 1 mL of one of these aliquots and incubated at 30°C, the optimal growth 

temperature of the strain. The flasks were shaken at 100 rpm. After 8h of incubation, 1 ml of 

the culture was diluted in a new 100 ml BHI broth flask and was incubated 16h at the same 

temperature. The final concentration of this overnight culture was approximately 1.0×108 

CFU/ml.  

3.2. Inhibitory compounds 

Seven antimicrobial compounds were studied: acetic acid (99% pure), lactic acid (90% 

pure), propionic acid (99% pure), phenyllactic acid (98% pure), caprylic acid (98% pure), lauric 

acid (98% pure), and monolaurin (99% pure) (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). 

The purpose of selecting these seven compounds was to ensure they represent a range of 

different physicochemical properties. To begin with, they vary in terms of their chemical 

composition. Table 1 provides a summary of these properties: four of the compounds are 

monocarboxylic acids with increasing carbon chain lengths, namely acetic acid (C2), propionic 

acid (C3), caprylic acid (C8), and lauric acid (C12). Lactic acid (C3) and phenyllactic acid (C9) 

are both organic acids, with the former containing a hydroxyl group and the latter an aromatic 

group within their structure. Monolaurin (C15) is an ester composed of glycerol and lauric acid. 

The lipophilicity (logP) of these compounds ranges from -0.72 to 4.60, while their dissociation 

constants (pKa) span from 3.86 to 13.10 (as indicated in Table 2). The lipophilicity (logP) is 

characterized by the octanol-water partition coefficient. Additionally, the pKa values indicate 

their capacity to dissociate based on the pH of the surrounding environment. 

Stock solutions of 1.0 M acetic, lactic and propionic acids, and 0.2 M phenyllactic acid were 

prepared in distilled water. Lauric acid was mixed in Tween 80 (0.1% w/v) in distilled water at 

55°C to a final concentration of 1 mM. Caprylic acid and monolaurin were prepared in ethanol 

70% to a final concentration of 1.0 M and 0.02 M respectively. The effects of Tween 80 at 0.1% 
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and of ethanol at 0.1% were assessed on B. weihenstephanensis KBAB4 growth in nutrient 

broth (see part 3.2). The acid stock solutions were added to nutrient broth to reach an 

appropriate final concentration (Table 2) and pH was adjusted to 5.5 or 6.0 using HCl or NaOH 

at 1M. The media were then sterilized through a 0.22 µm filter (Stericup, Millipore). These two 

pH values were required to assess the effect of the undissociated or dissociated acid 

concentration on the bacterial growth.  

3.3. Bioscreen growth experiments  

To investigate the effect of acids at two different pH values (pH 5.5 and pH 6.0) on 

vegetative cells of B. weihenstephanensis KBAB4, the growth kinetics were acquired in nutrient 

broth at 30°C with different acid concentrations. Optical density (OD) at 600 nm was measured 

in two-100-well-honeycomb microplates using a Bioscreen C reader (Oy Growth Curves Ab 

Ltd., Helsinki, Finland) for 120 hours. An overnight preculture of B. weihenstephanensis 

KBAB4 (see part 2.1) was diluted several times in nutrient broth with different concentrations 

of inhibitors, to reach a final concentration of 5 log10 (CFU/ml) (named as N0). A volume of 

500 µl from those suspensions was then used to fill the first 10-well row of the microplate. For 

each tested concentration, two-fold dilutions with 250 µl were performed seven times, leading 

to an 8-well series. The two remaining wells are negative controls, i.e uninoculated wells. The 

microplates were incubated in the spectrophotometer at 30°C and OD was measured every 10 

min with low intensity shaking 20s prior to each measurement. The maximum specific growth 

rate (µmax) values were determined by linear regression between the time of detection and the 

initial contamination yield of the wells ([ln (N0)/dilution]), as previously described by Membre 

et al. (2002). At least two replicates were acquired for each compound concentration. 
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Table 2 : Physico-chemical characteristics of tested organic acids and monolaurin, and experimental conditions 

a Molecular structure and logP were obtained with SwissADME (SIB) 

Name (CAS) 
Chemical 

formula  
Molecular structure

a logP
a pK

a
 

Molar mass 

(g/mol) 
pH 

Tested concentration 

range (mM)  

Acetic acid 

(64-19-7) 
C

2
H

4
O

2
 

 

-0.21 4.76 60.05 
5.5 0 - 40 

6.0 0 - 80 

Lactic acid 

(79-33-4) 
C

3
H

6
O

3
 

 

-0.72 3.86 90.08 
5.5 0 - 150 

6.0 0 - 300 

Propionic acid 

(79-09-4) 
C

3
H

6
O

2
 

 

0.33 4.75 74.08  
5.5 0 - 20 

6.0 0 - 60 

Phenyllactic acid  

(828-01-3) 
C

9
H

10
O

3
 

 

1.13 4.02 166.17 
5.5 0 - 20 

6.0 0 - 40 

Caprylic acid 

(124-07-2) 
C

8
H

16
O

2
 

 

3.05 4.89 144.21 
5.5 0 - 0.2 

6.0 0 - 2.0 

Lauric acid 

(143-07-7) 
C

12
H

24
O

2
 

 

4.20 5.30 200.32 
5.5 0 - 0.15 

6.0 0 - 0.20 

Monolaurin  

(142-18-7) 
C

15
H

30
O

4
 

 

4.16 13.10 274.39 
5.5 0 - 0.05 

6.0 0 - 0.07 
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3.4. Investigating the acid form responsible for B. weihenstephanensis growth 

inhibition 

The experimental µmax for both pH values were plotted as a function of the undissociated, 

dissociated or the total concentration of acid calculated thanks to the Henderson-Hasselbach 

equation (equation 14): 

𝑝𝐻 =  𝑝𝐾𝑎 + log
[𝐴−]

[𝐻𝐴]
 (14) 

where pH is the measured pH of the medium, pKa is the acid dissociation constant (Table 2), 

[A-] is the concentration of dissociated acid and [HA] is the concentration of undissociated acid, 

deduced by the total acid concentration which is equal to the sum of both forms (as discussed 

section 3.1, note that monolaurin is not influenced by pH in the media used for this study).  

The form of the tested compounds leading to bacterial growth inhibition can be identified 

from graphical observations. When increasing the concentration of each acid form, the growth 

rate should decrease toward the same minimum inhibitory concentration whatever the pH, thus 

indicating that this form is responsible for inhibition independently of the pH. This observation 

can be validated by studying the quality of fit of the models below. 

3.5.  Modelling the effect of acid concentration on growth rate 

Two models were compared to evaluate the effect of the undissociated form or total form 

concentrations on the growth rate of B. weihenstephanensis KBAB4 and to estimate the 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of each tested acid. The first model is from Luong, 

(1985) (equation 15).  

µ𝑚𝑎𝑥 = µ𝑜𝑝𝑡 ∗  [1 − (
[𝐻𝐴]

𝑀𝐼𝐶
)
𝛼

] (15) 

Where µopt is the B. weihenstephanensis KBAB4 specific growth rate in nutrient broth at pH 

6.0 or 5.5 at 30°C without acid. [HA] is the concentration of the studied acid form (dissociated, 

undissociated or total acid concentration). α is a shape parameter, that reflects the general 

behavior of microorganisms (Coroller et al., 2005): α<1 means the curve is upward so bacteria 

are sensitive to variations at low concentration of acid, α = 1 means the curve is linear so the 

sensitiveness of bacteria is constant and α>1 means the curve is downward so bacteria are 

sensitive to variation at high acid concentrations (close to the MIC). MIC is the Minimum 

Inhibitory Concentration of the studied acid form. 
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The second model is from Lambert & Pearson, (2000) (equation 16) : 

µ𝑚𝑎𝑥 = µ𝑜𝑝𝑡 ∗  𝑒𝑥𝑝

(

  
 
− [

[𝐻𝐴]

𝑀𝐼𝐶/𝑒𝑥𝑝(
𝑙𝑛(

𝑁𝐼𝐶
𝑀𝐼𝐶

)

−𝑒
)

]

[
−𝑒

𝑙𝑛 (
𝑁𝐼𝐶
𝑀𝐼𝐶

)
]

)

  
 

 (16) 

Where µopt is the B. weihenstephanensis KBAB4 specific growth rate in nutrient broth at pH 

6.0 or 5.5 at 30°C without acid. [HA] is the concentration of the studied acid form (dissociated, 

undissociated or total acid concentration). NIC is the Non-Inhibitory Concentration of the 

studied acid form, i.e., the concentration above which the inhibitor begins to affect growth 

negatively and MIC is the Minimum Inhibitory Concentration.  

3.6.  Model fitting and statistical analysis  

The models were fitted on the square root of the growth rates (µmax) by minimizing the sum 

of squared errors (lsqcurvefit function, MatlabR2020a, MathWorks, Natick, MA, USA). The 

square root is recommended to have a homogeneous variance of the residuals. The 95% 

confidence intervals of the estimated parameters were calculated using the Jacobian matrix 

(nlparci function, Matlab2020a, MathWorks, Natick, MA, USA). The goodness of fit of the 

models was evaluated and compared by the corrected Akaike information criterion (AICc) and 

the RMSE (root mean square error) (Huet et al, 2004; Scherrer et al, 2009). The lowest RMSE 

indicates the best-fitting model and a low AICc value indicates the most parsimonious model. 
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4. Results 

4.1.  Effect of the compound form on B. weihenstephanensis growth rate  

To determine which form of the compound is mainly responsible for the inhibitory activity 

on B. weihenstephanensis growth, experimental µmax were first plotted as a function of the 

undissociated, dissociated and total acid concentrations (examples are shown for acetic and 

lauric acid in Figure 15). Growth rates at pH 5.5 and 6.0 decrease when acid concentration 

increases. For one of the acid forms, when increasing the concentration, the inhibition of the 

growth rate converges toward the same minimum inhibitory concentration whatever the pH, 

indicating that this form is responsible for growth inhibition independently of pH.  

In Fig15.1, the concentration of undissociated acetic acid at which no further growth is 

observed seems to be the same at pH 5.5 and 6.0 while the concentration of total or dissociated 

acid limiting growth are different for the two pH values. For lauric acid (Fig15.2), the first 

concentration (0.15 mM) at which no growth of B. weihenstephanensis KBAB4 occurred is the 

same for pH 5.5 and 6.0 when acid is in its total form, meaning that both forms (undissociated 

and dissociated) act on bacterial growth within this pH range. The form responsible for growth 

rate inhibition on B. weihenstephanensis KBAB4 is the undissociated form for acetic, lactic, 

propionic, phenyllactic and caprylic acids. Both the undissociated and dissociated forms of 

lauric acid affect growth rate inhibition, so to take the two forms into account, we considered 

that the active form of lauric acid is the total form within this pH range. Concerning monolaurin, 

its molecular structure, composed of lauric acid covalently bonded to a glycerol molecule, 

means that no dissociation could occur, so the monolaurin activity is not pH-dependent. We 

considered that the active form of monolaurin is the total form. 
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Figure 15 : Experimental growth rates of B. weihenstephanensis KBAB4 at pH 6.0 (circle) and pH 5.5 (triangle) as a function of undissociated (A), 

dissociated (B) and total (C) acid concentration for acetic acid (1) and lauric acid (2).
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4.2. Selection of the best-fitting model to describe B. weihenstephanensis growth 

inhibition by organic and fatty acids 

The models of Luong (1985) and Lambert & Pearson (2000) were fitted to the data sets of 

B. weihenstephanensis KBAB4 growth rate as a function of the undissociated acetic (HAce), 

lactic (HLac), propionic (HPro), phenyllactic (HPLac) and caprylic acid (HCap) concentration 

or the total lauric acid (Lau) and monolaurin (ML) concentration, at pH 5.5 and pH 6.0. Both 

models included four parameters: µopt pH6.0, µopt pH5.5, MIC and α or NIC value. Table 3 reports 

the parameter estimates, their standard deviation (SE), and the RMSE values, expressing their 

fitting performance. A linear model derived from the Luong model, where α is replaced by 1, 

was also tested on each acid. AICc values of models fitting HAce, HLac and Lau are lower 

when the shape parameter is not estimated and equal to 1 indicating a linear answer of the strain 

to undissociated acetic and lactic acid and to total lauric acid concentrations.  

The linear model of Luong seems to better describe the behavior of B. weihenstephanensis 

KBAB4 in the presence of acetic and lactic acid compared to the Lambert and Pearson model. 

On the contrary, for phenyllactic, caprylic, and lauric acids the model of Lambert and Pearson 

has a better fitting performance than the Luong model. Indeed, their RMSE values are lower 

with the Lambert and Pearson than with the Luong model. Those observations were confirmed 

with AICc values (data not shown) following the same tendency, they are lower with the Luong 

model for acetic and lactic acid and with the Lambert and Person model for phenyllactic, 

caprylic and lauric acids. Moreover, although the RMSE values of both models are identical 

and correct (RMSE = 0.069) as well as the AICc values, the fitting of the B. weihenstephanensis 

KBAB4 growth rate to undissociated propionic acid concentration is better with the Luong 

model than the Lambert and Pearson model because of the obtention of higher standard 

deviations than the estimated parameter itself for the latter (NIC value = 0.003 ± 0.004 mM). 

The accuracy of using both growth inhibition models to fit the total concentration of monolaurin 

is questionable. It is observed that the inhibitory effect of monolaurin is stronger at pH 5.5 

compared to pH 6.0 (Fig 16G), but a single estimated value of the MIC is retained for both pH 

levels. This feature is supported by the larger standard deviations of the MIC value than the 

estimated value (MIC = 1.11 ± 2.19 or 0.54 ± 0.85 mM). Growth/No growth tests were 

performed in nutrient broth at pH 6.0. - 0.10 mM of total monolaurin, and at pH 5.5 - 0.020 

mM. No growth occurred after 5 days at 30°C, supporting this MIC value is overestimated. 

Figure 16 represents the experimental growth rate of B. weihenstephanensis KBAB4 fitted with 
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the Luong model for HAce, HLac, and HPro, and fitted with the Lambert and Pearson model 

for HPLac, HCap and Lau, and ML concentration.  

Estimates of optimum growth rates at pH 5.5 range from 0.45 to 1.14 h-1 (Table 3), due to 

strain growth variability at pH below 6 (Baril et al., 2012). Moreover, the addition of 0.1% of 

Tween 80 significantly impacts the growth rate (µopt ph5.5 = 1.76 and 1.68 h-1 for Luong and 

Lambert and Pearson models respectively), indicating that Tween 80, used for dissolving lauric 

acid in the medium, affects B. weihenstephanensis growth at 30°C in nutrient broth, without 

lauric acid, as shown in Nielsen et al. (2016). However, a concentration of 0.1% of ethanol 70% 

has no effect on the optimum growth rate of B. weihenstephanensis KBAB4 in nutrient broth, 

at either pH. 
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Table 3 : Estimated parameters and their standard deviation of B. weihenstephanensis KBAB4 fitted with Luong and Lambert and Pearson models depending 

on the active concentration form of the acids. a RMSE is on a square root scale. 

Model  
Nb of 

parameters 
Compounds 

Nb of 

data  

µopt pH6.0 (h
-1) 

(SE)  

µopt pH5.5 (h
-1) 

(SE)  

MIC (mM) 

(SE)  
α (SE)  NIC (mM) RMSEa  

Luong 

(1985) 

4 HAce 29 1.37 (0.06) 0.97 (0.05) 5.17 (0.16) 1.00 
 

0.059 
 

HLac 21 1.37 (0.09) 0.49 (0.06) 2.50 (0.12) 1.00 
 

0.080 
 

HPro 20 1.31 (0.13) 1.03 (0.11) 4.52 (1.08) 0.12 (0.04) 
 

0.069 
 

HPLac 26 1.51 (0.15) 1.01 (0.12) 0.37 (0.02) 1.48 (0.37) 
 

0.106 
 

HCap 29 1.63 (0.17) 0.58 (0.09) 0.13 (0.03) 0.11 (0.03) 
 

0.088 
 

Lau 24 1.80 (0.17) 1.73 (0.14) 0.11 (0.01) 1.00 
 

0.122 
 

ML 24 1.48 (0.17) 1.14 (0.14) 1.11(2.19) 0.05 (0.03) 
 

0.088 

Lambert 

& 

Pearson 

(2000) 

4 HAce 29 1.38 (0.09) 0.97 (0.07) 6.19 (0.55) 
 

0.98 (0.20) 0.060 
 

HLac 21 1.26 (0.12) 0.45 (0.07) 2.64 (0.30) 
 

0.71 (0.19) 0.084 
 

HPro 20 1.31 (0.13) 1.02 (0.11) 2.77 (0.61) 
 

0.003 (0.004) 0.069 
 

HPLac 26 1.43 (0.11) 0.94 (0.09) 0.36 (0.02) 
 

0.16 (0.02) 0.092 
 

HCap 29 1.65 (0.16) 0.56 (0.07) 0.07 (0.02) 
 

3.7x10-5 (3.9x10-5) 0.080 
 

Lau 24 1.77 (0.13) 1.68 (0.11) 0.11 (0.01) 
 

0.027 (0.004) 0.077 
 

ML 24 1.49 (0.17) 1.13 (0.14) 0.54 (0.85) 
 

1.2x10-8 (8.5x10-8) 0.087 
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Figure 16 : Experimental growth rates of B. weihenstephanensis KBAB4 at pH 6.0 (black circle) and pH 5.5 (grey triangle) as a function of undissociated 

acetic, lactic, propionic, phenyllactic, and caprylic acids (A,B,C,D,E) or total lauric acid and monolaurin (F,G) 
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4.3. Evaluation of acid inhibitory efficacy according to their physicochemical 

characteristics 

The inhibitory efficacy of acids on B. weihenstephanensis growth was evaluated through 

the determination of two complementary parameters depending on the model used for fitting 

the growth rate. For each acid, the MIC was quantitatively determined using two models with 

an associated standard deviation allowing a better estimation than with experimental 

techniques. A second parameter was also determined, the α or NIC according to the model, to 

better characterize the inhibitory efficacy of the acids. Figure 17 represents the MIC estimated 

by the Luong model (A) and the Lambert and Pearson model (B) for each acid as a function of 

the corresponding second parameter estimates (α or NIC). In Fig17A, the two estimated 

parameters are independent, the MIC value of acids is not linked to the curve shape parameter 

α. Working with the Luong model, the acids modeled can be divided into three groups, 

according to their estimated parameters: (i) compounds with high MIC and relatively sensitive 

to low concentrations (α<1 or α =1) (propionic and acetic acid), (ii) compounds with low MIC 

and relatively sensitive to high concentrations (α>1 or α =1) (phenyllactic, lactic, and lauric 

acid), and (iii) compounds with low MIC and highly sensitive to low concentrations (α<1) 

(caprylic acid and monolaurin). Working with the model of Lambert and Pearson (Fig 17B), 

the MIC and NIC parameter values are correlated: when the MIC value of acids decreases, so 

does the NIC value. The tested acids can be represented by three different groups, modeled by 

the Lambert and Pearson model: (i) low efficacy acids = high MIC and NIC values (acetic and 

lactic acid), (ii) moderate efficacy acid = high MIC but low NIC value (propionic acid), and 

(iii) high efficacy acids = low MIC and NIC values (phenyllactic, caprylic, lauric and 

monolaurin). Depending on the model chosen and the correlation between the estimated 

parameters, the inhibitory efficacy of an acid is expressed differently. For Luong, an effective 

acid is one with a low MIC, the curve shape parameter is less significant. Whereas, according 

to the Lambert and Pearson model, the inhibitory activity of an acid is reflected by a low MIC 

and a low NIC value. 
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Figure 17 : Estimated MIC as a function of alpha (Luong model, A) or as a function of NIC (Lambert 

& Pearson model, B) for the undissociated (grey) or total (black) form of acids. 
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5. Discussion  

In the present study, the inhibitory efficacy against B. weihenstephanensis KBAB4 growth 

of seven antimicrobial compounds was evaluated using two different models. MIC values were 

estimated depending on the inhibitory acid forms, for each compound. The undissociated form 

of short or medium-chain carboxylic acids is responsible for B. weihenstephanensis KBAB4 

growth inhibition (i.e. HAce, HLac, HPro, HPLac, and HCap). These results are in agreement 

with the literature (Lambert & Stratford, 1999; Presser et al., 1997) and confirm that their 

inhibitory action would increase with decreasing pH depending on their dissociation constant 

pKa. Indeed, decreasing pH would imply a higher proportion of the undissociated acid form in 

the environment which will easily diffuse across the cell membrane and then dissociate inside 

the cell causing a decrease in the intracellular pH and preventing bacterial growth (Theron & 

Lues, 2011). However, the results show that for long-chain fatty acids such as lauric acid, the 

forms responsible for the inhibitory effect are both the undissociated and the dissociated forms 

of the acid, i.e., the total form (Fig15.2). These results mean that lauric acid could be an efficient 

antimicrobial agent whatever the pH of the environment. In this trial, at pH 6.0 and 5.5, the 

concentration of undissociated lauric acid is 1.5 or 5 times smaller respectively than the 

dissociated concentration. Most studies do not separate the specific inhibitory effect of 

dissociated and undissociated forms of lauric acid or other fatty acid derivatives on a 

microorganism (Mbandi et al., 2004; Nobmann et al., 2009). As an exception, a few studies 

have demonstrated that sorbic, benzoic acid, p-coumaric and ferulic acid also show an 

inhibitory efficacy of the dissociated form (Eklund, 1983, 1985; Pernin et al., 2019). The cell 

membrane is poorly permeable to dissociated acid, which is therefore transported by a 

membrane carrier (Kashket, 1987; Narendranath et al., 2001). Sofos et al. (1986) proposed that 

inhibition of bacterial growth by dissociated sorbic acid may result from the alteration of cell 

membranes, inhibition of transport systems and key enzymes, or the creation of a proton flux 

into the cell. Moreover, concerning monolaurin, as monoglycerides are pH-independent, they 

do not dissociate and are equally soluble in the tested pH range. The growth rate of B. 

weihenstephanensis KBAB4 decreases when the concentration of total monolaurin increases at 

pH 5.5 (µmax = 0.055 for 0.015 mM of monolaurin) but at pH 6.0 growth rates are stable (µ̅max 

~ 0.255 h-1) for concentrations of total monolaurin ranging from 0.02 to 0.07 mM, indicating 

that the antibacterial effect of monolaurin is stronger at pH 5.5 than at pH 6.0. This feature, 

confirmed by Wang & Johnson (1992), is important for choosing environmental conditions for 

the application of monolaurin as an antimicrobial agent. Wang et al. (2020) showed that 
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monoglycerides killed gram-positive bacteria by disintegration of the cell membrane leading to 

a leakage of cellular components.  

Two models were then used to fit the growth rates of B. weihenstephanensis KBAB4 to the 

inhibitory form of the acids and they gave different adjustment performances depending on the 

acid chain length (Table 3). Undissociated weak organic acids (HAce, HLac, and HPro) are 

better fitted with the Luong model, while long carbon chain acids (HPLac, HCap, and Lau) 

have a better adjustment with the Lambert and Pearson model on growth rate inhibition of 

B. weihenstephanensis KBAB4 (Fig16). Thus, the MIC of undissociated acetic, lactic, and 

propionic acids were estimated with the model of Luong and are equal to 5.17, 2.50, and 4.52 

mM respectively. In the literature, Biesta-Peters et al. (2010) also used the Luong model to 

describe the effect of undissociated acid on the maximum specific growth rate of B. cereus 

F4810/72 and obtained similar values for those three acids (MIC = 7.46, 2.58, and 4.59 for 

acetic, lactic and propionic acid respectively). Higher antibacterial activities of acetic and 

propionic acids would be expected, as reported in the literature, compared to lactic acid (Antone 

et al., 2023; Tirloni et al., 2021), because of their higher pKa value (4.76 and 4.75 vs 3.86 for 

lactic acid). Indeed, although the concentration of undissociated acid at pH 6.0 and pH 5.5 are 

about 7.5 and 6.8 times lower than concentrations of acetic and propionic acid, it has a greater 

inhibitory activity. The pKa of these three organic acids seem not to be the only factor 

responsible for their inhibiting effect on B. weihenstephanensis KBAB4, because this effect 

does not follow the same order as their pKa values. The difference could be due to the presence 

of the alcohol group in the molecular structure of lactic acid, which can affect biological 

processes. We can hypothesize that an undissociated form of lactic acid penetrating through the 

cell membrane is not the only mechanism responsible for the growth inhibition of 

B. weihenstephanensis KBAB4. The antimicrobial effect of lactic acid could also be caused by 

the leakage of intracellular K+ and damage to membrane permeability and integrity (Wang et 

al., 2014) as well as the inhibition of phosphorus transport or the disturbance of ribosome 

functions leading to cell death in the B. cereus strain, as related in Ning et al. (2021). However, 

lactic acid has a higher MIC value than phenyllactic acid on B. weihenstephanensis KBAB4 

(MICHPLac = 0.036 mM). The MIC value obtained for phenyllactic acid is similar to that against 

other pathogens such as B. cereus or E. coli in previous studies (Ning et al., 2017, 2021). Thus, 

the addition of a phenyl group on a carboxylic chain leads to a greater antibacterial activity. 

The lowest MIC values estimated, against B. weihenstephanensis KBAB4, are obtained with 

undissociated caprylic and total lauric acid, both fatty acids (MICHCap = 0.07 mM and MICLau 
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= 0.11 mM with the Lambert and Pearson model). The MIC value of lauric acid is similar to 

literature values (Ababouch et al., 1994; Chaibi et al., 1996; Zhang et al., 2009) but the MIC 

value of caprylic acid is about 5 to 50 times higher in previous studies against the B. cereus 

strain (Batovska et al., 2009; Hsiao & Siebert, 1999). This is probably due to the MIC 

assessment method used in these publications, which are less accurate than modelling and to 

the fact that the active form and pH are not specified, making comparison difficult. Moreover, 

in the literature, monoglycerides have greater activity against microorganisms compared to their 

corresponding fatty acids (Nobmann et al., 2009; Schlievert & Peterson, 2012), but in our study 

lauric acid has a lower MIC than monolaurin against B. weihenstephanensis KBAB4 (MICML= 

0.54 mM). This difference is due to the poor fit of the model with monolaurin data.  

These two models allowed us not only to estimate the MIC value for each acid but also a 

second parameter, to define their inhibitory efficacy. The second parameter is the curve shape 

parameter α for the Luong model or the NIC value for the Lambert and Pearson model. These 

parameters are also important factors in selecting an effective antimicrobial compound because 

they consider the shape of the inactivation curve. Indeed, a bacterial strain can produce different 

shapes of inhibition curve, as seen in Fig 17, indicating more pronounced heterogeneity of 

growth rate response according to the intensity of the stress. By estimating α, the Luong model 

distinguishes the inhibitor sensitivity to low, constant or high concentrations resulting in convex 

(Fig16C), linear (Fig16A, B) or concave inhibition curves. The Lambert and Pearson model 

can describe a more or less pronounced sigmoidal shape (Fig16D, E, F, G) that may reflect the 

strain’s non-sensitivity to variation of low concentrations, above a threshold concentration of 

inhibitor. Thus, the two models can highlight different mechanisms of action of an antibacterial 

compound within its environment considering more than just the MIC value. For example, in 

our study, propionic acid has a high MIC but is highly effective at the lowest concentrations 

tested for inhibiting B. weihenstephanensis KBAB4 growth. However, depending on the 

correlation or non-correlation between the MIC value and the second estimated parameter, 

effective acids were defined for both models: (i) an acid with a low MIC value only, such as 

HLac, HPLac, HCap, Lau, and ML for the Luong model and (ii) an acid with low MIC and NIC 

values such as HPLac, HCap, Lau and ML for the Lambert and Pearson model (Fig17). Figure 

17 also highlights that compounds with longer chain length displayed a stronger effect on 

growth inhibition than the short chain compounds. This effect is largely influenced by the 

lipophilic character of the compound, defined by the octanol-water partition coefficient (log P). 

Indeed, increasing the number of carbons on the carbon chain induces a more hydrophobic 
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compound (Table 2), which leads to a stronger tendency to accumulate in the lipid membrane 

(Stratford & Eklund, 2003). The fact that the most lipophilic compounds (phenyllactic, caprylic 

and lauric acids) displayed lower MIC values indicates that their inhibitory activity can be 

influenced by both their acidity and their lipophilic character (van Melis et al., 2012) suggesting 

an additional inhibitory role as a membrane active compound (Stratford & Anslow, 1998).  

Further experiments should be conduct on different strains of the group B. cereus to assess 

sensitivity variability to organic acids, to confirm the relationship between the inhibitory 

efficiency of an acid and its physicochemical properties. Park et al. (2021) already showed that 

there was no difference significant in the MIC values of acetic acid against seven isolates of 

psychrotolerant B. cereus group strains. Additionally, when these acids are integrated into food 

products, the complexity of the environment, such as structure, multiphasic systems, 

interactions with other components, may influenced their effectiveness (Weiss et al., 2015). 

6. Conclusion 

The inhibitory efficacy of six organic acids (acetic, lactic, propionic, phenyllactic, caprylic 

and lauric acid) and monolaurin against the growth of B. weihenstephanensis KBAB4 was 

assessed in a liquid medium, using predictive models. This study shows that the predictive 

models used help explaining the mode of action of the acid in its environment thanks to the 

MIC value but also by the curve shape parameter α and NIC value estimation. Those two 

parameters are important and not necessarily correlated with the MIC.  

On one hand, the active form of a compound is associated with its carbon chain length, with 

short and medium chain monocarboxylic acids inhibiting bacterial growth through their 

undissociated form. These acids are strongly influenced by the pH of the environment and their 

pKa to exhibit antimicrobial effects. On the other hand, lauric acid and monolaurin are not 

affected by pH since their total form is responsible for the inhibition, in the tested conditions. 

Furthermore, increasing the number of carbons in the molecular structure or incorporating an 

aromatic group reduces the MIC values of the molecule and thus increases its antibacterial 

efficiency, emphasizing the role of the chemical structure and the lipophilicity. The 

physicochemical parameters of a compound (chemical structure, constant dissociation, 

lipophilicity) and the environmental pH are important factors in selecting an efficient 

antimicrobial agent, along with the choice of a suitable model for predicting its behavior in 

inhibiting microorganism growth. 
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Dans le chapitre précédent (Chapitre 2), les propriétés inhibitrices de composés inhibiteurs 

sélectionnés ont été caractérisés, par modélisation, envers la croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 dans un milieu nutritif liquide et mises en relation avec leur 

caractéristiques physico-chimiques (structure, pKa, log P). L’efficacité inhibitrice des acides 

acétique, lactique, propionique, phényllactique, et caprylique est largement influencée par le 

pH de l’environnement et leur pKa. Leurs propriétés antimicrobiennes sont dépendantes de leur 

forme indissociée, contrairement à l’acide laurique et à la monolaurine pour lesquels la forme 

totale de l’acide est responsable de l’inhibition de la croissance bactérienne. La structure 

chimique et la lipophilicité (log P) des acides jouent également un rôle important dans les 

propriétés inhibitrices des acides : une augmentation du nombre de carbone sur la chaîne 

carbonée ou l’ajout d’un groupement fonctionnel entraînent une diminution du coefficient de 

partage (log P) de la molécule et est lié à la détermination d’une CMI plus faible pour ces acides. 

Les caractéristiques physico-chimiques de composés inhibiteurs impactent donc leurs 

propriétés inhibitrices dans un milieu nutritif simple, mais qu’en est-il au sein d’un milieu 

biphasique, tel qu’une émulsion Huile dans Eau ? La présence d’une phase grasse dispersée 

sous forme de gouttelettes au sein du bouillon nutritif influence-t-elle le comportement et 

l’activité inhibitrice de ces acides aux caractéristiques physico-chimiques différentes ? 

Le chapitre 3 a donc pour objectif de comparer l’inhibition de croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 au sein d’un milieu nutritif simple et d’un milieu biphasique 

modèle, une émulsion H/E, à pH 6,0 et pH 5,5, par quatre acides organiques présentant des 

propriétés physico-chimiques variées (structure, pKa, log P). Ces quatre acides organiques sont 

l’acide acétique, l’acide lactique, l’acide caprylique et l’acide laurique. La dynamique de 

croissance de B. weihenstephanensis au sein des bouillon nutritifs et des émulsions H/E 

modèles en présence de concentrations en acides a été déterminée par énumération sur milieu 

BHA ainsi que par cytométrie en flux afin d’évaluer la viabilité cellulaire de la souche 

directement au sein du système biphasique.  

Ce chapitre est présenté sous forme d’un article scientifique qui a été soumis pour 

publication dans Applied and Environmental Microbiology.  

L’élaboration d’une émulsion H/E stable et utilisée en tant que système modèle de matrices 

alimentaires, a nécessité une justification de sa formulation et la vérification de l’effet des 

différents composants du système (phase aqueuse, phase grasse, émulsifiants) sur la croissance 

de B. weihenstephanensis KBAB4 et sur les activités inhibitrices des composés sélectionnés. 

Ces travaux sont présentés dans une partie « Focus » à la suite du chapitre.  
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Highlights:  

 

• Bacterial growth in O/W emulsion coincides with loss of culturability on BHA medium.  

• The loss of culturability is followed by a sudden rise in CFU on BHA medium. 

• Intact membrane vegetative cells are in the majority in an oil-in-water emulsion  

• Adding anti-ROS agents restores strain ability to recover on BHA. 

• Decreasing pH increases lag time in nutrient broth and inactivation time in emulsion. 
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1. Abstract 

Organic acids have long been used to limit microbial growth and preserve food products 

from spoilage and pathogens. However, the food complexity can affect the efficiency of 

preservatives in inhibiting bacterial growth. The inhibitory activity of acetic, lactic, caprylic 

and lauric acid in nutrient broth and in a model food system, i.e. an oil-in-water (O/W) emulsion 

at two pH levels, were compared using the plate count method. The fate of B. 

weihenstephanensis KBAB4 cells incubated in O/W emulsions revealed a loss of culturability 

on BHA medium, occurring at different times according to the tested conditions. Cell viability 

was assessed through flow cytometry measurements which confirmed that a large majority of 

cells possessed an intact membrane when incubated in O/W emulsion, despite only 3% being 

able to recover on BHA. Decreasing the pH of the emulsions delayed the time at which cells 

lost their culturability as well as the time at which it was restored. Moreover, using lactic acid 

in the emulsions led to strain recovery on BHA, whereas using acetic acid seemed to increase 

the physiological state heterogeneity (time scattering), and using lauric acid seemed to decrease 

the proportion of non-culturable cells. The culturability of B. weihenstephanensis KBAB4 cells 

incubated in an O/W emulsion without acid has been restored using other recovery media, 

highlighting ROS involvement and limited strain catalase activity in the recovery ability. 

Importance  

When comparing growth inhibition of organic acids in nutrient broth and a model food 

matrix, an O/W emulsion led to unexpected kinetics in the emulsified system characterized by 

a decrease followed by a sudden rise in cell concentration enumerated on BHA. The cell 

viability was monitored by flow cytometry in the emulsion, highlighting the loss of culturability 

of the strain on BHA. A model was suggested describing i) the maximum proportion of cells 

that are unable to grow on BHA, ii) the time at which loss of culturability occurred and its 

dispersion and iii) the time at which strain culturability was restored. The major insights of this 

study lie in the understanding and simulation of this loss of culturability due to cell exposure to 

complex matrices and the use of BHA medium for cell enumeration.  
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2. Introduction 

Organic acids including fatty acids are commonly employed as antimicrobials to guarantee 

the safety of food items (1, 2). Naturally occurring or naturally produced compounds in food 

have gained popularity in the food industry, as they meet consumer expectations for more 

transparency and naturalness in their daily food (3, 4). While the inhibitory effects of organic 

acids against various foodborne pathogens have been well-established in liquid laboratory 

media (5–8), there is a growing demand to optimize their utilization in food and to assess their 

inhibitory potential in these complex environments. 

Foods are complex systems composed of different microenvironments with distinct 

physicochemical properties, such as oil-in-water emulsion (O/W emulsion). The chemical 

composition, structure, and storage conditions of food play a significant role in microbial 

growth and survival (9). The impact of the composition and structure of an O/W emulsion on 

bacterial growth has long been studied (10–12) and it is recognized that microbial growth occurs 

in the aqueous phase of an O/W emulsion in planktonic form (9). The intrinsic environment of 

an O/W emulsion is therefore important for a microorganism because it allows bacterial 

mobility but also transport of nutrients to the cell and diffusion of metabolites into the medium, 

which can all influence bacterial growth (13). Indeed, the physicochemical properties of 

inhibiting acids, and their interactions with components of the food matrix, can modify their 

distribution and thus their ability to inhibit microbial development in an oil-in-water emulsion 

(14, 15). Léonard-Akkari et al., (2018) showed that the efficiency of hexanoic acid in inhibiting 

bacterial germination and outgrowth decreases as the concentration of the oil phase increases. 

This decline is attributed to the lipophilic character of hexanoic acid. On the other hand, Kadri 

et al. (2017) found that the inhibitory efficiency of caprylic acid in oil-in-water emulsion, 

against four bacterial species, is determined by the concentration of surfactant rather than the 

oil droplet size. Few studies have been performed on organic acid activity in O/W emulsion 

against spore-forming bacteria such as Bacillus cereus group species, although they are 

necessary to better understand the impact of the physiochemical properties of acid on their 

antimicrobial activity in a complex matrix.  

The main objective of this study was to evaluate the inhibitory activity of acetic, lactic, 

caprylic, and lauric acids on B. weihenstephanensis KBAB4, reclassified as B. mycoides 

KBAB4 (18), in nutrient broth and a complex system, i.e. O/W emulsion, chosen to represent 

a model food matrix. These four acids were selected because they are characterized by a wide 

range of different physicochemical properties: chemical structure, dissociation constant, and 
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partition coefficient (log P). The fate of B. weihenstephanensis KBAB4 in nutrient broth or 

model O/W emulsion at 30°C was monitored using the plate count method for various acid 

additions and by flow cytometry.  

3. Materials and methods 

3.1. Bacterial strain and spore production 

B. weihenstephanensis KBAB4, reclassified as B. mycoides KBAB4 (18), (INRAE, 

Avignon, France) was isolated from forest soil. The strain (in the form of vegetative cells) was 

stored at -80 °C, as 1 mL aliquots in Brain Heart Infusion (BHI) broth (Condalab, Madrid, 

Spain) diluted in 20% glycerol (v/v). A 1 mL aliquot was inoculated in 100 mL BHI broth 

contained in 250 mL flasks and incubated for 8 h at 30°C, the optimal growth temperature of 

the strain. Flasks were shaken at 100 rpm. Then, 1 ml of this culture was diluted in 100 ml BHI 

broth and was incubated overnight. The final cell concentration of the second culture was 

approximately 1×108 CFU/ml.  

Sporulation of B. weihenstephanensis KBAB4 was performed in a two-step process. First, 

100 ml of BHI broth was inoculated with 0.1 ml of the overnight preculture of B. 

weihenstephanensis KBAB4 and incubated at 30°C. After 6h, cells were harvested by 

centrifugation at 6000 g for 15 min at 12°C and then resuspended in 100 ml of sporulation 

mineral buffer (SMB) as described in (43). Spores were collected in 5 ml of sterile distilled 

water and stored at 4°C. The final concentration of the spore suspension was approximately 

1×108 spores/ml and corresponded to the number of cells recovering on BHA at 30°C after a 

10-minute heat treatment at 80°C.  

3.2. Tested acids and solution preparation 

Two weak acids and two fatty acids were studied as antimicrobial compounds: acetic acid 

(99% pure), lactic acid (90% pure), caprylic acid (98% pure), and lauric acid (98% pure, all the 

acids were purchased from Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). The tested acids were 

chosen for their physicochemical properties: their hydrophobicity (logP), their ability to 

dissociate (pKa), and their carbon chain length (molar mass), as shown in Table 4. Stock 

solutions of 1 M acetic and lactic acids were prepared in distilled water. Caprylic acid was 

prepared in ethanol 70% to a final concentration of 1 M. The final ethanol concentration in the 

medium had no impact on bacterial growth. Lauric acid was mixed at 55°C in Tween 80 (0.1% 

p/v), then added to the nutrient broth to reach a final concentration of 0.075 mM.
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Table 4 : Physicochemical properties of acetic, lactic, caprylic and lauric acid and their concentrations in the medium. 

 

 

 

 

Name (CAS) 
Chemical 

formula  
Molecular structure logP pKa 

Molar mass 

(g/mol) 

Medium condition 

pH 
Total form 

(mM)  
Undissociated 

form (mM)  

Acetic acid 
(64-19-7) 

C
2
H

4
O

2
 

 

-0.21 4.76 60.05 
5.5 20 3.000 

6.0 60 3.000 

Lactic acid 
(79-33-4) 

C
3
H

6
O

3
 

 

-0.72 3.86 90.08 
5.5 80 1.800 

6.0 250 1.800 

Caprylic acid 
(124-07-2) 

C
8
H

16
O

2
 

 

3.05 4.89 144.21 
5.5 0.090 0.020 

6.0 0.250 0.020 

Lauric acid 
(143-07-7) 

C
12

H
24

O
2
 

 

4.20 5.30 200.32 
5.5 0.075 0.030 

6.0 0.075 0.012 
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3.3. Emulsion preparation 

The aqueous phase of the emulsion consisted of nutrient broth (Biokar Diagnostics, 

Beauvais, France) supplemented with 3% (w/v) Tween 80. Appropriate amounts of stock 

solutions of acetic, lactic, and caprylic acid, were added to the aqueous phase to obtain a final 

concentration of 3.000 mM, 1.800 mM, and 0.020 mM of undissociated acetic, lactic, and 

caprylic acid. The final concentration of lauric acid was equal to 0.075 mM of total acid. These 

concentrations of undissociated and total acids were selected in accordance with a previous 

study (44), because they are below the MIC value against B. weihenstephanensis KBAB4 so 

growth can be visualized but growth inhibition is caused in nutrient broth of about 40%. 

Aqueous phases were then adjusted to pH 5.5 or 6.0 using HCl or NaOH 1 M. The oil phase of 

the emulsion consisted of hexadecane (99% pure) supplemented with 3% (w/v) Span 80. The 

oil and aqueous phases were filtered through a 0.22 µm filter (Stericup, Millipore). Then, 50 

ml of the aqueous phase was mixed with 50 ml of the oil phase using a 19 mm diameter 

sonication probe for 1 min at 60% amplitude with a Branson 450W-20kHz digital sonifier. A 

temperature probe and an ice bath were added to control temperature variation in the medium 

during sonication. The temperature was recorded below 40°C for each sample.  

3.4. Particle size determination and stability  

The emulsion particle size distributions were measured by laser granulometry with a 

Malvern MS3000, in 0.1% SDS dispersant at 2000 rpm. The mean volume diameters and the 

particle size dispersions were monitored for 24 h after emulsion preparation with storage at 

30°C which was the temperature used for the microbial assay. The optical parameters selected 

were: oil globule absorbance of 0.01, dispersed phase refractive index of 1.53, dispersant liquid 

refractive index of 1.33 and laser obscuration between 5% and 15%. 

The emulsion stability (flocculation, creaming, clarification) was monitored by multiple 

light scattering with a Turbiscan (Formulaction, France). The destabilization phenomena were 

monitored for 10 days at 30 °C, without bacteria. Particle size and stability measurements were 

performed in triplicate for the oil-in-water emulsion without inhibitors at pH 6.0 and 5.5 and 

oil-in-water emulsions with acids at pH 6.0.  
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3.5. Enumeration of viable cells in nutrient broth and emulsion medium with plate 

counting  

To study the growth of B. weihenstephanensis KBAB4 in O/W model emulsions and their 

corresponding nutrient broth at pH 6.0 and 5.5, media were inoculated with a heat-treated (10 

min/80°C) suspension of spores to reach a final concentration of 105 CFU/ml in 100 ml nutrient 

broth or emulsion. The same concentrations of acids were present in the oil-in-water emulsions 

and the nutrient broth (Table 4). Erlens were incubated at 30°C with 110 rpm stirring for a 

maximum of 35 h. Viable cells were enumerated at regular intervals by collecting 150 µl of 

nutrient broth or 300 µl of emulsion (ratio 50/50) in 1350 µl of 9 g/L saline water and then 

serially diluted and plated using a spiral plater (easySpiral Dilute, Interscience, France) on BHI 

agar plates (Condalab, Madrid, Spain). Colony forming units were enumerated after 24 h of 

incubation at 30°C and log(CFU/ml) values were calculated. Experiments were performed in 

duplicate for each condition.  

3.6. Flow cytometry measurements  

To study the viability of vegetative cells of B. weihenstephanensis KBAB4 grown in oil-in-

water emulsion, flow cytometry analysis was carried out using the Live/Dead BacLight 

Bacterial Viability Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). SYTO9 and Propidium 

Iodide (PI) are nucleic acid dyes, SYTO9 stains all cells green and PI penetrates the non-intact 

cell membrane and stains them red. Double staining was used to identify and quantify the 

percentage of the different subpopulations within the sampled cell population: in green, cells 

presenting an intact membrane, in red, the permeable membrane cells and a transient state with 

green and red characteristics, assumed to be “damaged cells”. To prepare flow cytometry 

samples, 200 µl of oil-in-water emulsion were added to 900 µl of demineralized water 

(sterilized by filtration on 0.22 µm, Stericup, Millipore) and immediately stained with 1.500 

µM of SYTO9 and 20.00 µM of PI. Measurements were then performed using a flow cytometer 

(Cyflow space, Sysmex Europe Gmbh, Norderstedt, Germany) equipped with a 488 nm 

excitation laser and four detectors: FSC, SSC (detecting light emission at 488 nm) and two 

fluorescence light detectors. Green fluorescence is detected by a 536/40 nm filter (FL1) and red 

fluorescence by a 610 nm high-pass filter (FL2). The trigger was set for the SSC and events 

were absolutely enumerated in 0.2 mL as the instrument allows. Compensation was applied in 

order to correct fluorescence spillover, based on the median fluorescence value of the negative 

population. For this, dead cells were prepared by heat inactivation at 80°C for 10 min, as a 

negative control.  
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Experiments were repeated three times and analysed using Flow Max software (Cyflow 

Space, Sysmex Europe Gmbh, Norderstedt, Germany). The subpopulations of cells with intact, 

damaged or permeable membranes were identified and gated on dot plots of FL1 versus FL2 

and quantified by counting the number of events inside the corresponding gate (Figure 18).  

 
Figure 18 : Flow cytometry dot plots of a control oil-in-water emulsion previously inoculated with 

dead and viable cells of B. weihenstephanensis KBAB4. Populations with a permeable membrane 

appeared in quadrant A and intact membrane cells appeared in quadrant C, damaged double-stained 

cells appeared in quadrant B. 

3.7. Effect of the recovery medium on culturability of B. weihenstephanensis 

KBAB4 incubated in emulsion 

Three media were used to investigate the recovery ability of B. weihenstephanensis KBAB4 

following its exposure to a model emulsion without acid. First, an agar medium was developed 

from the liquid O/W emulsion. This medium consisted of mixing 80 ml of sterile oil-in-water 

model emulsion pre-heated to 55°C with 20 ml of autoclaved agar solution to obtain a final 

concentration of 15 g/L. Then, 1 ml of 0.05% filter sterilized solution of 2,3,5-triphenyl 

tetrazolium chloride (TTC) was plated on Petri dishes before adding the agar-emulsion mixture 

and carefully mixing. TTC was used to facilitate the visualization of colonies by dyeing them 

red. Then, two modified BHI agars were used to study the recovery. These media were 

supplemented by ROS scavengers, either with catalase or dimethylthiourea (DMTU). Solutions 

of catalase and DMTU (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) were sterilized by 

filtration and overlayed (100 µl) onto BHI agar plates, to reach a final concentration of 2000 

units/ml and 25 mM respectively. The fate of B. weihenstephanensis KBAB4 in O/W model 

emulsion without acid was determined in triplicate using these three media.  
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3.8. Model development 

A model was developed to describe the loss of culturability on BHA during the growth in 

oil-in-water emulsions. This model can be divided into two modules. First, the growth of 

vegetative cells (Ytot) was described by Rosso’s model (45) (equation 17) thanks to growth 

parameters estimated in corresponding nutrient broth or in oil-in-water emulsion recovered in 

supplemented media (see results section).  

Y𝑡𝑜𝑡 = ln[𝑁(𝑡𝑖)] = {

ln(𝑁0), 𝑡𝑖 <  𝜆

ln (
𝑁𝑚𝑎𝑥

1+(
𝑁𝑚𝑎𝑥
𝑁0

)∗𝑒−µ𝑚𝑎𝑥∗(𝑡𝑖−𝜆)
) , 𝑡𝑖 ≥  𝜆 

 (17) 

with 𝑁(𝑡𝑖) the bacterial concentration at time ti (CFU/ml), 𝑁0 the initial cell concentration 

(CFU/ml), 𝑁𝑚𝑎𝑥 the maximum cell concentration (CFU/ml), 𝜆 the lag period (h), and µ𝑚𝑎𝑥 the 

maximum specific growth rate (h-1).  

To assess the population of assumed viable cells over time (Yviable), the total vegetative cells 

(Ytot) was considered as the sum of two subpopulations: viable cells (Yviable) and inactivated cells 

(Yinactivated), which are not culturable-then-growing cells on BHA, as shown in equation (18):  

𝑌𝑡𝑜𝑡 = 𝑌𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 + 𝑌𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑎𝑡𝑒𝑑 (18) 

The subpopulation of Yinactivated cells was defined as the proportion of cells that are inactivated 

and assumed to represent the probability of the cells being inactivated when growing on BHA 

at a given time, meaning the cells that are viable but not culturable on BHA. This probability 

follows a normal distribution described by three parameters: i) the maximum proportion of 

vegetative cells that can be inactivated (Pmax), ii) the time (tina) at which this maximum 

proportion is reached and iii) the probability scattering (σ) corresponding to the speed of 

appearance of the inactivated cells over time (Figure 19). Another parameter was defined as 

trec, which corresponds to the time at which the inactivated cell population regains its 

culturability on BHA. No scattering was needed on trec.  
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Figure 19 : Theoretical modelling diagram of the impact of viability loss on BHA used for bacterial 

enumeration due to an exposure to O/W emulsion where growth occurs. The black dotted line 

represents the supposed kinetics in O/W emulsion (total cells, characterized by 4 parameters of the 

growth model). The red line is the probability density over time when the cells lose their ability to 

grow on BHA used for enumeration. The time trec, in green, corresponds to the time at which the 

proportion of inactivated cells can fully recover on BHA. This inactivation time is characterized by the 

maximum proportion of cells losing their ability to grow on BHA (Pmax), the mean time (tina) and the 

dispersion within the population (σ). The black continuous line represents the evolution of the 

population of viable cells (log(CFU/ml)) enumerated on BHA in O/W emulsion. 

3.9. Statistical analysis  

The growth parameters, i.e. the lag phase (λ) and the maximum specific growth rate (μmax), 

were estimated using Rosso’s model by minimizing the sum of squared errors (SSE; lsqcurvefit 

function, MatlabR2020a, MathWorks, Natick, MA, USA). The 95% confidence intervals were 

assessed using the nlparci function (nlparci function, Matlab2020a, MathWorks, Natick, MA, 

USA). Finally, the goodness of the fit of the model was evaluated by the root mean square error 

(RMSE), determined using equation 19.  

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
𝐸𝑆𝑆

𝑛−𝑝 
  (19) 

with ESS the sum of squared errors, n the number of experimental data and p the number of 

parameters of the model. The smaller the RMSE was, the better the model was fitted on the 

data. 
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One-way analysis of variance (ANOVA) was performed with the F-statistic test to compare 

particle size dispersion or bacterial concentration (log(CFU/ml)) obtained on the different 

recovery media over time and also to compare estimated growth parameters (µmax and λ) of B. 

weihenstephanensis KBAB4 on those media. ANOVA was performed using Matlab software 

(anova1 function, Matlab2020a, MathWorks, Natick, MA, USA) with a p-value equal to 0.05. 
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4. Results  

4.1. Particle size determination and stability  

The model O/W emulsion at pH 6.0 was characterized in terms of oil droplet size by laser 

granulometry. Measurements showed that the O/W emulsion without an inhibitor, or with 

acetic, caprylic and lauric acid added at pH 6.0, presented a monomodal distribution of oil 

droplets with a diameter equal to 0.717 ± 0.070 µm, 0.626 ± 0.013 µm, 0.727 ± 0.038 µm and 

0.634 ± 0.010 µm respectively. However, the oil droplet diameter of the O/W emulsion with 

lactic acid is significantly different from the other four and equal to 1.194 ± 0.238 µm, reflecting 

a different emulsion structure. The emulsion stability measurements conducted with a 

Turbiscan confirmed this observation. The Turbiscan Stability Index (TSI) was used to compare 

O/W emulsions after 24h of storage at 30°C. The emulsions (without acid or with acetic, 

caprylic and lauric acid) did not exhibit any creaming or sedimentation after 24h (TSI < 0.5) 

except for the emulsion containing lactic acid. The TSI value of this latter emulsion was found 

to be 0.53 ± 0.40, indicating the occurrence of a destabilization phenomenon.  

4.2. Growth kinetics of B. weihenstephanensis KBAB4 in nutrient broth and in 

O/W emulsion, with organic acids 

To investigate the inhibition of B. weihenstephanensis KBAB4 by organic acids in an O/W 

emulsion, the experimental cell fates in O/W emulsion at pH 6.0 and pH 5.5 were compared to 

the cell fates in nutrient broth in the same conditions (Figure 20). The conditions tested are 

without weak or fatty acid (Fig 20A), and in presence of a specific concentration of 

undissociated acetic acid (HAce = 3.000 mM – Fig 20B), undissociated lactic acid (HLac = 

1.800 mM – Fig 3C), undissociated caprylic acid (HCap = 0.020 mM – Fig 20D) and total lauric 

acid (Lau = 0.075 mM – Fig 20E). The strain growth parameters were estimated in nutrient 

broth for each condition (Table 5). RMSE values indicated a good fitting property of the model 

to the experimental data. The addition of organic acids to the nutrient broth significantly 

decreases the µmax at both pH levels. µmax estimated in nutrient broth with undissociated acetic, 

undissociated caprylic and total lauric acid are similar at both pH values. Lactic acid appeared 

to be more effective at pH 5.5 than at pH 6.0 in nutrient broth, as the µmax of B. 

weihenstephanensis KBAB4 with 1.800 mM of lactic acid was equal to 0.46 h-1 and 0.74 h-1 

respectively. Moreover, decreasing the pH increased the strain lag time (λ) for each tested 

condition.  
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However, the kinetics in O/W emulsion shown a drop in log(CFU/ml) over time, followed 

by a sudden return to higher concentration, close to 8 log(CFU/ml) at the end of the kinetics 

(Fig 20A). This pattern made it difficult to estimate reliable parameters. This phenomenon was 

observed during the exposure to O/W emulsions and with the use of BHA as enumeration 

media, at both pH levels but at different times during the kinetics and different intensity, 

according to the acid used. For example, the decrease appeared at 6h in the O/W emulsion 

without an inhibitor at pH 6.0 but it appeared at 10 h at pH 5.5. Only the emulsion with added 

lactic acid did not show any drop in concentration in log(CFU/ml) over time on BHA (Fig 20C). 

Thus, the O/W emulsions studied here have an impact on the fate of B. weihenstephanensis 

KBAB4, resulting in its inactivation over time on BHA medium.  

Table 5 : Growth parameters of B. weihenstephanensis KBAB4 estimated in nutrient broth for each 

tested condition and their standard deviations. 

pH  
Growth 

parameters 
Without 

acid 

[HAce] 

= 3.00 

mM  

[HLac] 

= 1.80 

mM  

[HCap] 

= 0.02 

mM  

[Lau] = 

0.075 

mM 
RMSE 

6.0  

µ
max

 (h
-1

)  
1.59 ± 

0.29 
0.68 ± 

0.07 
0.74 ± 

0.10 
0.69 ± 

0.07 
0.57 ± 

0.04 

0.430 

λ (h)  
3.89 ± 

1.04 
11.27 ± 

0.52 
6.49 ± 

0.59 
4.28 ± 

0.56 
9.61 ± 

0.43 

5.5  

µ
max

 (h
-1

)  
1.32 ± 

0.14 
0.60 ± 

0.06 
0.46 ± 

0.05 
0.63 ± 

0.05 
0.57 ± 

0.09 

0.382 

λ (h)  
8.75 ± 

0.34  
19.04 ± 

0.55 
12.87 ± 

0.98 
9.15 ± 

0.48 
18.81 ± 

0.67 
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Figure 20 : Experimental growth kinetics of B. weihenstephanensis KBAB4, monitored by enumeration on BHA during their exposure to oil-and-water 

emulsion (circle), and in nutrient broth (triangle) without acid (A) or in presence of acetic (B), lactic (C), caprylic (D) or lauric (E) acid at pH 6.0 (black) or 

pH 5.5 (grey). Symbols with error bars represent the data average value and respective standard deviation due to replicates. The red arrows point to the drop 

in cell concentration in optimal conditions (without acid). 
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4.3. Viability assessment of B. weihenstephanensis KBAB4 cells during growth by 

flow cytometry 

To further assess the physiological state of B. weihenstephanensis KBAB4 cells, cell 

viability was measured by flow cytometry during exposure to an O/W emulsion without an 

inhibitor at pH 6.0. SYTO9/PI were used for the staining procedure (see Materials and Methods 

section). Figure 21A shows the evolution of the cell population in O/W emulsion without acid 

at pH 6.0 quantified by flow cytometry and also enumerated on BHA. The appearance of a 

population of vegetative cells was shown by flow cytometry (FSC/FL1) to occur from 5h of 

incubation in the emulsion and increased steadily up to 10h. Before 5h, the concentration of 

vegetative cells in the emulsion was difficult to detect because of the oil droplet background, 

preventing cell population detection below 4 log. The concentration of cells quantified by flow 

cytometry is 1.5 log, 1.8 log and 0.9 log higher than the concentration enumerated on BHA at 

7h, 8h and 9h respectively, indicating that about 3%, 1.4% and 13% of the total cells present in 

the emulsion are able to recover on BHA. Figure 21B represents the percentage of intact, 

damaged and permeable membrane cells (FL1/FL2) among the population of 

B. weihenstephanensis KBAB4 cells between 5h and 24h in O/W emulsion without acid at pH 

6.0. A large majority of the population possessed an intact membrane during the decrease in 

log(CFU/ml) on BHA (between 7h and 9h). The percentage of cells with a damaged or 

permeable membrane increased after 10h of growth in O/W emulsion. These observations 

confirmed that cells of B. weihenstephanensis KBAB4 are viable and growing in O/W emulsion 

at pH 6.0, thus the decrease observed in log(CFU/ml) is a decrease in cell culturability on BHA 

plates. 
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Figure 21 : Intact membrane cell population evolutions of B. weihenstephanensis KBAB4 in oil-in-water emulsion (A), quantified by flow cytometry (■) and 

enumerated on BHA (◆). (B) Proportion of intact (■), damaged (■), and permeable (■) membrane cells in oil-in-water emulsion between 5 and 10h of 

incubation at 30°C. 
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4.4. Effect of the recovery medium on culturability of B. weihenstephanensis 

KBAB4 cells in emulsion  

Cells exposed to O/W emulsion at pH 6.0 without acid were plated on a medium with an 

identical composition to the O/W emulsion but supplemented with 15 g/L of agar and TTC (30 

mg/ml). Cells were also plated onto BHI agar containing catalase or DMTU. Figure 22 shows 

the culturable cell concentration in log(CFU/ml) during their exposure to O/W emulsion at pH 

6.0 on BHA, BHA supplemented with catalase or DMTU and O/W emulsion agar medium. It 

was observed that the culturability of B. weihenstephanensis KBAB4 during exposure to O/W 

emulsion is enhanced on the modified media compared to BHA. Indeed, log(CFU/ml) between 

7h and 9h of incubation in emulsion is significantly lower when cells are cultivated on BHA. 

Thus, the use of a solid O/W emulsion as a recovery medium as well as the use of H2O2-

degrading agents on BHA enabled the strain to fully regain its ability to recover.  

The growth parameters of B. weihenstephanensis KBAB4 in O/W emulsion at pH 6.0 free 

from organic acid were estimated from the kinetics of log(CFU/ml) over time obtained on each 

recovery medium. The µmax and λ estimated for each recovery media (BHA+catalase, 

BHA+DMTU and O/W emulsion agar) were not significantly different (data not shown). The 

growth rate of B. weihenstephanensis KBAB4 in O/W emulsion at pH 6.0, without inhibitor, 

was 1.46 ± 0.11 h-1 and the lag time was equal to 3.85 ± 0.57 h. No difference was observed 

between growth parameters in nutrient broth and in O/W emulsion at pH 6.0 without acid. 
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Figure 22 : Recovery of B. weihenstephanensis KBAB4 during their incubation in oil-in-water 

emulsion at pH 6.0. Colonies were enumerated on BHA (black), BHA supplemented with catalase 

(light grey), BHA supplemented with thiourea (dark grey) and O/W emulsion agar medium (hatched 

grey). Error bars correspond to standard deviations between replicates. Asterisks represents a 

significant difference between the concentrations (log(CFU/ml)) (p value = 0.05), NS means non-

significant difference. 
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4.5. Simulating the temporary loss of culturability of B. weihenstephanensis 

KBAB4 on BHA 

As previously shown, growth of B. weihenstephanensis KBAB4 cells did occur in O/W 

emulsion without acid at pH 6.0 and growth parameters were estimated for this condition. The 

evolution of culturable cells on BHA was then described by a model derived from the logistic 

Rosso model, in order to compare cell inactivation parameters of B. weihenstephanensis 

KBAB4 for all tested conditions in O/W emulsions (Figure 23). Four parameters (Pmax, tina, σ 

and trec) were used to describe and compare the evolution of the viable cell population in O/W 

emulsion with or without acid and enumerated on BHA. To simulate the evolution of the viable 

cell population (Yviable), it was necessary to estimate the growth of the total vegetative cell 

population (Ytot) previously and to define growth parameters (N0, Nmax, µmax and λ) (see equation 

18). To do so, we tested several hypotheses and then assumed that i) growth parameters (µmax 

and λ) of the strain are similar in nutrient broth and in O/W emulsion without acid, as shown 

previously; ii) growth kinetics in O/W emulsions containing weak acids (acetic and lactic acid) 

follow the same kinetics (same parameters) as in nutrient broth with the same acid 

concentrations and the same pH levels, and iii) growth kinetics in O/W emulsion containing 

fatty acids (caprylic and lauric acid) follow the same kinetics (same parameters) as in O/W 

emulsion without acid.  

As showed in Figure 23, the evolution of viable cells on BHA can be described considering 

the assumption on the growth parameters, obtained in nutrient broth, except for emulsions with 

lactic acid. In this condition, cells were able to recover on the medium so there is no appearance 

of inactivated cells (Pmax = 0) and the simulation of the viable cell population over time is 

therefore not reliable. Figure 23 also shows that lowering pH did not seem to have an impact 

on the proportion of inactivated cells in O/W emulsion, except with acetic acid (Pmax = 0.93 at 

pH 6.0 and Pmax = 0.82 at pH 5.5). Moreover, the presence of lauric acid seemed to decrease 

this proportion at both pH levels, compared to other conditions (Pmax = 0.67 and 0.62). However, 

decreasing pH delayed the time at which inactivation occurred (tina) and the time at which cells 

regained their recovery capacity (trec) for all tested conditions.  
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Figure 23 : Monitoring the viable cells on BHA (circles) of B. weihenstephanensis KBAB4 exposed to O/W emulsion at pH 6.0 (A) or pH 5.5 (B) with 5 

different conditions. The evolution over time of the theoretical viable cell population on BHA is fitted with a black line and the simulated growth kinetics in 

O/W emulsion are represented with a dotted line. Symbols with error bars represent the data average value and respective standard deviation due to 

replicates. The parameters correspond to the parameters described in Figure 19. 
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5. Discussion  

The main objective of this study was to evaluate and compare the inhibitory activity of two 

weak acids (acetic and lactic acid) and two fatty acids (caprylic and lauric acid) against 

B. weihenstephanensis KBAB4 in nutrient broth and an O/W emulsion. The results showed that 

adding 3.000 mM of undissociated acetic acid, 1.800 mM of undissociated lactic acid, 0.020 

mM of undissociated caprylic acid and 0.075 mM of total lauric acid to nutrient broth caused 

growth inhibition, by decreasing the growth rate and increasing the lag time of the strain 

compared to the conditions without acid at both pH levels (Table 5), as expected. It is known 

that weak or short chain fatty acids (C4-C8) in their undissociated form can easily diffuse across 

bacterial cell membranes, causing acidification of the cytoplasm and cell death (19). On the 

other hand, long chain fatty acids have a lipophilic character, resulting in a greater affinity for 

bacterial cell membranes and leading to cell damage such as disruption or disorganization (20, 

21).  

However, the comparison of acid inhibition in a more complex system, i.e. an O/W 

emulsion, was not reliable because of the sudden decrease in cell concentration enumerated on 

BHA over time (Figure 20). The fate of B. weihenstephanensis KBAB4 was thus impacted by 

the complex system and the presence of oil droplets, leading to a loss of culturability of cells 

on BHA for all tested conditions except in O/W emulsions with lactic acid where no drop in 

cell concentration was observed on BHA. A larger oil droplet size was the only difference 

observed concomitantly and could perhaps play a role in this phenomenon. 

This plate count method has therefore shown its limits for measuring bacterial growth and 

assessing bacterial inhibition in O/W emulsion. Flow cytometry offers an alternative method 

for determining the physiology of individual cells by providing data on cell survival and 

viability, directly within a complex matrix (22–24). In this study, cellular viability was assessed 

by using nucleic acid dyes and defined as an intact cell membrane: when the permeability 

barrier of the cell is lost, the presence of the PI dye in the cell is correlated with cell damage 

and cell death. The results showed that cell multiplication did occur in the O/W emulsion 

without acid over time, and membrane integrity was intact during the loss of culturability on 

BHA (Figure 21). The cells of B. weihenstephanensis KBAB4 have therefore entered a Viable 

But Non Culturable (VBNC) state on BHA following their exposure to the O/W emulsion. 

Bacteria in the VBNC state are no longer able to grow on a routine culture medium, but are still 

alive, maintaining their metabolic activities, gene expression capacities and integrated 
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cytoplasmic membranes (25). This phenomenon is adopted by a microorganism as a survival 

strategy in response to a stressful environment, but resuscitation can occur with appropriate 

environmental conditions (26, 27). Stressful environments inducing the VBNC state are varied 

and include nutrient starvation, incubation outside the growth temperature range, inappropriate 

osmotic concentrations, oxygen concentrations, etc. (27). Very few studies have been reported 

on the VBNC state of Bacillus cereus species (28–30). The presence of a subpopulation of 

metabolically viable cells in matrices, but with no ability to be cultured on media, represents a 

threat to public health and food safety (31). The determination of the conditions required to 

regain full strain culturability is thus valuable.  

Catalase and DMTU have long been studied in bacteria media for the recovery of stressed 

cells because they are effective and specific scavengers of H2O2 (32–34). Cells of B. 

weihenstephanensis KBAB4 totally regain their ability to recover on BHA supplemented with 

catalase and DMTU, after being exposed to O/W emulsion, underlining the potential impact of 

hydrogen peroxide on the culturability of stressed cells. Similar results were obtained for other 

microorganisms (30, 35, 36). Moreover, using a recovery medium with an identical composition 

to the O/W emulsion with added agar and free of ROS, also enabled the strain to fully recover, 

showing that cell culturability depends on their ability to neutralize ROS concentrations 

generated on BHA. This pattern should be verified by testing further culture media, used as a 

control to guarantee the health risk posed by the B. cereus group.  

Indeed, transferring VBNC cells directly to nutrient media will likely lead to their demise 

given that dormant cells attempting to resuscitate poorly withstand the oxidative stress imposed 

by nutrient media (37). However, the antioxidant defense system of B. cereus species is 

constituted by an elaborate network of enzymes including peroxide dismutase (SOD) and 

catalase (38). Several studies have indicated that despite VBNC cells continuing to maintain 

their membrane integrity, the cells exhibit a lower metabolic activity. Morawska et al. (2022) 

showed a decreased induction of H2O2 detoxifying enzymes in VBNC cells of B. subtilis 

compared to culturable cells. Similarly, Kong et al. (2004) demonstrated that Vibrio vulnificus 

cells in the VBNC state are nonculturable on laboratory media largely due to reduced catalase 

activity. This pattern prevents replication of these cells on media containing ROS.  

In our study, the loss of culturability of B. weihenstephanensis KBAB4 cells incubated in 

O/W emulsion was affected differently by the different organic acids. It occurred at an early 

growth phase, during the assumed lag time and before the exponential phase for the majority of 

the conditions (between 4 and 16h) except for the O/W emulsion at pH 6.0 without acid, where 

the cell concentration on BHA started to increase at 5h then suddenly decrease during the 
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exponential growth between 7h and 9h. Cells may encounter difficulties adapting to the 

nutritive agar media during exponential phase, and thus enter in a dormancy state to survive. 

However, cell capacity to recover on BHA was instantaneous and occurred during the stationary 

phase between 8h and 28h depending on the tested condition. It is recognized that the expression 

of catalase increases as cells of B. cereus species enter the stationary growth phase due to the 

establishment of a stress adaptative response induced by the lack of nutrients (40, 41). Thus, it 

may induce a higher resistance to oxidative stress and restore cell culturability on BHA. 

Moreover, it was found that VBNC cells resuscitate in response to a quorum sensing signal 

produced by cells when permissive conditions are reached (42), thus cells incubated in the 

emulsions may be more sensitive to the quorum sensing signal when the maximal cell 

concentration is reached.  

6. Conclusion  

This work underlined the limits of comparing growth inhibition by acids in nutrient broth 

and in an emulsified system using a plate count method and a routine laboratory medium. An 

unexpected decrease in cell concentrations of B. weihenstephanensis KBAB4 followed by a 

sudden rise were observed when cells were incubated in emulsion and recovered on BHA. The 

cytometric method allows the quantification of viable cells and confirmed the membrane 

integrity of the cells incubated in the emulsion. Therefore, the complex matrix, i.e. an oil-in-

water emulsion, allowed bacterial growth, did not impact cell survival and cell viability, but 

induced a physiological state of the cells leading to their non-culturability on a routine medium. 

The addition of anti-ROS agent on the medium enabled the strain to regain its ability to recover. 

This work may be relevant for studying the occurrence of non-culturable cells following their 

exposure to complex matrices, especially spore-forming bacteria. The underestimation of 

pathogenic bacteria cells of the B. cereus group is a significant issue in food safety controls. 

This may lead to false negative results in microbiological quality indicators and compromising 

public health. Determination of catalase activity or proteomic analyses on cells incubated in the 

oil-in-water emulsion could provide valuable insights into the cause of their non-culturability 

on BHA medium.  
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1. Définition de l’émulsion modèle : prérequis et exigences  

Dans ce chapitre, le milieu biphasique développé est une émulsion huile dans eau (H/E) dite 

modèle. Il s’agit d’un milieu artificiel simplifié, proposé comme référence pour « imiter » les 

propriétés physico-chimiques et la structure d’une émulsion alimentaire plus complexe. 

L’objectif de l’émulsion modèle est donc d’être un support de croissance optimal pour 

B. weihenstephanensis KBAB4, dans le but ensuite d’étudier les activités inhibitrices des acides 

sélectionnés. En effet, la coexistence d’une phase hydrophile et d’une phase hydrophobe dans 

des émulsions permet d’étudier la localisation et la distribution des composés inhibiteurs en 

fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques et leur impact sur le développement 

bactérien. Cependant, il est connu que le milieu dans lequel se trouve une bactérie peut 

influencer son développement, c’est pourquoi il est nécessaire de prendre en compte certaines 

contraintes lors de l’élaboration de cette émulsion modèle :  

i) L’émulsion modèle est un milieu de croissance donc elle doit être stérile et fabriquée 

dans des conditions aseptiques vérifiées.  

ii) L’émulsion modèle ne doit pas présenter d’instabilité sur une période d’incubation 

inférieure ou égale à celle de la croissance de la souche, à la température d’étude, 

c’est-à-dire à 30°C.  

iii) Il est nécessaire d’évaluer et de tenir compte des effets des divers ingrédients qui 

composent l’émulsion sur la croissance de la souche et sur l’activité inhibitrice des 

composés inhibiteurs sélectionnés.  

Pour cela, la formulation et la fabrication de l’émulsion modèle a été réalisée à partir d’un 

modèle existant, précédemment publié en 2018 (Léonard-Akkari et al., 2018). L’émulsion 

modèle H/E de ratio 50/50 est stable sur une période de 10 jours à 30°C, et les conditions 

aseptiques de fabrication ont été vérifiées et confirmées. Les deux premières contraintes 

énoncées sont donc respectées.  

Ce focus s’intéressera donc à la justification du choix des constituants de l’émulsion en tant 

que « modèles » d’un système alimentaire plus complexe et à l’évaluation de leur effet sur la 

croissance de B. weihenstephanensis et sur l’activité inhibitrice des acides organiques, en 

particulier l’effet du Tween 80.  



FOCUS Chapitre 3 – Précisions sur la formulation de l’émulsion H/E 50/50 modèle 

131 

 

2. Justification de la formulation de l’émulsion modèle  

2.1. La phase aqueuse  

La phase aqueuse d’une émulsion est le lieu de croissance bactérienne (Wilson et al., 2002). 

C’est pourquoi, la phase aqueuse de l’émulsion modèle est composée d’un milieu de culture, 

du bouillon nutritif à 20 g/L. L’utilisation d’un milieu de culture comme phase aqueuse permet 

l’apport des nutriments nécessaires à la croissance des microorganismes, ici un mélange de 

tryptone (10 g) et d’extrait de viande (5 g). Le chlorure de sodium présent dans le milieu (5 g) 

permet de fournir les ions chlorures et sodium nécessaires aux processus physiologiques des 

bactéries et permet également de maintenir l’équilibre ionique du milieu de culture, permettant 

l’ajustement et le maintien du pH à 6,0 ou 5,5.  

La composition précise du bouillon nutritif en acides organiques et en acides gras n’étant 

pas connue, des analyses physico-chimiques ont été réalisées par un laboratoire prestataire sur 

du bouillon nutritif à 20 g/L. Les concentrations en acide acétique, lactique, propionique et en 

acide gras saturés déterminées dans le bouillon nutritif sont reportées dans le tableau suivant.  

Tableau 6 : Concentrations en acide acétique, lactique, propionique et en acides gras saturés dans du 

bouillon nutritif à 20 g/L  

 

Les concentrations en acide propionique et en acides gras saturés sont inférieures à la limite 

de détection des méthodes de détermination utilisées. On considère donc que les concentrations 

des acides propionique, caprylique et laurique dans le bouillon nutritif sont négligeables, et 

n’impactent pas la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4. En ce qui concerne l’acide 

acétique et l’acide lactique, leurs concentrations en acide non dissocié calculées à pH 6,0 et 5,5 

sont inférieures aux concentrations non inhibitrices déterminées grâce au modèle de Lambert 

& Pearson, (2000) dans le chapitre 2 (CNI HAce = 0,98 ± 0, 20 mM et CNI HLac = 0,71 ± 0,19 

mM) (Dutoit et al., 2024). Les concentrations en acide acétique et acide lactique présentes dans 

le bouillon nutritif n’affectent donc pas la croissance de la souche et n’ont pas été prises en 

compte lors de l’ajout de ces acides au milieu. 
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2.2. La phase grasse  

La phase grasse de l’émulsion modèle est composée d’hexadécane (99% pureté, Sigma-

Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France). L’hexadécane est un alcane avec 16 atomes de 

carbone sur sa chaine hydrocarbonée saturée. Sa densité est égale à 0,773 g/ml à 25°C et son 

point de fusion est de 18°C. Bien que l’hexadécane soit un produit dangereux (Cancérogène, 

Mutagène, et toxique pour la Reproduction) et qu’il ne soit jamais utilisé dans les produits 

alimentaires, son utilisation en tant que phase grasse dans l’émulsion modèle permet d’éviter 

toutes traces d’acides gras saturés ou polyinsaturés dans le milieu qui pourrait affecter le 

comportement et la croissance des microorganismes (Mvou Lekogo et al., 2010, 2013). De plus, 

l’hexadécane pur est régulièrement utilisé pour la formulation d’émulsions dans la littérature 

scientifique, pour des applications cosmétiques ou pharmaceutiques (Castellani et al., 2010; 

Kalyanram & Gupta, 2022) mais également dans le domaine de l’industrie alimentaire pour 

obtenir des émulsions stables (Ghosh et al., 2006; Kim et al., 2004; D. J. McClements et al., 

1993) et visualiser la croissance de microorganismes (Brocklehurst et al., 1995; J. Li et al., 

2001; Parker et al., 1995; Prachaiyo & McLandsborough, 2003). Dans ces études, il a été montré 

que la croissance bactérienne dans des émulsions composées d’hexadécane est similaire à celle 

observée dans un milieu nutritif témoin mais que des ratios élevés en hexadécane limitent la 

croissance de microorganismes en raison de la limitation des nutriments ou de l’espace pour les 

bactéries présentes dans la phase aqueuse (Brocklehurst et al., 1995; Prachaiyo & 

McLandsborough, 2003). Dans notre cas, à un ratio unique de 50% d’hexadécane dans 

l’émulsion modèle formulée, les cinétiques de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 

n’ont pas été impactées comparées au bouillon nutritif seul lorsque l’énumération est réalisée 

sur du milieu GN (Gélose Nutritive), comme le montre la figure 24. Par ailleurs, les différences 

observées sur les concentrations finales : une plus grande concentration en cellules semble être 

obtenue lors de la croissance en émulsion modèle, est la cause d’une inoculation en cellules 

plus élevée dans ce milieu (Figure 24).  
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Figure 24 : Cinétique de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4, inoculé à partir d’une 

suspension de spores traitée thermiquement, dans la phase aqueuse de l’émulsion (Bouillon nutritif) 

(ronds vides) et dans l’émulsion modèle H/E 50/50 (ronds gris) ajustés à pH 6,0. Les lignes noires 

correspondent à l’ajustement du modèle de Rosso sur les données expérimentales et les temps de 

latence (λ) et taux de croissance (µmax) estimés sont indiqués sur la figure en fonction des milieux. 

2.3. La phase interfaciale  

La surface séparant la phase aqueuse de la phase grasse d’une émulsion est appelée phase 

interfaciale et est, en général, stabilisée par des molécules émulsifiantes (Berton-Carabin et al., 

2018). Les émulsifiants utilisés pour stabiliser l’émulsion modèle H/E 50/50 sont un mélange 

de deux tensioactifs non ioniques, le Tween 80 et le Span 80 à une concentration finale de 1,5 

% (p/v) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).  

• Le Tween 80 ou polysorbate 80 (monooléate de polyoxyéthylène sorbitane) est une 

molécule amphiphile constituée d’acide oléique (queue) et de sorbitol et d’oxyde 

d’éthylène (tête) (Figure 25A). Son utilisation dans les produits alimentaires tels que le 

chewing-gum, les produits laitiers, les produits de boulangerie est autorisée par l’EFSA 

et la FDA. Sa Dose Journalière Admissible (DJA) a été fixée à 25 mg/kg de poids 

corporel /jour (EFSA ANS, 2015). La HLB (Balance Hydrophile Lipophile) du Tween 

80 est de 15. Il s’agit donc d’un émulsifiant hydrophile qui se retrouve dans la phase 

aqueuse des émulsions, pouvant ainsi facilement interagir avec les microorganismes.  
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• Le Span 80 ou monoléate de sorbitane est un ester de sorbitane avec un acide gras, 

l’acide oléique (Figure 25B). Son utilisation est autorisée dans un grand nombre de 

produits alimentaires définis par l’EFSA et la FDA comme les produits laitiers ou les 

produits de boulangerie. Sa dose journalière admissible est évaluée à 10 mg/kg de poids 

corporel/jour (EFSA ANS, 2017). La HLB du Span 80 est égale à 4,3. Il s’agit d’un 

émulsifiant lipophile, généralement utilisé pour stabiliser les émulsions Eau dans Huile, 

il est donc principalement situé dans la phase grasse des émulsions. En raison de son 

caractère lipophile et de sa localisation dans l’émulsion, l’effet du Span 80 sur la 

croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 n’a pas été évalué et a été considéré 

comme négligeable.  

 

Figure 25: Structure chimique du Tween 80 (A) et du Span 80 (B) (Li et al., 2021) 

Ces deux tensioactifs sont très généralement utilisés en combinaison pour stabiliser des 

émulsions dans la littérature scientifique en raison de leurs caractéristiques complémentaires. 

En effet, dans la formulation d’émulsion, la combinaison d’un émulsifiant à haute HLB avec 

un émulsifiant à faible HLB mène à l’obtention d’une émulsion plus stable qu’avec un seul 

émulsifiant (Lv et al., 2014; Takamura et al., 1979). Dans l’émulsion modèle 50/50 composées 

à 1,5% (p/v) de Tween 80 et de Span 80, la HLB finale de l’émulsion est égale à 9,65 ce qui est 

caractéristique d’une émulsion Huile dans Eau (Hong et al., 2018).  

Des essais préliminaires ont mis en évidence l’importance de la présence des deux tensioactifs 

pour stabiliser l’émulsion modèle dès 24 h de stockage à 30°C et il a été observé que leur 

concentration ne peut être réduite sans compromettre la stabilité de l’émulsion après 10 jours 

de stockage à la même température (Tableau 7). Bien que la durée maximale de croissance de 

la souche, selon les conditions de pH et d’acides étudiées, est comprise entre 24 h et 35 h à 

30°C, les déstabilisations ont été suivies sur une période maximale de 10 jours afin d’analyser 

leur évolution dans le temps et de garantir une stabilité de l’émulsion modèle prolongée. Lors 

de ces essais, deux ratios huile/eau ont été étudiés, un ratio de 50/50 et un ratio de 35/65 afin 
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de prendre en compte l’effet du ratio d’huile sur les propriétés stabilisantes des tensioactifs non 

ioniques. Les stabilités des émulsions formulées ont été mesurées par diffusion statique de la 

lumière multiple (SMLS) grâce au Turbiscan LAB (Formulaction, France) et comparées à l’aide 

des valeurs de TSI (Turbiscan Stability Index), plus le TSI est élevé, plus l’émulsion est instable 

(Figure 26). Une émulsion est considérée comme stable sur une période donnée lorsque la 

valeur du TSI est inférieure à 3.  

Tableau 7: Valeurs moyennes de TSI et leur écart-types des émulsions modèles ajustées à pH 6,0, 

après & jour (A) et 10 jours (B) de stockage à 30°C en fonction de la concentration en Tween 80 

(lignes) et en Span 80 (colonnes) et du ratio volumique. Les couleurs correspondent au niveau de 

déstabilisation (Figure 26). 

 

 

 

A 

B 
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Figure 26: Echelle du Turbiscan Stability Index et sa signification en termes de niveaux de 

déstabilisations (gauche) (Turbiscan Lab User Guide) et exemple d'émulsions modèles avec les 

déstabilisations correspondantes (droite). Photos personnelles. 

3. Vérification de l’effet du Tween 80 sur la croissance de B. weihenstephanensis 

KBAB4 et sur l’activité inhibitrice des composés  

3.1. Effet du Tween 80 sur la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4  

Il est reconnu, dans la littérature scientifique, que le Tween 80 possède des effets sur la 

croissance bactérienne en fonction de sa concentration dans un milieu. Le Tween 80 peut soit 

stimuler la croissance bactérienne à des concentrations appropriées en fournissant des substrats 

nutritifs pour la prolifération des bactéries (Partanen et al., 2001; Taoka et al., 2011) ou bien 

inhiber la croissance à des concentrations élevées en perturbant et augmentant la perméabilité 

de la membrane cellulaire (Brown & Winsley, 1969; Noh et al., 1997). C’est pourquoi il est 

important de prendre en compte et caractériser cet effet pour son application dans l’émulsion 

modèle. 

Dans un milieu aqueux, le Tween 80 est capable de former des micelles lorsque sa 

concentration est supérieure à la CMC. La CMC du Tween 80 est égale à 0,015 mM à 25°C 

soit environ 0,020 g/L (Mahmood & Al-koofee, 2013). A une concentration finale de 1,5 % 

(p/v) soit 15 g/L dans le milieu nutritif, la concentration en Tween 80 est largement supérieure 

à la CMC donc il se trouve sous forme de micelles. La formation de micelles à une concentration 

en Tween 80 de 1,5% (p/v) dans de l’eau, ajustée à pH 6,0 et 5,5, a été vérifiée par des mesures 

de diffusion dynamique de la lumière (DLS). Des micelles de Tween 80 dont les diamètres sont 

égaux à 12,48 ± 1,19 nm et 12,71 ± 0,94 nm ont été observées à pH 6,0 et 5,5 dans de l’eau. 
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Ces valeurs sont en cohérence avec les valeurs de la littérature (Bide et al., 2021; Weiszhár et 

al., 2012).  

Afin de vérifier l’effet de la formation de micelles de Tween 80 sur la croissance des cellules 

végétatives en phase aqueuse, des suivis de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 ont 

été réalisés en absence et en présence de 1,5% (p/v) de Tween 80 dans du bouillon nutritif à 

20g/L, à pH 6,0 et 5,5. Ces suivis de croissance ont été effectués par mesure de la densité 

optique (Bioscreen C reader, Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki, Finland) et les taux de 

croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans ces milieux ont été déterminés par 

régression linéaire selon la méthode de Membre et al. (2002). Les résultats obtenus sont 

regroupés dans le tableau suivant (Tableau 8).  

Tableau 8: Taux de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 en bouillon nutritif à pH 6,0 et 5,5 

en fonction de la concentration en Tween 80 (% p/v) 

 

Les taux de croissance de B. weihenstephanensis en présence de Tween 80 à 1,5 % (p/v) ne 

sont pas significativement différents des taux de croissance en absence de Tween 80, à pH 6,0 

et 5,5 (pvalue = 0,05). Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus par Léonard-Akkari 

et al. (2018). L’étude a montré que le Tween 80 diminuait significativement le taux de 

croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 au-delà d’une concentration de 5% à pH 6,0 et 

2% à pH 5,5. A une concentration de 1,5%, le Tween 80 n’affecte donc pas la croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 dans la phase aqueuse et donc dans l’émulsion modèle 50/50, 

comme le montre également la figure 24.  

3.2. Effet du Tween 80 sur l’activité inhibitrice des acides organiques  

L’ajout de Tween 80 dans un milieu peut également diminuer l’activité inhibitrice de 

composés antibactériens (Nielsen et al., 2016; Pernin et al., 2019). En effet, les micelles de 

Tween 80 formées créent des environnements hydrophobes capables d’encapsuler certaines 

molécules hydrophobes actives (Berton-Carabin et al., 2014) et ainsi réduire leur concentration 

disponible pour agir sur la membrane bactérienne (Juven et al., 1994). Par exemple, Nielsen et 

al. (2016) ont montré que la présence de Tween 80 dans le milieu augmente les concentrations 

en isoeugénol et en rifampicine nécessaires pour éradiquer les biofilms de S. aureus. Cet effet 
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n’a pas été évalué en milieu aqueux mais peut être caractérisé au sein de l’émulsion modèle 

50/50 en calculant la quantité de Tween 80 dite en excès dans la phase aqueuse.  

Au sein d’une émulsion, les agents tensioactifs vont s’adsorber à l’interface lors de 

l’émulsification et diminuent la tension interfaciale entre la phase aqueuse et la phase grasse 

(McClements, 2016). Les agents tensioactifs sont définis par leur « surface couvrante », c’est-

à-dire la quantité d’émulsifiant nécessaire pour couvrir une surface d’interface donnée à 

l’équilibre. En fonction de la concentration en agent tensioactif introduite dans l’émulsion, il se 

peut que celle-ci soit supérieure à la surface couvrante et en conséquence, une fraction 

d’émulsifiant reste non adsorbée. Selon le HLB de la molécule tensioactive, la fraction non 

absorbée ou en excès va rester dans la phase dans laquelle elle est la plus soluble (Berton-

Carabin et al., 2014) et va pouvoir interagir avec les composés antibactériens présents dans cette 

phase. D’après Terjung et al. (2012), la surface couvrante du Tween 80 à saturation est égale à 

2.10-6 mol/m².  

En prenant en compte la surface couvrante du Tween 80 et le diamètre moyen des 

gouttelettes de l’émulsion, il est possible de calculer la quantité de Tween 80 non adsorbée ou 

résiduelle en phase aqueuse (Berton-Carabin et al., 2014). Dans l’émulsion modèle 50/50, avec 

1,5 % (p/v) de Tween 80 et un diamètre moyen des gouttelettes égal à 0,717 ± 0,070 µm, la 

concentration résiduelle en Tween 80 dans la phase aqueuse est nulle. Cela signifie que toutes 

les molécules de Tween 80 sont situées à l’interface (Léonard-Akkari et al., 2018), limitant 

leurs interactions avec les agents antibactériens présents dans la phase aqueuse. La présence de 

Tween 80 dans l’émulsion modèle 50/50 ne semble donc pas influencer l’activité inhibitrice 

des acides organiques sélectionnés. Cependant, ces calculs sont basés sur l’hypothèse que seul 

le Tween 80 est capable de s’adsorber à la surface et ne prend pas en compte l’adsorption du 

Span 80 également utilisé dans la formulation. La prédiction de la quantité d’émulsifiants en 

excès dans la phase aqueuse au sein d’une émulsion stabilisée par deux tensioactifs est 

compliquée en raison des interactions intramoléculaires entre les tensioactifs, entrainant une 

adsorption synergique ou compétitive de ces tensioactifs à l’interface (Posocco et al., 2015). De 

plus, l’adsorption des tensioactifs à l’interface est dépendante de plusieurs facteurs tels que la 

température, le ratio volumique des phases, le procédé d’émulsification, ce qui peut également 

entrainer des variations dans les propriétés interfaciales (Lv et al., 2014). 

  



FOCUS Chapitre 3 – Précisions sur la formulation de l’émulsion H/E 50/50 modèle 

139 

 

4. Conclusion  

Pour conclure, l’émulsion modèle développée, c’est-à-dire une émulsion H/E 50/50 

composée de bouillon nutritif supplémenté par du Tween 80 (1,5% p/v) en tant que phase 

aqueuse et d’hexadécane supplémenté par du Span 80 (1,5 % p/v) en tant que phase grasse, 

répond aux différents critères évoqués. Elle est stérile et stable sur une période de 24 heures à 

10 jours lors d’un stockage à 30°C. De plus, elle permet la croissance de B. weihenstephanensis 

KBAB4 dans les conditions optimales sans perturber les caractéristiques physico-chimiques du 

milieu. Cependant, son utilisation en tant que système de référence pour des matrices 

alimentaires peut susciter des controverses en raison de diverses limites. C’est pourquoi la 

justification de sa formulation et de son utilisation comme « matrice modèle » a été nécessaire. 

Dans un premier temps, l’emploi de l’hexadécane est discutable. Il ne s’agit pas d’un produit 

alimentaire mais permet néanmoins d’élaborer un système stable et neutre où aucune trace 

d’acides gras exogènes susceptibles d’interagir avec la souche et les composés inhibiteurs 

sélectionnés n’est présente. Par ailleurs, bien que les effets du Tween 80 sur la croissance 

bactérienne et l’activité antibactérienne de composés inhibiteurs soient connus, ces effets ont 

été évalués et sont considérés comme négligeables dans le système modèle.  
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Les propriétés physico-chimiques des acides organiques influencent leur activité inhibitrice 

en milieux aqueux (Chapitre 2). L’activité inhibitrice de croissance des acides organiques dans 

un milieu nutritif liquide augmente avec leur lipophilicité. Cette dernière est favorisée par un 

pKa élevé, augmentant la proportion d’acide non dissocié et par un nombre élevé de carbones 

dans leur structure moléculaire, conférant un coefficient de partage (log P) plus élevé. Lorsque 

ces acides sont ajoutés à un système biphasique plus complexe, tel qu’une émulsion huile dans 

eau modèle, la présence d’une phase grasse module l’activité inhibitrice des acides lipophiles 

tels que l’acide caprylique et l’acide laurique (Chapitre 3).  

Il est désormais intéressant de se demander si la nature de cette phase grasse et si les autres 

paramètres de la formulation d’une émulsion H/E influencent le comportement et l’activité 

inhibitrice de germination et de croissance d’acides antimicrobiens aux caractéristiques 

physicochimiques différentes. De plus, ces premiers résultats ont été obtenus en émulsions dites 

modèles, sont-ils transférables à des émulsions H/E composées d’ingrédients utilisés dans 

l’élaboration de produits laitiers et plus particulièrement à une matrice fromagère ?  

L’objectif du Chapitre 4 est d’étudier l’impact de la modification de la formulation d’une 

émulsion H/E sur l’activité inhibitrice de germination et de croissance de deux composés 

inhibiteurs dont les propriétés physico-chimiques diffèrent : un acide organique faible, l’acide 

lactique, et un acide gras à moyenne chaine de carbone, l’acide caprylique. La stratégie a été de 

formuler des émulsions H/E dont le degré de complexité augmente par rapport aux émulsions 

modèles étudiées dans le chapitre précédent, et dont les ingrédients utilisés se rapprochent des 

composants de matrices alimentaires réelles, notamment ceux utilisés dans les produits laitiers. 

L’effet du changement des tensioactifs non ioniques, le Tween 80 et le Span 80, par des 

protéines laitières (des caséinates de sodium) ainsi que l’effet du changement de l’hexadécane 

comme phase grasse par de la matière grasse laitière, seront étudiés sur le comportement et les 

mécanismes d’action des acides organiques en émulsion. En effet, ces modifications pourront 

influencer la dissociation des acides, leur affinité pour les différentes phases et donc leur 

répartition et leurs interactions avec les différents composants au sein des émulsions.  
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1. Introduction  

La persistance des spores dans les aliments, engendrée par leurs propriétés de résistance 

élevées aux différents traitements thermiques ou physiques ayant lieu lors de la transformation 

des aliments, est un enjeu majeur pour les industries alimentaires en particulier l’industrie 

laitière (Wells-Bennik et al., 2016). Bacillus cereus est une bactérie pathogène fréquemment 

associée à des épisodes d’intoxications alimentaires en raison de sa capacité à produire des 

toxines émétiques comme le céréulide ou des entérotoxines telles que la cytotoxine K, 

l’hémolysine BL ou encore l’entérotoxine non hémolytique (NHE) (Jovanovic et al., 2021). Sa 

présence et sa croissance ont été constatées dans de nombreux produits laitiers tels que le lait 

cru, le lait pasteurisé, le lait UHT, le fromage frais, les poudres de lait, le lait fermenté, etc. 

(Spanu et al., 2016; Svensson et al., 2006; Erica Tirloni et al., 2022; Wong et al., 1988; Zhao et 

al., 2020), représentant au total 3% des foyers épidémiques causés par B. cereus (European 

Food Safety Authority, 2016).  

Afin de maitriser le risque de contamination des produits laitiers par des bactéries sporulées, 

l’utilisation d’acides organiques en tant qu’agents antimicrobiens a largement été étudiée 

(Tirloni et al., 2019; Tirloni et al., 2021). Cependant l’efficacité antibactérienne de ces acides 

est modifiée au sein de matrices alimentaires par rapport à des milieux de culture de laboratoire, 

en raison de la complexité physico-chimique de ces matrices et des caractéristiques physico-

chimiques des acides organiques, en particulier leur liphophilicité (Weiss et al., 2015).  

Dans ce contexte, il est important pour les industries laitières de mieux comprendre comment 

la formulation de matrices spécifiques (c’est-à-dire des matrices biphasiques et structurées) 

influencent la croissance des microorganismes et l’activité inhibitrice de composés 

antimicrobiens. Au sein d’émulsions huile dans eau (H/E) alimentaires, la croissance 

bactérienne a lieu uniquement dans la phase aqueuse (Wilson et al., 2002), et la phase huileuse 

est présente sous forme de gouttelettes polydispersées. Cette phase huileuse impacte la structure 

de l’émulsion, la répartition et la distribution des composés chimiques à travers les phases, et 

peut affecter la physiologie de la bactérie, comme par exemple son taux de croissance 

(Brocklehurst & Wilson, 2000; Šoljić et al., 2018). De plus, l’interface entre la phase aqueuse 

et la phase grasse, constituée en majorité de molécules émulsfiantes, peut affecter localement 

les conditions du milieu et la capacité des microorganismes à interagir avec les différents 

composés, influençant leur prolifération (Robins & Wilson, 1994). De nombreuses études ont 

démontré l’effet de la structure d’une émulsion H/E sur la cinétique de croissance microbienne 
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et sur les propriétés antibactériennes de composés inhibiteurs en s’intéressant particulièrement 

à l’influence de la taille des gouttelettes de l’émulsion (Buranasuksombat et al., 2011; Kadri et 

al., 2017; Terjung et al., 2012), à l’ajout d’agents épaissisants ou gélifiants au sein de la phase 

aqueuse (Mertens et al., 2009; Zalazar et al., 2016) ou encore à l’impact du ratio d’huile 

(Brocklehurst et al., 1995; Prachaiyo & McLandsborough, 2003; Verheyen et al., 2020). 

Cependant, peu d’études se sont intéressées à l’effet de la composition et de la nature des 

ingrédients utilisés pour la formulation d’émulsions huile dans eau sur la germination et la 

croissance de bactéries sporulées et sur les propriétés inhibitrices d’acides organiques.  

L’objectif de cette étude est donc d’évaluer, dans un premier temps, l’impact de la 

formulation d’une émulsion H/E sur l’activité inhibitrice de germination et de croissance de 

deux acides organiques, l’acide lactique et l’acide caprylique. Pour cela, l’influence de la nature 

de la phase grasse (hexadécane ou matière grasse laitière) et de la nature de l’émulsifiant utilisé 

pour stabiliser le système (tensioactifs non ioniques ou protéines laitières) a été étudiée sur la 

dynamique de croissance et de germination de B. weihenstephanensis KBAB4 et sur l’activité 

inhibitrice des acides, à travers l’utilisation de systèmes alimentaires modèles et artificiels (i.e 

des émulsions H/E de ratio 20/80). Dans un second temps, une matrice fromagère, de type 

fromage frais, sans ferments lactiques, a été élaborée à l’échelle du laboratoire afin d’étudier la 

transférabilité de ces observations à une échelle industrielle et d’évaluer l’impact d’une matrice 

laitière plus complexe sur la croissance bactérienne et sur l’efficacité d’inhibition de l’acide 

lactique et de l’acide caprylique. 
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2. Matériels et méthodes  

2.1. Matériel biologique, conditions de croissance et sporulation  

La souche utilisée pour cette étude est une souche psychrotrophe du groupe B. cereus, 

B. weihenstephanensis KBAB4, récemment reclassifiée en tant que B. mycoides KBAB4 (Liu 

et al., 2018). La souche est stockée à -80°C sous forme d’aliquots de 1 ml, dans du BHI (Brain 

Heart Infusion, Condalab, Madrid, Espagne) dilué dans du glycérol 20% (v/v). Pour réaliser la 

première préculture, l’aliquot de 1 ml décongelé et ajouté dans 100 ml de BHI dans un erlen de 

250 ml. L’erlen est incubé sous agitation (100 rpm) pendant 8 h à 30°C. Puis, 1 ml de cette 

première préculture est inoculé dans 100 ml de BHI et incubé 16 h dans les mêmes conditions 

que précédemment. Enfin, 0,1 ml de cette seconde préculture est ajouté dans 100 ml de BHI et 

incubé à 30°C pendant 6 h, sous agitation. Après 6 h de croissance, la culture est centrifugée à 

6000 g pendant 15 min à 12°C et les cellules sont resuspendues dans 100 ml de milieu de 

sporulation, appelé SMB (Sporulation Mineral Buffer), introduit par Baril et al. (2011). Le 

milieu est incubé pendant 5 jours à 30°C, sous agitation, puis centrifugé à 6000 g pendant 15 

min à 12°C. Les spores sont ensuite resuspendues dans 5 ml d’eau distillée stérile et stockées à 

4°C. La concentration finale en spores est égale à 1. 108 UFC/ml, correspondant aux cellules 

résistantes à un traitement thermique de 10 min à 80°C.  

2.2. Les acides inhibiteurs  

Deux acides organiques sont étudiés en tant qu’antimicrobiens, l’acide lactique (90% de 

pureté, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) et l’acide caprylique (98% de pureté, 

Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France). Des solutions à 1 M ont été réalisées dans de 

l’eau distillée pour l’acide lactique et dans de l’éthanol à 70% pour l’acide caprylique en vue 

de l’ajout des acides dans les émulsions. Dans les matrices fromagères, l’acide lactique a été 

ajouté pur et l’acide caprylique a été préalablement dilué dans de l’éthanol 70% pour obtenir 

une solution molaire à 120 mM. La concentration finale en éthanol ajoutée dans le milieu n’a 

pas d’impact sur la germination et la croissance bactérienne (Cfinale éthanol < 0,15 % v/v). Les 

concentrations finales en acide lactique et en acide caprylique étudiées dans les milieux sont 

respectivement égales à 250 mM et 0,075 mM d’acide total. Ces concentrations ont été 

sélectionnées suite à la détermination des CMI en milieu aqueux (Chapitre 2), pour permettre 

la visualisation de la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 sans l’inhiber totalement 
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dans du bouillon nutritif. Les propriétés physico-chimiques de ces acides et les concentrations 

étudiées dans les milieux à pH 6,0 sont regroupées dans le tableau 9. 

Tableau 9 : Propriétés physico-chimiques et concentrations des acides étudiés dans les milieux 

2.3. Préparation des phases des émulsions 

2.3.1. Préparation des phases aqueuses  

Les phases aqueuses des émulsions sont composées de bouillon nutritif (BN) à 20 g/L 

(Biokar Diagnostics, Beauvais France) supplémentées par du Tween 80 (T80) (Sigma-Aldrich, 

St Quentin Fallavier, France) ou par des caséinates de sodium (CAS) (Sigma-Aldrich, St 

Quentin Fallavier, France) afin d’obtenir des concentrations finales en émulsifiants 

respectivement égales à 1,5% (p/v) et 10% (p/v) dans une émulsion H/E de ratio 20/80. Des 

volumes appropriés des solutions molaires d’acides sont ajoutés au bouillon nutritif pour 

atteindre les concentrations finales souhaitées (Tableau 9). Le pH du milieu est ensuite ajusté à 

pH 6,0 avec de l’acide chlorhydrique 1 M ou de l’hydroxyde de sodium à 10 M. Le Tween 80 

est directement mélangé au bouillon nutritif par un agitateur magnétique et, après une 

dissolution complète, la phase est stérilisée par filtration sur filtre 0,22 µm (Stericup, Millipore). 

Les caséinates sont pesés séparément puis dispersés dans le bouillon nutritif grâce à un 

mélangeur Silverson (Silverson, France) pendant 2 minutes à vitesse maximale. La solution 

dispersée de caséinates est stockée à 4°C toute la nuit, ce qui permet de réduire la quantité de 

mousse formée lors de la dispersion. La phase aqueuse avec caséinates est ensuite stérilisée par 

autoclavage, avec un cycle de 121°C pendant 20 min pour les conditions sans acide et avec 

acide caprylique et avec un cycle de 10 min à 110°C pour la condition avec acide lactique. Ce 

second cycle d’autoclavage a été sélectionné de manière à obtenir une stérilisation suffisante 

du milieu, permettant l’élimination de la flore contaminante, sans entrainer la précipitation des 

Nom (CAS) 
Formule 

chimique  
Structure 

moléculaire 
logP pKa 

Masse 

molaire 

(g/mol) 

Concentration 

finale (mM) 

Acide lactique 
(79-33-4) 

C
3
H

6
O

3
 

 

-0,72 3,86 90,08 250 

Acide caprylique 
(124-07-2) 

C
8
H

16
O

2
 

 

3,05 4,89 144,21 0,075 
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caséinates sous l’effet de la chaleur en présence d’acide lactique, qui a été observée à un cycle 

plus élevé. Les phases aqueuses sont stockées quelques heures à 55°C avant émulsification.  

2.3.2. Préparation des phases grasses  

Deux phases grasses ont été étudiées dans les émulsions : l’hexadécane (HEX) (99% de 

pureté, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) et de la matière grasse laitière (MGLA) 

(fournie par un industriel partenaire). L’hexadécane est supplémenté par du Span 80 pour 

atteindre une concentration finale de 1,5% (p/v) dans l’émulsion H/E de ratio 20/80 contenant 

également du Tween 80 dans la phase aqueuse. Il n’est pas supplémenté par un tensioactif 

lorsqu’il est étudié dans les émulsions H/E 20/80 avec caséinates. La matière grasse est chauffée 

au micro-onde jusqu’à liquéfaction complète, la température maximale atteinte est de 60°C. Les 

phases grasses sont filtrées sur filtre 0,22 µm (Stericup, Millipore) et stockées à 55°C avant 

émulsification, pour maintenir l’état liquide.  

2.4. Fabrication des émulsions  

En fonction de la composition de l’émulsion étudiée, le procédé de fabrication est différent. 

Le tableau 10 résume les différentes émulsions étudiées, la composition des phases et leur 

procédé de fabrication. Toutes les émulsions sont réalisées en tripliquas pour effectuer le suivi 

de croissance et de germination (n=2) et pour vérifier la stabilité (n=1). 

Tableau 10: Composition et procédé de fabrication des émulsions étudiées 

Noms des 

émulsions 
HEX_T80 HEX_CAS MGLA_CAS 

Composition de 

la phase aqueuse 
Bouillon nutritif + 

Tween 80 (1,5% p/v) 
Bouillon nutritif + 

Caséinates (10 % p/v) 
Bouillon nutritif + 

Caséinates (10 % p/v) 

Composition de 

la phase grasse 
Hexadécane + 

Span 80 (1,5 % p/v) 
Hexadécane Matière Grasse Laitière 

Procédé de 

fabrication 
(paramètres) 

Sonication 

(1 min – 60 %) 

Ultra-Turrax 
(90 sec – 24000 rpm) 

+ 
Sonication 

(1 min – 60 %) 

Ultra-Turrax 
(90 sec – 24000 rpm) 

+ 
Sonication 

(2 x 3 min – 60 %) 
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2.4.1. Emulsions H/E 20/80 composées d’hexadécane et de Tween 80 (HEX_T80) 

Les émulsions composées d’hexadécane et de Span 80 comme phase grasse et de bouillon 

nutritif et de Tween 80 comme phase aqueuse, sont réalisées dans les proportions 20/80 (v/v) 

pour un volume total de 100 ml. Le mélange de ces deux phases est réalisé par sonication 

(sonifier Branson 450 W, 20 kHz) pendant 1 minute à 60% d’amplitude, à l’aide d’une sonde 

de 19 mm de diamètre. La température maximale atteinte lors de l’homogénéisation de ces 

émulsions est inférieure à 40°C.  

Afin de garantir la conception des émulsions dans des conditions aseptiques, une 

décontamination de la sonde est réalisée avant et après la sonication par l’action de lingettes 

désinfectantes à l’acide peracétique à 0,09% (m/m) (PERA Lingettes, Franklab, France). Après 

deux temps d’application de 10 minutes, la sonde est rincée à l’eau distillée stérile et séchée 

avec une compresse stérile. Une vérification de l’asepsie est réalisée sur la sonde 

(écouvillonnage) après chaque procédure de désinfection.  

2.4.2. Emulsions H/E composées d’hexadécane et de caséinates (HEX_CAS) 

Pour un volume final de 100 ml, 20 ml d’héxadécane filtré sont ajoutés à 80 ml de phase 

aqueuse composée de bouillon nutritif supplémenté par des caséinates de sodium. Une première 

étape d’homogénéisation des deux phases, appelée pré-homogénéisation, est effectuée. Les 

phases sont mélangées pendant 90 s à 24000 rpm à l’Ultra-Turrax (T25 IKA, Allemagne), sous 

PSM à l’aide d’embouts stériles afin de garantir les conditions aseptiques. Ensuite, le mélange 

est sonifié pendant 1 minute à 60% d’amplitude avec une sonde de 19 mm de diamètre 

préalablement décontaminée. La température maximale atteinte lors de la sonication de ces 

émulsions est inférieure à 60°C.  

2.4.3. Emulsions H/E composée de matière grasse laitière et de caséinates (MGLA_CAS)  

Les 80 ml de phase aqueuse (composée de bouillon nutritif et de caséinates) sont mélangés 

au 20 ml de matière grasse laitière filtrée, grâce à l’Ultra-Turrax pendant 90 s à 24000 rpm, 

dans des conditions aseptiques. Le mélange est ensuite homogénéisé par sonication, pendant 2 

fois 3 min à 60% d’amplitude avec un temps de repos de 10 minutes sur glace entre les deux 

homogénéisations. La sonde de 19 mm est préalablement décontaminée et rincée à l’eau stérile 

entre chaque homogénéisation. La température maximale atteinte lors de la sonication est égale 

à 80°C.  
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2.5. Mesures granulométriques et suivi de stabilité  

La distribution granulométrique des émulsions et le diamètre des gouttelettes ont été 

mesurés par granulométrie laser (Malvern MS3000). Les mesures ont été réalisées sur des 

émulsions stériles après 24h de stockage à 30°C. Les échantillons ont préalablement été dilués 

dans une solution composée de 0,1% de SDS, avant le passage dans le granulomètre. 

La stabilité des émulsions a également été mesurée par diffusion multiple de la lumière à 

l’aide d’un Turbiscan (Formulaction, France). La stabilité des émulsions a été suivie sur des 

émulsions non inoculées, sur une période identique à la durée de la croissance bactérienne, lors 

d’un stockage à 30°C. Le TSI (Turbiscan Stability Index) de chaque émulsion a été calculé et 

utilisé pour comparer leur stabilité. Une émulsion possédant une valeur de TSI inférieure ou 

égale à 3, lors d’un stockage de 4 jours à 30°C, est considérée comme stable. Les mesures de 

granulométrie et de stabilité ont été réalisées en tripliquas sur chaque émulsion étudiée.  

2.6. Fabrication de la matrice fromagère  

Un litre de lait entier stérilisé UHT (Casino, France) a été mélangé puis réparti stérilement 

par volume de 20 ml dans des tubes de 50 ml. Les tubes sont réchauffés au bain marie à 35°C 

pendant 15 minutes. Lorsque la température du lait a atteint 35°C, 2 ml de solution de sels 10X 

sont ajoutés afin d’obtenir une concentration finale dans le lait de 1,3 % (v/v) de NaCl (Acros 

Organics, Geel, Belgique) et 0,43 % (v/v) de CaCl2 (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, 

France). Ensuite, 200 µl de présure microbienne 100X (MICROLANT Classic, Chr. Hansen, 

Danemark) sont dilués puis ajoutés au lait réchauffé pour atteindre une concentration finale de 

55 IMCU/L. Les suspensions en tube sont mélangées au vortex et incubés à 35°C au bain marie 

pendant 1 h pour permettre la coagulation. Après cette étape de coagulation, les tubes sont 

refroidis pendant minimum 2h à 4°C puis centrifugés à 6000 g pendant 10 minutes à 4°C. Le 

surnageant est retiré, puis une seconde centrifugation est effectuée dans les même conditions. 

Le surnageant résiduel est de nouveau retiré et les tubes sont conservés à 4°C pendant 48h 

maximum avant utilisation. Le volume final du fromage dans le tube est d’environ 8 ml. A 

partir du pourcentage de matière sèche connue du lait entier et du lactosérum, du volume de lait 

initial et du volume de surnageant (lactosérum) retiré, la matière sèche des matrices fromagères 

a pu être calculée. La matière sèche de la matrice fromagère est comprise entre 23 et 25 %, 

correspondant aux valeurs de matière sèche d’un fromage frais de type Burgos (Hnosko et al., 

2009).  
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Par ailleurs, la masse volumique des matrices fromagère a également était calculée grâce à 

l’équation suivante :  

𝜌𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑒 𝑓𝑟𝑜𝑚𝑎𝑔è𝑟𝑒 = 
𝑚𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑒 𝑓𝑟𝑜𝑚𝑎𝑔è𝑟𝑒

(𝑉𝑙𝑎𝑖𝑡 − 𝑉𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡)
 

Avec 𝜌𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑒 𝑓𝑟𝑜𝑚𝑎𝑔è𝑟𝑒 la masse volumique (en g/ml), 𝑚𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑒 𝑓𝑟𝑜𝑚𝑎𝑔è𝑟𝑒 la masse de la 

matrice pesée après fabrication (en g), 𝑉𝑙𝑎𝑖𝑡 le volume de lait entier initial (en ml) et 𝑉𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡, 

le volume de surnageant ou lactosérum retiré (en ml). En moyenne, la massse volumique des 

matrices est égale à 0,96 g/ml.  

Avant d’inoculer les matrices fromagères avec des spores de B. weihenstephanensis 

KBAB4, les acides inhibiteurs sont ajoutés et le pH est ajusté à environ 6,0, de manière stérile. 

Pour cela, les solutions ajoutées ont été préalablement stérilisées par filtration (0,22 µm, 

Stericup, Millipore). Des concentrations en acide lactique et caprylique supplémentaires (CAL 

= 125 mM et CAC = 0,25 mM) ont été étudiées dans les matrices fromagères ainsi que le mélange 

des deux acides (CAL = 125 mM + CAC = 0,075 mM ou 0,25 mM). Les volumes d’acides 

inhibiteurs, d’acide chlorhydrique 1 M ou d’hydroxyde de sodium 10 M ajoutés, pour atteindre 

un pH final de 6,0, en fonction des conditions étudiées sont regroupés dans le tableau 11. Après 

dépôt des différents volumes dans les tubes de fromages, ces derniers sont mélangés à l’aide 

d’une spatule stérile puis de l’eau distillée stérile est ajoutée à qsp 320 µl.  

Tableau 11: Conditions testées en acides inhibiteurs dans les matrices fromagères et volumes d’acide 

correspondants, d'acide chlorhydrique 1M ou d’hydroxyde de sodium (10 M) ajoutés. Les lignes 

grisées correspondent aux conditions identiques à celles des émulsions H/E 20/80. 
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2.7. Inoculation et suivi de la germination et de la croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 dans les différents milieux  

2.7.1. Inoculation et énumération des spores et cellules totales dans les émulsions 20/80 

Afin d’étudier la germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les 

différentes émulsions réalisées à pH 6,0, ces dernières ont été inoculées avec une suspension de 

spores diluée dans de l’eau distillée stérile, pour atteindre une concentration finale de 

105 UFC/ml dans 100 ml de milieu. La germination et la croissance de la souche ont également 

été étudiées et comparées dans des milieux aqueux en présence ou non des émulsifiants étudiés, 

c’est-à-dire dans du bouillon nutritif seul (BN), dans du bouillon nutritif supplémenté par 1,5% 

(p/v) de Tween 80 (BN_T80) et dans du bouillon nutritif supplémenté par des caséinates de 

sodium à une concentration de 10% (p/v) (BN_CAS), ajustés à pH 6,0. Les concentrations en 

acide lactique et en acide caprylique sont identiques dans les milieux aqueux et dans les 

émulsions H/E 20/80 (Tableau 9). Une fois inoculés par la suspension de spores, les milieux 

aqueux sont incubés à 30°C sous agitation (110 rpm) et les émulsions à 30°C sans agitation. 

Puis, à intervalles de temps réguliers, 150 µl de milieux aqueux ou 188 µl d’émulsion sont 

prélevés dans 1350 µl d’eau physiologique stérile (NaCl 9 g/L) et dilués en série puis 

ensemencés sur de la gélose nutritive par le Spiral (Interscience EasySpiral, France). Lors de 

ces mêmes temps d’intervalles, 500 µl de milieux aqueux et d’émulsions H/E 20/80 sont 

prélevés et traités thermiquement pendant 10 min à 80°C afin d’inactiver les cellules végétatives 

et sélectionner les cellules thermorésistantes. Les échantillons traités sont ensuite dilués dans 

de l’eau physiologique puis ensemencés en surface sur gélose nutritive. Les boites de gélose 

nutritive sont incubées à 30°C pendant 24h. Les concentrations en cellules totales (non traitées) 

et en cellules thermorésistantes ou spores (traitées à 80°C pendant 10 min) sont déterminées en 

log(UFC/ml). Les suivis de croissance et de germination ont été réalisés en dupliquas pour 

toutes les conditions étudiées.  

2.7.2. Inoculation et énumération des spores et cellules totales dans la matrice 

fromagère 

Les matrices fromagères ont été inoculées par 40 µl d’une suspension de spores diluée dans 

de l’eau distillée stérile, afin d’obtenir une concentration initiale en spores égale à 105 UFC/g 

dans les fromages. Une fois inoculés, les fromages sont mélangés à l’aide d’une spatule stérile 

puis incubés à 30°C afin d’étudier la germination et la croissance de B. weihenstephanensis 

KBAB4 dans ces matrices. A chaque point de prélèvement, l’échantillon de fromage est pesé 
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et son volume est calculé grâce à sa masse volumique précédemment déterminée (0,96 g/ml). 

Le fromage est alors dilué en ajoutant deux volumes d’eau distillée stérile, puis mélangé au 

vortex pendant 2 minutes. La suspension de fromage est pipetée, diluée dans de l’eau 

physiologique et ensemencée sur gélose nutritive par l’ensemenceur automatique (Interscience, 

EasySpiral, France). De plus, à certains points de prélèvement, la suspension de fromage est 

traitée thermiquement pendant 10 minutes à 80°C au bain marie, afin d’inactiver les cellules 

végétatives présentes dans l’échantillon. Cette suspension traitée est diluée dans de l’eau 

physiologique et est ensemencée en surface sur gélose nutritive. Les boites de gélose nutritive 

sont incubées à 30°C pendant 24h. Les concentrations en cellules totales (non traitées) et en 

cellules thermorésistantes ou spores (traitées à 80°C pendant 10 min) sont déterminées en 

log(UFC/g). Les suivis de croissance et de germination ont été réalisés en dupliquas pour toutes 

les conditions étudiées. 

2.8. Modélisation et analyses statistiques  

2.8.1. Modèle de germination 

Le pourcentage de germination de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les milieux a été 

calculé à partir de la concentration en cellules thermorésistantes (spores) déterminée à un temps 

t (NS(t)) sur la concentration initiale de la suspension de spores ajoutée au milieu (NS0). 

L’évolution du pourcentage de germination Pgerm a été ajustée par le modèle suivant (équation 

20), inspiré de Trunet et al. (2020): 

𝑃𝑔𝑒𝑟𝑚(𝑡) = 𝜏𝑔𝑒𝑟𝑚 × [1 − 10
−(

𝑡

𝑡𝑔𝑒𝑟𝑚
)
𝑆𝑔𝑒𝑟𝑚

]  (20) 

Avec 𝑃𝑔𝑒𝑟𝑚(𝑡) le pourcentage de germination des spores au temps t, 𝜏𝑔𝑒𝑟𝑚 la proportion de 

maximale de spores capable de germer, tgerm le temps pour atteindre 90% du nombre de spores 

germées dans la population de spores initiale, 𝑆𝑔𝑒𝑟𝑚 le paramètre de forme de Weibull décrivant 

la dispersion de tgerm dans la population (plus la valeur de Sgerm est grande, plus la dispersion est 

faible).  

Les paramètres du modèle (τgerm, tgerm et Sgerm) sont estimés par minimisation de la somme 

des carrées des écarts (SCE) en utilisant le pourcentage de germination observé et la fonction 

nlinfit (nlinfit function, MatlabR2020a, MathWorks, Natick, MA, USA). Les intervalles de 

confiance à 95% sont estimés par la fonction nlparci (nlparci function, MatlabR2020a, 

MathWorks, Natick, MA, USA).  
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2.8.2. Modèle de croissance  

Les paramètres de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les milieux ont été 

estimés grâce au modèle de Rosso et al., (1995) par minimisation de la somme des carrées des 

écarts (SCE) en utilisant le logarithme de la concentration en cellules totales observée. La 

fonction utilisée est nlinfit (nlinfit function, MatlabR2020a, MathWorks, Natick, MA, USA) et 

les intervalles de confiance à 95% ont été calculés par la fonction nlparci (nlparci function, 

MatlabR2020a, MathWorks, Natick, MA, USA).  

Le modèle de Rosso est décrit par l’équation suivante (équation 21) :  

ln(𝑁𝑡) = {

ln(𝑁0), 𝑡 <  𝜆

ln (
𝑁𝑚𝑎𝑥

1+(
𝑁𝑚𝑎𝑥
𝑁0

)∗𝑒−µ𝑚𝑎𝑥∗(𝑡−𝜆)
) , 𝑡 ≥  𝜆 

 (21) 

Avec 𝑁𝑡 la concentration en cellules totales au temps t, 𝑁0 la concentration en cellules totales 

initiale, 𝜆 le temps de latence, µmax la vitesse maximale de croissance, Nmax la concentration en 

cellules totales maximale.  

2.8.3. Analyses statistiques  

Les qualités d’ajustement des modèles ont été évaluées grâce à la RMSE (Root Mean Square 

Error), calculée par l’équation suivante (équation 22) :  

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
𝑆𝐶𝐸

𝑛 
  (22) 

Avec SCE la sommes des carrées des écarts et n le nombre de données expérimentales. Plus la 

valeur de RMSE est faible, plus le modèle est bien ajusté aux données.  

L’analyse statistique de l’influence des acides inhibiteurs et de la formulation du milieu 

étudié sur les paramètres de croissance et de germination de B. weihenstephanensis KBAB4 

ainsi que sur les paramètres physico-chimiques (distribution granulométrique et diamètre des 

gouttelettes) des émulsions a été réalisée par l’analyse de la variance et la comparaison multiple 

des moyennes (anovan, multcompare functions, Matlab2020a, MathWorks, Natick, MA, USA). 

Pour chaque test statistique, le risque α est fixé à 5%.  

  



Chapitre 4 – Influence de la formulation sur l’activité inhibitrice de l’acide lactique et caprylique 

158 

 
 

3. Résultats 

3.1. Effet de la formulation et des acides sur la structure et la stabilité des 

émulsions H/E 20/80  

La caractérisation physico-chimique des émulsions a été réalisée en mesurant le diamètre 

des gouttelettes et la distribution de la taille des particules, par diffraction de la lumière après 

24h de stockage à 30°C. Les résultats de ces mesures, pour chaque condition étudiée, ont été 

regroupés dans la Figure 27. L’ajout d’acide lactique et d’acide caprylique dans les émulsions 

20/80 HEX_T80 et MGLA_CAS n’a pas d’impact sur le diamètre des gouttelettes et la 

distribution granulométrique. Ces émulsions possèdent des gouttelettes de diamètres moyens 

respectivement égaux à 0,393 ± 0,001 µm et 0,454 ± 0,001 µm dans les conditions optimales et 

des distributions granulométriques respectivement égales à 0,626 ± 0,001 et 0,675 ± 0,001. La 

formulation et le procédé de fabrication des émulsions H/E 20/80 HEX_T80 et MGLA_CAS 

permettent d’obtenir des caractéristiques physicochimiques significativement identiques. 

Cependant, les résultats montrent que les émulsions composées d’hexadécane et de caséinates 

(HEX_CAS) possèdent un diamètre moyen (3,601 ± 0,239 µm sans acide) et une distribution 

granulométrique (3,619 ± 0,367 sans acide) significativement plus élevés que les émulsions 

HEX_T80 et MGLA_CAS. De plus, l’ajout d’acide a un impact sur ces valeurs. La présence 

d’acide caprylique diminue le diamètre moyen des gouttelettes et augmente la distribution 

granulométrique par rapport à la condition sans acide et inversement lorsqu’il y a présence 

d’acide lactique.  

Par ailleurs, la stabilité des émulsions a également été vérifiée après 24 heures de stockage 

à 30°C et sur une période identique à la durée de la croissance bactérienne mesurée, c’est-à-

dire maximum 4 jours. Pour cela, les TSI (Turbiscan Stability Index) ont été calculés pour 

chaque échantillon, et regroupés dans le tableau 12. Sur une période de 24h, les TSI moyens 

obtenus pour chaque émulsion sont inférieurs à 3,0, ce qui témoigne de la stabilité des 

émulsions et de la faible apparition de phénomènes de déstabilisation. Après 4 jours de stockage 

à 30°C, les émulsions étudiées sont toujours stables (TSI < 3). Cependant, il semblerait que 

l’ajout d’acide lactique augmente significativement la valeur de TSI dans les émulsions 

HEX_CAS et MGLA_CAS après 24h et 4 jours de stockage à 30°C. Bien que les émulsions 

HEX_CAS aient des diamètres de gouttelettes supérieurs aux autres formulations, cela ne 

semble pas impacter leur stabilité au cours du temps car les TSI des émulsions sans acide ne 

sont pas significativement différents à 24h et 4 jours.   
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Figure 27 : Diamètres des gouttelettes (A) et distribution de la taille des gouttelettes (B) dans les 

émulsions en fonction de la formulation et de l’acide ajouté (sans acide en noir, avec 0,075 mM 

d'acide caprylique en gris foncé et 250 mM d’acide lactique en gris clair), après 24 h à 30°C. Les 

lettres diffèrent les échantillons dont les moyennes sont significativement différentes (pvalue = 0,05) 

Tableau 12 : TSI des émulsions après 24h et 4 j à 30°C, en fonction de la formulation 

 

A 

B 
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Tableau 13 : Paramètres de germination (A) et de croissance (B) de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les milieux étudiés en fonction de l’absence d’acide, 

de l’ajout de 0,075 mM d’acide caprylique et de l’ajout de 250 mM d’acide lactique. Les valeurs sont les moyennes des estimations réalisées sur deux 

répliquas biologiques indépendants et leur écart-type (BN = Bouillon Nutritif, T80 = Tween 80, CAS = caséinates de sodium, HEX = Hexadécane, MGLA = Matière Grasse 

Laitière).  
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3.2. Effet de l’émulsifiant et des acides sur la germination et la croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 en milieu aqueux  

Les cinétiques de germination et de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 obtenues 

dans les différents milieux étudiés ont permis d’estimer les paramètres de germination (tgerm, 

Sgerm et τgerm) et de croissance (µmax et λ) de la souche en fonction de la formulation du milieu 

et de la concentration en acide caprylique et lactique. L’ensemble des paramètres estimés pour 

chaque matrice, sans inhibiteur, avec 0,075 mM d’acide caprylique et 250 mM d’acide lactique 

sont regroupés dans le Tableau 13.  

Dans un premier temps, l’activité inhibitrice de l’acide caprylique et de l’acide lactique a 

été évaluée en fonction des émulsifiants étudiés dans le bouillon nutritif. Les cinétiques de 

germination et les cinétiques de croissance de la souche obtenues dans le bouillon nutritif (BN), 

le bouillon nutritif supplémenté par 1,5% (p/v) de Tween 80 (BN_T80) ou par 10% (p/v) de 

caséinates de sodium (BN_CAS) sont représentées dans la Figure 29.  

Les comparaisons de moyennes ont montré que l’ajout d’émulsifiants n’a pas d’impact sur 

le temps de germination (tgerm) et sur la dispersion autour de ce temps (Sgerm) estimés dans le 

bouillon nutritif. De plus, l’acide caprylique, à une concentration de 0,075 mM, ne semble pas 

avoir une activité inhibitrice de germination sur B. weihenstephanensis KBAB4 en milieux 

aqueux puisque les paramètres de germination estimés sont identiques à ceux estimés en 

absence d’inhibiteur. Cependant, l’ajout d’acide lactique au bouillon nutritif diminue 

significativement le taux de germination τgerm en présence de Tween 80 et de caséinates (τgerm 

= 0,96 ± 0,04 dans BN_T80 et τgerm = 0,87 ± 0,09 dans BN_CAS avec 250 mM d’acide lactique).  

En ce qui concerne la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les milieux 

aqueux, les paramètres estimés (µmax et λ) sont représentés dans la Figure 28 en fonction de 

l’ajout d’acide et d’émulsifiant. La présence de Tween 80 et de caséinates n’influence pas les 

paramètres de croissance estimés en absence d’acide. De plus, les temps de latence obtenus 

pour chaque condition sont identiques, excepté dans le bouillon nutritif contenant des caséinates 

et de l’acide lactique où ce dernier est significativement plus long (λ = 40,4 ± 9,7 h).  

La présence de Tween 80 semble influencer l’activité inhibitrice de l’acide caprylique et de 

l’acide lactique dans le bouillon nutritif : les taux de croissance obtenus avec acides ne sont pas 

significativement différents de la condition optimale (sans acide) en présence de Tween 80 

contrairement aux taux de croissance obtenus dans le bouillon nutritif seul. La même 

observation peut être faite lors de l’ajout de caséinates au bouillon nutritif sur l’activité 
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inhibitrice de l’acide caprylique, cependant en ce qui concerne l’activité inhibitrice de l’acide 

lactique, l’ajout de cet émulsifiant diminue significativement le taux de croissance de la souche 

(µmax = 0,427 ± 0,218 h-1).  

 

 

Figure 28 : Taux de croissance (A) et temps de latence (B) estimés dans les milieux aqueux en fonction 

de l’émulsifiant et de l’acide ajouté (sans acide en noir, avec 0,075 mM d'acide caprylique en gris 

foncé et 250 mM d’acide lactique en gris clair). Les lettres diffèrent les milieux dont les moyennes des 

paramètres sont significativement différentes (pvalue = 0,05) (BN = Bouillon Nutritif, T80 = Tween 80, CAS = 

caséinates de sodium). 

A 

B 
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Figure 29 : Cinétique de germination (A) et de croissance (B) de B. weihenstephanensis KBAB4 dans du bouillon nutritif (1), du bouillon nutritif supplémenté 

par du Tween 80 (2), du bouillon nutritif supplémenté par des caséinates (3), en absence d’acide inhibiteur (●), en présence de 0,075 mM d’acide caprylique 

(▲) et en présence d’acide lactique (■). Les symboles correspondent aux moyennes des données expérimentales de deux répliquas et leur écart-type, les 

lignes continues noires représentent l’ajustement des modèles. 



Chapitre 4 – Influence de la formulation sur l’activité inhibitrice de l’acide lactique et caprylique 

164 

 

3.3. Effet de l’émulsifiant, de la phase grasse et des acides sur la germination et la 

croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 en émulsion H/E 20/80 

Les cinétiques de croissance et de germination de B. weihenstephanensis KBAB4 obtenues 

dans les émulsions 20/80 en fonction de leur formulation et de l’ajout d’acide sont représentées 

dans la Figure 30 et la comparaison des paramètres de germination et de croissance permettent 

d’évaluer l’influence de la formulation des émulsions sur l’activité inhibitrice de l‘acide 

caprylique et de l’acide lactique.  

Les résultats ont montré que la formulation et l’ajout d’acide ont un impact significatif sur 

le temps de germination et le taux de germination mais n’ont pas d’impact sur la dispersion 

(Sgerm). La présence d’acide lactique dans l’émulsion composée de matière grasse laitière 

augmente significativement le temps de germination (tgerm = 4,65 ± 1,91 h) par rapport aux 

autres formulations. De plus, la présence d’acide lactique dans les émulsions composées de 

caséinates diminue significativement le taux de germination par rapport aux émulsions 

composées de Tween 80 (τgerm = 0,91 ± 0,03 dans HEX_CAS et τgerm = 0,86 ± 0,02 dans 

MGLA_CAS avec 250 mM d’acide lactique). Cependant, les paramètres de germination 

estimés en absence d’acide et avec ajout d’acide caprylique sont égaux pour chacune des 

formulations d’émulsions étudiées. 

Par ailleurs, les paramètres de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 n’ont pas pu 

être estimés dans toutes les émulsions H/E 20/80, notamment dans les émulsions composées 

d’hexadécane et de matière grasse laitière, stabilisées par des caséinates (HEX_CAS et 

MGLA_CAS) et en présence d’acide lactique. En effet, la croissance de la souche n’a pas été 

observée dans l’émulsion HEX_CAS et la croissance d’un seul répliqua sur deux a eu lieu sur 

une durée de 80h dans l’émulsion MGLA_CAS en présence de 250 mM d’acide lactique. Les 

paramètres de croissance estimés pour les autres conditions sont regroupés dans la Figure 31. 

Les résultats ont montré que la formulation de l’émulsion influence le taux de croissance de la 

souche mais pas le temps de latence. Les taux de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 

sont significativement plus élevés dans les émulsions HEX_CAS comparés aux deux autres 

formulations. De plus, une concentration en acide caprylique de 0,075 mM n’a pas d’impact 

sur les paramètres de croissance de la souche en émulsion, quelle que soit la formulation 

étudiée. Cependant, l’ajout d’acide lactique à 250 mM diminue significativement le taux de 

croissance (µmax = 0,887 ± 0,131 h-1) et augmente significativement le temps de latence de B. 

weihenstephanensis KBAB4 (λ= 5,2 ± 0,5 h) dans les émulsions composées d’hexadécane et 

de Tween 80 (HEX_T80). 
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Figure 30 : Cinétique de germination (A) et de croissance (B) de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les émulsions 20/80 avec hexadécane et Tween 80 

(HEX_T80) (1), avec hexadécane et caséinates (HEX_CAS) (2), avec matière grasse laitière et caséinates (MGLA_CAS) (3), en absence d’acide inhibiteur 

(●), en présence de 0,075 mM d’acide caprylique (▲) et en présence d’acide lactique (■). Les symboles correspondent aux moyennes des données 

expérimentales de deux répliquas et leur écart-type et les lignes continues noires représentent l’ajustement des modèles. 



Chapitre 4 – Influence de la formulation sur l’activité inhibitrice de l’acide lactique et de l’acide caprylique  

166 

 
 

 

 

Figure 31 : Taux de croissance (A) et temps de latence (B) estimés dans les émulsions H/E 20/80 en 

fonction de la formulation et de l’acide ajouté (sans acide en noir, avec 0,075 mM d'acide caprylique 

en gris foncé et 250 mM d’acide lactique en gris clair). Les lettres diffèrent les milieux dont les 

moyennes des paramètres sont significativement différentes (pvalue = 0,05) (HEX = Hexadécane, MGLA = 

Matière Grasse Laitière, T80 = Tween 80, CAS = caséinates de sodium). 

  

A 

B 
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3.4. Effet de la concentration en acides sur la germination et la croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 en matrice fromagère  

La germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 ont été évaluées dans les 

matrices fromagères en présence de plusieurs concentrations en acide lactique et en acide 

caprylique ainsi que d’un mélange des deux acides (Tableau 11). Les paramètres de germination 

estimés dans les matrices fromagères en fonction des différentes conditions sont regroupés dans 

le Tableau 14. Ces résultats montrent que la souche est capable de germer rapidement et à un 

taux élevé (τgerm) dans les matrices fromagères, quelle que soit la condition étudiée. Cependant, 

une forte variabilité de germination entre les deux répliquas biologiques pour chacune des 

conditions testées est observée via l’obtention d’écarts-types élevés sur la moyenne de tgerm (par 

exemple dans la condition optimale tgerm = 0,487 ± 0,675 h). En raison de cette forte variabilité, 

l’analyse statistique effectuée n’a montré aucun impact significatif de l’ajout d’acide sur les 

paramètres de germination de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les matrices fromagères.  

Les cinétiques de croissance obtenues dans ces matrices fromagères pour les conditions 

étudiées sont regroupées dans la Figure 32 et les taux de croissance (µmax) et temps de latence 

(λ) estimés à partir de ces cinétiques sont représentés dans la Figure 33. En condition optimale 

(en absence d’inhibiteur), le taux de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans la 

matrice fromagère est égal à 0, 989 ± 0,197 h-1 et le temps de latence est de 7,75 ± 1,68 h. Il 

apparaît que l’ajout d’acide lactique dans ces matrices diminue significativement le taux de 

croissance de la souche, contrairement à l’ajout d’acide caprylique. De plus, seule une 

concentration en acide lactique de 250 mM augmente significativement le temps de latence de 

la souche dans la matrice fromagère (λ = 20,6 ± 5,09 h) comparée aux autres conditions testées. 

Par ailleurs, l’utilisation d’un mélange d’acide lactique à 125 mM et d’acide caprylique à 0,075 

mM et 0,25 mM permet de diminuer significativement le taux de croissance de la souche dans 

le fromage par rapport à la condition optimale et ce dernier est identique à celui estimé en 

présence d’acide lactique seul à la même concentration (125 mM). Le mélange d’acides n’a 

cependant pas d’impact sur le temps de latence de la souche dans ces matrices. De plus, 

l’augmentation de la concentration en acide caprylique n’a pas d’influence sur les paramètres 

de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 lorsque cet acide est utilisé en simultané avec 

l’acide lactique.  
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Tableau 14 : Paramètres de germination de B. weihenstephanensis KBAB4 estimés dans les matrices 

fromagères en fonction des conditions testées. 

 

 

Figure 32:Cinétiques de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les matrices fromagères 

en fonction des conditions étudiées dans les émulsions H/E 20/80 (A), de la concentration en acide 

caprylique (B), de la concentration en acide lactique (C) et du mélange d’acide lactique et d’acide 

caprylique (D). Les symboles correspondent aux moyennes des données expérimentales de deux 

répliquas et leur écart-type et les lignes continues noires représentent l’ajustement des modèles.   
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Figure 33: Taux de croissance (A) et temps de latence (B) estimés dans les matrices fromagères en 

fonction des acides ajoutés et de leur concentration (en mM) (SI = Sans inhibiteur, AC= Acide 

Caprylique, AL = Acide lactique). Les lettres diffèrent les conditions dont les moyennes des 

paramètres sont significativement différentes (pvalue = 0,05).   
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3.5. Influence du milieu sur la germination et la croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 en fonction des acides étudiés  

Afin d’étudier l’influence d’une matrice laitière structurée sur la germination et la 

croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 et sur l’efficacité inhibitrice des acides, des 

analyses statistiques ont été réalisées sur les paramètres estimés dans les différents milieux 

étudiés (en milieux aqueux, en émulsion H/E 20/80 et en matrice fromagère) en présence ou 

non d’acide caprylique (0,075 mM) et d’acide lactique (250 mM) (Tableau 13).  

Dans un premier temps, ces analyses ont montré que les taux de germination de 

B. weihenstephanensis KBAB4 dans les matrices fromagères ne sont pas significativement 

différents des taux de germination obtenus dans les milieux aqueux et les émulsions, en absence 

d’acide et en présence d’acide caprylique et d’acide lactique, tout comme le paramètre de 

dispersion estimé (Sgerm). Cependant, le temps de germination de la souche diminue 

significativement dans les matrices fromagères, quel que soit l’ajout d’acide, par rapport aux 

temps de germination obtenu en bouillon nutritif seul (BN) avec 0,075 mM d’acide caprylique 

et en bouillon nutritif contenant 10% de caséinates (BN_CAS) et 250 mM d’acide lactique. 

Ensuite, les résultats ont montré que les temps de latence de B. weihenstephanensis KBAB4 

estimés dans les matrices fromagères, sans inhibiteur et avec acide caprylique, ne sont pas 

significativement différents des temps de latence estimés dans les milieux aqueux et les 

émulsions H/E 20/80 pour les mêmes concentrations en acide. Cependant, le temps de latence 

estimé en matrice fromagère contenant 250 mM d’acide lactique est significativement plus petit 

que celui estimé dans le milieu BN_CAS en présence d’acide lactique et est significativement 

plus élevé que les temps de latence estimés dans les autres milieux à la même concentration en 

acide lactique (BN, BN_T80, HEX_T80). En ce qui concerne les taux de croissance de la 

souche, il s’avère que le taux de croissance estimé dans la matrice fromagère sans inhibiteur est 

significativement plus petit que celui estimé dans les milieux suivants en absence d’inhibiteur : 

BN, BN_CAS et HEX_CAS. La croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans la matrice 

fromagère en présence d’acide caprylique à 0,075 mM est significativement plus lente que dans 

les milieux BN_T80, BN_CAS, HEX_T80, HEX_CAS, MGLA_CAS contenant la même 

concentration en acide caprylique. Enfin, le taux de croissance de la souche obtenu en matrice 

fromagère avec 250 mM d’acide lactique est significativement plus petit que les taux de 

croissance estimés dans les milieux suivants pour la même concentration en acide lactique : 

BN, BN_T80, et HEX_T80.   
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4. Discussion  

L’objectif de cette étude est d’étudier l’influence d’un changement de formulation dans des 

milieux aqueux, des émulsions H/E et dans une matrice fromagère sur la dynamique de 

germination et de croissance de B. weihenstephanensis dans un premier temps, puis sur 

l’activité inhibitrice de l’acide caprylique et de l’acide lactique. 

4.1. La complexification de la formulation impacte la structure du milieu  

Le changement de l’émulsifiant et de la matière grasse dans l’élaboration des systèmes 

modèles a demandé des ajustements de méthodes de fabrication et a entrainé des modifications 

des caractéristiques physico-chimiques. Ces modifications des caractéristiques physico-

chimiques ont été évaluées via la mesure du diamètre des gouttelettes et de leur distribution 

granulométrique au sein des émulsions H/E.  

Premièrement, le remplacement des tensioactifs non ioniques, le polysorbate 80 (Tween 80) 

et le monoléate de sorbitane (Span 80) à 1,5% (p/v), par les caséinates de sodium à 10% (p/v) 

dans les émulsions composées d’hexadécane a entrainé une augmentation de la distribution et 

de la taille des particules en suspension (Figure 27). Les caséinates de sodium (CAS) sont 

composés d’un mélange de quatre caséines agrégées, comme dans les micelles de caséines : les 

caséines αs1 et αs2, la β-caséine et la κ-caséine qui ont de fortes propriétés amphiphiles et la 

capacité de réduire la tension interfaciale huile-eau lors d’un procédé d’émulsification 

(Dickinson, 2001). Ces protéines sont largement utilisées comme émulsifiant dans les produits 

laitiers pour améliorer certaines fonctionnalités des produits (viscosité, émulsification, pouvoir 

moussant...). Cependant, les émulsions stabilisées par des caséinates sont facilement sujettes à 

la déstabilisation à cause de conditions compositionnelles et environnementales défavorables 

(pH, concentrations en protéines, conditions d’homogénéisation, traitement thermique) (Liao 

et al., 2022). Liang et al., (2014) ont montré qu’à des concentrations en caséinates élevées (entre 

6 et 10% [p/p]), la formation du réseau de gouttelettes est retardée et diminuée en raison de la 

viscosité plus élevée de la phase continue, expliquant ainsi l’augmentation de la distribution 

granulométrique et de la taille des particules dans les émulsions HEX_CAS par rapport aux 

émulsions HEX_T80. De plus, de Figueiredo Furtado et al. (2017) ont montré que des 

émulsions stabilisées avec des caséinates possèdent des diamètres de gouttelettes réduits 

lorsque le temps de sonication augmente, expliquant ici la diminution de la taille des particules 

dans les émulsions MGLA_CAS par rapport aux émulsions HEX_CAS. Enfin, les caséinates 
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de sodium sont considérés comme très stables à la chaleur en raison de leur nature micellaire et 

de l’absence de structure globulaire mais l’application d’un traitement thermique affecte la 

stabilité des émulsions stabilisées par ces protéines (Ma & Chatterton, 2021). Srinivasan et al., 

(2002) ont constaté qu’après un traitement thermique à 121°C pendant 15 min, les émulsions 

stabilisées par des caséinates sont plus stables que les émulsions non traitées. Ce phénomène 

expliquerait l’obtention d’émulsions présentant plus de déstabilisations après 4 jours de 

stockage à 30 °C (2,40 ± 0,19 et 2,54 ± 0,77) pour les émulsions stabilisées avec des caséinates 

chauffés à 110°C pendant 10 min (Tableau 12) comparées aux émulsions stabilisées par des 

caséinates préalablement chauffés à 121°C pendant 21 minutes. 

En ce qui concerne la matrice fromagère, des mesures rhéologiques pourraient être 

effectuées en fonction des conditions testées afin de caractériser les propriétés structurales de 

la matrice et d’étudier l’influence des concentrations en acides sur la structure du produit. En 

effet, lorsque le lait coagule et devient du fromage, il subit un processus appelé synérèse qui 

modifie les caractéristiques rhéologiques et texturales du fromage (Fagan et al., 2017) et affecte 

potentiellement le développement de B. weihenstephanensis KBAB4. D’un point de vue 

physico-chimique, le fromage est un gel colloïdal composé d’une matrice de caséine 

polymérique qui emprisonne la matière grasse du lait, les protéines du lactosérum, le lactose et 

l’eau. Dans notre étude, la matrice de caillé obtenue à partir de lait UHT, de sels de calcium et 

de présure microbienne, sans ajout de ferments lactiques, correspond à la définition d’un 

fromage frais, non affiné (FAO, 2022). Parmi les fromages frais non affinés, le Burgos est défini 

par un pH neutre compris entre 6,44 et 6,88, une humidité relative comprise entre 70,9 et 85,9% 

(p/p), une composition en protéine comprise entre 9,0 et 18,1% (p/p) et en matière grasse qui 

peut varier entre 4 et 14% (p/p), d’après des analyses physico-chimiques réalisées sur 15 

fromages de type Burgos achetés dans le commerce par Hueso et al. (2023). Des mesures 

supplémentaires doivent être réalisées pour vérifier que les matrices fromagères produites en 

laboratoire puissent être considérées comme du Burgos modèle.  

4.2. La formulation du milieu influence avant tout la croissance de la souche  

Dans un premier temps, l’influence d’un changement de formulation dans les milieux a été 

étudiée sur les cinétiques de germination et de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4.  

L’ajout de Tween 80 à 1,5 % (p/v) dans le bouillon nutritif ou dans l’émulsion H/E 20/80 

n’affecte pas les paramètres de germination et de croissance de la souche. Léonard-Akkari et 

al. (2018) ont montré que le Tween 80 ralentit la germination de B. weihenstephanensis KBAB4 
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à pH 5,5 et ralentit la croissance pour une concentration supérieure à 2% (p/v) à pH 6,0. De 

plus, la présence de 10% (p/v) de caséinates de sodium dans le milieu nutritif n’influence pas 

les paramètres de germination et de croissance de la souche mais modifie la croissance dans les 

émulsions 20/80. Peu d’étude ont montré l’effet des caséinates de sodium sur la croissance 

bactérienne mais l’augmentation du taux de croissance dans l’émulsion HEX_CAS par rapport 

aux émulsions composées de Tween 80 et d’hexadécane (HEX_T80) ou de caséinates et de 

matière grasse laitière (MGLA_CAS) pourrait s’expliquer par l’augmentation du diamètre 

moyen des gouttelettes. De plus, B. weihenstephanensis KBAB4 est une bactérie protéolytique, 

ce qui signifie qu’elle peut métaboliser les acides aminés et peptides issus de la digestion des 

protéines, comme les caséinates, en tant que source de carbone et d’énergie (Guillemet et al., 

2010). L’accès à ces sources de nutriments pourrait être facilité dans ces émulsions, et ainsi 

favoriser la croissance, sans entrainer de déstabilisations de l’émulsion.  

Par ailleurs, les résultats indiquent également que le développement de 

B. weihenstephanensis KBAB4 dans la matrice fromagère entraine une baisse du taux de 

germination et de croissance, et une augmentation significative du temps de latence de la souche 

(Tableau 13). La présence de sels ou bien le passage de l’état liquide structuré des milieux 

nutritifs ou des émulsions H/E à l’état solide sous forme de gel de caséines de la matrice 

fromagère entrainerait une réduction de la mobilité des bactéries dans la matrice, ce qui 

diminuerait leur prolifération (Wilson et al., 2002). L’effet d’un état semi-solide d’un aliment 

sur la mobilité et la diminution de croissance de microorganisme a été constaté de nombreuses 

fois dans de précédentes études (Boons et al., 2015; Brocklehurst et al., 1997; Mertens et al., 

2009). 

4.3. L’activité inhibitrice de germination et de croissance de l’acide caprylique est 

impactée par la formulation du milieu  

L’acide caprylique ou acide octanoïque est un acide gras saturé à moyenne chaine de 

carbone (C8) naturellement présent dans le lait de vache (0,038 g/100g), le lait de chèvre (0,072 

g/100g) et donc dans le fromage en général à une concentration égale à 0,41 g/100g (ANSES, 

2020). Il s’agit d’un composé alimentaire généralement reconnu comme sûr (Generally 

Recognized As Safe) par la FAO (Food and Agriculture Organization) (JECFA, 2000), c’est 

pourquoi son utilisation est d’intérêt en tant qu’antibactérien dans les aliments dans le contexte 

du clean label. L’activité antimicrobienne de l’acide caprylique envers des bactéries sporulées 

pathogènes est reconnue (Batovska et al., 2009; Brul & Coote, 1999; Hsiao & Siebert, 1999). 
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Une étude précédente a constaté que l’inhibition de croissance de B. weihenstephanensis 

KBAB4 par l’acide caprylique est causée par sa forme non dissociée (Dutoit et al., 2024), 

capable de pénétrer à travers la membrane bactérienne provoquant une acidification du pH 

intracellulaire et entrainant la mort de la cellule (Lambert & Stratford, 1999).  

Dans cette étude, les résultats montrent que l’acide caprylique à une concentration de 

0,075 mM possède une activité antimicrobienne contre B. weihenstephanensis KBAB4 en 

milieu nutritif qui se traduit par une diminution du taux de croissance (Figure 28). L’activité 

inhibitrice de germination de l’acide caprylique n’a pas été observée à la concentration choisie 

dans le milieu nutritif : bien qu’une augmentation du temps de germination ait été observée, 

elle n’est pas significative par rapport à la condition optimale (Tableau 13).  

Par ailleurs, les résultats ont montré que l’acide caprylique à une concentration de 

0,075 mM ne permet pas l’inhibition de la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 

lorsqu’il est ajouté dans un milieu aqueux en présence d’un émulsifiant (Figure 28). L’ajout de 

Tween 80 ou de caséinates de sodium dans le milieu nutritif augmente le taux de croissance 

bactérien en présence d’acide caprylique mais n’impacte pas le temps de latence. Des études 

ont montré que la présence d’émulsifiants peut empêcher les composés inhibiteurs d’interagir 

avec les microorganismes (Kadri et al., 2017). En effet, l’acide caprylique interagirait avec les 

émulsifiants présents dans le milieu, ce qui réduirait sa disponibilité envers les bactéries. Le 

Tween 80 est une molécule amphiphile qui a la capacité de former des micelles dans un milieu 

aqueux lorsque sa concentration est supérieure à la CMC. La concentration en Tween 80 utilisée 

dans le milieu aqueux (1,5 % p/v) est 750 fois supérieure à la CMC égale à 0,020 mg/ml 

(Mahmood & Al-koofee, 2013), donc il y a présence de micelles de Tween 80 dans le milieu. 

Ces micelles créent des environnements hydrophobes capables de solubiliser les composés 

lipophiles tels que l’acide caprylique (Berton-Carabin et al., 2014) et réduisent ainsi leurs 

interactions avec les bactéries présentes dans le milieu. De plus, les protéines laitières, telles 

que les caséinates, utilisées en tant qu’émulsifiants sont également susceptibles d’interagir avec 

les composés inhibiteurs présents dans le milieu, expliquant la baisse d’activité inhibitrice de 

l’acide caprylique dans le milieu BN_CAS par rapport au milieu BN (Figure 28). Les protéines 

ont la capacité de former des complexes avec des lipides (Davidson et al., 2021), diminuant la 

disponibilité de ces composés et donc leur interaction avec les bactéries.  

Cette baisse d’inhibition de la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 a également 

été observée dans les émulsions H/E quelle que soit la formulation. En effet, pour chaque 

formulation étudiée les paramètres de croissance estimés en présence d’acide caprylique ne sont 
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pas significativement différents de la condition sans inhibiteur (Figure 31). L’acide caprylique 

est une molécule lipophile avec un coefficient de partage octanol/eau élevé (log P = 3,05). Cette 

caractéristique impacte sa localisation dans l’émulsion et sa répartition entre la phase grasse et 

la phase aqueuse (Léonard-Akkari et al., 2018). Or, l’efficacité inhibitrice d’un composé dans 

une émulsion dépend de la concentration disponible dans la phase aqueuse, phase dans laquelle 

les bactéries sont localisées (Brocklehurst & Wilson, 2000; Terjung et al., 2012). Des mesures 

des concentrations en acide caprylique dans les différentes phases de l’émulsion par 

chromatographie en phase gazeuse pourraient être effectuées pour vérifier cette hypothèse.  

De plus, le traitement thermique appliqué à la phase aqueuse (contenant les caséinates) avant 

émulsification pourrait affecter l’activité antimicrobienne de l’acide caprylique. Pestana et al., 

(2015) ont montré que la quantité d’acide caprylique dans le lait était réduite après une 

pasteurisation ou un traitement à Ultra Haute Température (UHT).  

Enfin, les résultats ont montré que l’activité inhibitrice de l’acide caprylique est également 

absente en matrice fromagère à une concentration de 0,25 et 0,075 mM (Figure 33). La 

diminution de l’activité inhibitrice de l’acide caprylique dans les matrices fromagères pourrait 

s’expliquer par des interactions avec les autres constituants de la matrice. Les propriétés 

inhibitrices des acides gras et leurs dérivés sont affectées par la présence de protéines, de lipides 

tels que les phospholipides ou d’autres agents tensioactifs tels que le cholestérol, tous présents 

dans le lait (Davidson et al., 2021). Hauerlandová et al., (2014) ont obtenu des résultats 

similaires : une baisse d’activité inhibitrice de la monolaurine a été observée dans du fromage 

fondu contre la croissance de bactéries sporulées. 

4.4. L’activité inhibitrice de germination et de croissance de l’acide lactique est 

influencée par la présence de caséinates, qui entrainent une diminution du pH  

L’acide lactique est un acide organique faible, soluble dans l’eau. Il s’agit de la substance 

caractéristique des produits laitiers fermentés puisqu’il est issu de la fermentation du lactose 

par les bactéries lactiques, représentant jusqu’à 95% des acides organiques totaux dans le 

fromage (Akalin et al., 2002; Zeppa et al., 2001). L’acide lactique est un composé GRAS 

(Generally Recognized as Safe) largement utilisé comme conservateur dans les aliments en 

raison de sa facilité d’utilisation, sa rentabilité et son potentiel antimicrobien (Ramirez-

Hernandez et al., 2018). Son action inhibitrice est reconnue sur un grand nombre de bactéries 

pathogènes d’origine alimentaire grâce à ses propriétés dépendantes du pH (Adams & Hall, 

1988; Coban, 2020; Stanojević-Nikolić et al., 2016; Wang et al., 2014). La forme non dissociée 
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de l’acide lactique pénètre à travers les membranes bactériennes et se dissocie dans le 

cytoplasme provoquant une augmentation de la concentration en ions dans la cellule. La 

maîtrise de l’efflux de protons par la bactérie et l’acidification du pH intracellulaire entraine la 

mort de la cellule (Stratford & Eklund, 2003).  

L’activité inhibitrice de croissance de l’acide lactique a été confirmée sur 

B. weihenstephanensis KBAB4 à une concentration de 250 mM dans le bouillon nutritif via la 

diminution du taux de croissance de la souche (Figure 28) mais il ne semble pas avoir d’impact 

sur la germination dans ce milieu.  

De plus, en fonction de leur nature, l’ajout d’émulsifiants au bouillon nutritif impacte l’activité 

inhibitrice de l’acide lactique. La présence de Tween 80 dans le milieu pourrait permettre la 

formation d’une couche hydrophobe protectrice autour des spores et des cellules végétatives de 

B. weihenstephanensis KBAB4, réduisant ainsi l’action de l’acide lactique sur les membranes 

bactériennes. Cependant, il a été observé que l’acide lactique maintient ses propriétés 

inhibitrices dans les émulsions H/E stabilisées par du Tween 80 (Figure 31), ce qui confirme 

l’absence de diffusion de l’acide entre les phases (Léonard-Akkari et al., 2018).  

En ce qui concerne les caséinates, leur présence diminue fortement le taux de germination 

et de croissance de la souche et augmente son temps de latence en milieu nutritif. Dans les 

émulsions H/E stabilisées par des caséinates et en présence d’acide lactique, la croissance n’a 

pas été constatée (Figure 30). Suite à ces observations, des mesures de pH ont été réalisées dans 

ces milieux et l’effet de la concentration en acide lactique non dissocié évalué. Après un cycle 

de stérilisation de 10 min à 110°C, le pH de la phase aqueuse composée de CAS et d’acide 

lactique est égal à 5,63 ± 0,04 tandis qu’en absence d’acide inhibiteur, et après un cycle de 

stérilisation de 21 min à 121°C, le pH de la phase aqueuse contenant des CAS est égale à 6,19 

± 0.04. De plus, les pH des émulsions HEX_CAS et MGLA_CAS avec 250 mM d’acide 

lactique sont respectivement égaux à 5,69 ± 0,04 et 5,71 ± 0,04 alors que les émulsions 

HEX_CAS et MGLA_CAS sans inhibiteur ont des pH égaux à 6,12 ± 0,01 et 6,24 ± 0,04. Ainsi 

le traitement thermique de la phase aqueuse en présence d’acide lactique diminue le pH des 

milieux ce qui influence la proportion d’acide lactique non dissociée. La proportion d’acide non 

dissociée atteinte dans ces milieux est égale à 3,64 et 3,48 mM dans les émulsions stabilisées 

par des caséinates et composées d’hexadécane et de matière grasse laitière respectivement. 

Cette concentration est supérieure à la CMI de l’acide estimée en bouillon nutritif (CMIAL non 

dissocié = 2,50 ± 0.12 mM) et inhibe donc complètement la croissance de la souche. Ces 

hypothèses pourraient être vérifiées en étudiant des concentrations en acide lactique total plus 
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faibles dans ces milieux. De plus, la germination de B. weihenstephanensis KBAB4 a été 

également inhibée par l’acide lactique dans ces milieux, atteignant un taux de germination de 

0,859 ou 0,910. Sun et al., (2021) ont montré que l’effet d’un pH faible sur les spores est limité 

mais qu’avec une combinaison d’acide lactique et d’acide acétique à un niveau de stress doux, 

la croissance de spores peut être empêchée pendant trois mois dans des sauces alimentaires. Il 

serait pertinent d’étudier si une modification des conditions environnementales du milieu, telle 

qu’une élévation du pH, pourrait induire la germination des 9 à 15% de spores dormantes 

restantes, dans le but de mieux contrôler la persistance des spores dans les aliments.  

Dans les matrices fromagères, en présence d’acide lactique à 250 mM, une diminution du 

taux de croissance a également été observée ainsi qu’une augmentation du temps de latence 

comparé à la condition optimale (Figure 33). Dissanayake et al., (2013) ont montré que les 

protéines de lait ont une plus grande tendance à former des agrégats de poids moléculaires 

élevés à pH acide et cette tendance est plus marquée en présence d’acide lactique. La formation 

d’agrégats de protéines dans les matrices serait donc à vérifier, ces derniers pourraient interagir 

avec les spores et cellules végétatives bactériennes et inhiber leur développement. Par ailleurs, 

à une concentration de 125 mM l’acide lactique inhibe également la croissance de la souche 

dans la matrice fromagère en diminuant son taux de croissance mais n’impact pas son temps de 

latence (Figure 33). Des résultats similaires ont été obtenus dans des matrices laitières (Tirloni 

et al., 2021; Wong et al., 1988), démontrant et confirmant le potentiel antimicrobien de l’acide 

lactique dans des matrices alimentaires. Par ailleurs, l’utilisation combinée des deux acides 

organiques, aux caractéristiques physico-chimiques différentes, dans les matrices fromagères 

étudiées ne semblent pas être avantageuse puisque l’inhibition de croissance obtenue semble 

être le résultat de l’action seule de l’acide lactique. Des combinaisons d’acides organiques à 

faible hydrophobicité (ex. acide acétique ou propionique) pourraient être testées afin d’évaluer 

l’effet synergique de ces acides sur la germination et la croissance de B. weihenstephanensis 

KBAB4 dans des matrices fromagères.  

 

La figure 34 résume schématiquement l’effet d’une augmentation de la complexité de 

composition et de structure de certains milieux étudiés (BN, BN_CAS, MGLA_CAS et la 

matrice fromagère) sur l’activité inhibitrice de l’acide caprylique et de l’acide lactique sur la 

germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4, comparés à la condition 

optimale (sans inhibiteur).  
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5. Conclusion  

En conclusion, la germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 ne sont 

pas impactées par la présence d’un tensioactif non ionique (le Tween 80) à une concentration 

de 1,5% (pV) et par des caséinates de sodium à 10% (p/v) dans un milieu nutritif sans inhibiteur. 

La présence d’une phase dispersée, quelle que soit sa nature, peut modifier la structure de 

l’émulsion, notamment la taille des gouttelettes en suspension, en fonction du procédé 

d’homogénéisation et cela peut avoir un impact sur la croissance de la souche dans ce milieu. 

De plus, au sein d’une matrice fromagère élaborée en laboratoire, la croissance est diminuée. 

La structure gélifiée de la matrice ou la présence de sels apparaissent alors comme des facteurs 

de stress supplémentaires, réduisant la répartition spatiale des bactéries ou affectant leur 

développement.  

La formulation des milieux influence cependant les propriétés inhibitrices de l’acide 

caprylique. L’acide caprylique perd l’activité inhibitrice de croissance observée en milieu 

nutritif seul une fois ajouté en présence d’émulsifiants, dans des émulsions H/E quelle que soit 

la nature des ingrédients et dans des matrices fromagères. Cette baisse d’activité est le résultat 

d’interactions avec les constituants des milieux et de sa distribution/localisation entre les phases 

de la matrice en raison de son caractère lipophile. L’efficacité inhibitrice de l’acide lactique, 

quant à elle, est fortement impactée par la présence de caséinates au sein du milieu mais elle 

n’est pas influencée par la nature de la phase grasse. L’activité inhibitrice de l’acide lactique 

est effective dans des émulsions stabilisées par des tensioactifs non ioniques, et celle-ci 

s’intensifie lorsque les émulsions sont stabilisées par des caséinates de sodium. La baisse du 

pH dans ces milieux conduit à concentration accrue en acide lactique non dissocié, ce qui inhibe 

la germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4.  

De plus, ces résultats concernant les propriétés inhibitrices de l’acide caprylique et lactique 

en émulsions, ont été validés dans les matrices fromagères. Cela confirme la pertinence des 

observations faites à l’échelle du laboratoire dans des matrices modèles pour des applications à 

grande échelle dans des matrices alimentaires réelles. Ces conclusions soulignent l’intérêt direct 

de cette étude pour les industriels du secteur laitier.  

Les caractéristiques physico-chimiques des agents antimicrobiens, leurs interactions avec 

les différents ingrédients en fonction de leur nature et les conditions environnementales du 

système doivent être prises en compte pour évaluer leurs propriétés inhibitrices dans des 

matrices alimentaires. 
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Figure 34 : Hypothèses de l’effet de la complexification de la formulation d’une matrice sur la germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 

et sur les activités inhibitrices de l’acide caprylique et de l’acide lactique (BN = Bouillon Nutritif, CAS = caséinates de sodium, MGLA = Matière Grasse Laitière). La 

représentation schématique de la matrice fromagère est inspirée du schéma de Wilson et al., (2002). 
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L’utilisation de composés inhibiteurs naturels a été largement étudié pour contrôler la 

multiplication de microorganismes pathogènes et d’altérations dans l’alimentation. Néanmoins 

ces composés peuvent présenter une baisse d’efficacité lors de leur mise en œuvre dans les 

aliments en raison de la complexité structurelle et physico-chimique des matrices alimentaires 

(Weiss et al., 2015). L’objectif général de la thèse était de mettre en évidence les interactions 

entre bactéries sporulées, composés inhibiteurs et constituants des aliments afin de mieux 

comprendre l’impact des propriétés physico-chimiques d’acides inhibiteurs sur leur activité 

antibactérienne au sein de systèmes biphasiques, i.e des émulsions huile dans eau. Pour cela, 

l’activité inhibitrice de certains composés a été évaluée dans un milieu nutritif liquide (Chapitre 

2), puis dans une émulsion huile-eau modèle (Chapitre 3) et dans des émulsions huile-eau 

composées d’ingrédients laitiers et enfin dans des matrices fromagères (Chapitre 4).  

L’étude a été menée sur la bactérie sporulée B. weihenstephanensis KBAB4, considérée comme 

un modèle du groupe B. cereus. Cette bactérie, psychrotrophe, peut contaminer les aliments 

réfrigérés constituant un risque pour la santé des consommateurs et générant des pertes 

économiques pour les industriels en cas d’altération des produits (Antolinos et al., 2012). 

Les caractéristiques physico-chimiques des composés inhibiteurs influencent leur 

activité inhibitrice de croissance sur B. weihenstephanensis KBAB4, en milieu nutritif.  

Les caractéristiques physico-chimiques de sept composés inhibiteurs (l’acide acétique, 

lactique, propionique, phényllactique, caprylique, laurique et la monolaurine) ont été mises en 

relation avec les propriétés inhibitrices en milieu nutritif (CMI, CNI, α) afin d’évaluer leur 

efficacité inhibitrice (Chapitre 2).  

Cette étude a révélé que la forme de l’acide responsable de l’inhibition de la croissance 

varie en fonction de la structure chimique du composé et de son pKa. La forme active des acides 

carboxyliques à courte et moyenne chaine de carbone sur l’inhibition de la croissance 

bactérienne est la forme non dissociée, responsable de la diminution du pH intracellulaire, 

comme il a été largement reconnu dans la littérature (Brul & Coote, 1999; Lambert & Stratford, 

1999). L’efficacité inhibitrice des acides acétique, lactique, propionique, phényllactique et 

caprylique est donc dépendante du pH, ils sont à privilégier en tant qu’agents antimicrobiens 

dans des environnements à pH acide. Cependant, les propriétés inhibitrices de l’acide laurique 

et de la monolaurine ne sont pas affectées par le pH de l’environnement, ces composés inhibent 

la croissance de B. weihenstephanensis grâce à leur forme totale, soulignant un mode d’action 

différent de ces composés sur la membrane bactérienne.  
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Le mode d’action des composés sur les cellules pourrait être approfondi par cytométrie en 

flux grâce à la mesure du pH intracellulaire ou du potentiel membranaire par exemple (Léonard 

et al., 2016). Les bactéries sont capables de s’adapter à des conditions environnementales 

changeantes en intégrant des acides gras exogènes à leur membrane, l’identification et la 

quantification des acides gras membranaires pourrait également mettre en évidence 

l’adaptabilité de la bactérie en réponse à ces acides (De Sarrau et al., 2012). Par ailleurs, des 

approches biophysiques qui simulent les membranes bactériennes, telles que les liposomes, 

pourraient également être envisagées pour étudier le mode d’action des acides gras à longues 

chaines et des monoglycérides sur la membrane. Ces approches, couplées à d’autres techniques 

(fluorescence, microscopie, DLS, etc.), permettent d’étudier les interactions entre des lipides 

antimicrobiens et des membranes phospholipidiques modèles en mesurant des comportements 

morphologiques comme les fluctuations de taille des liposomes, la fission ou fusion 

membranaire ou encore la fluidité membranaire (Yoon et al., 2018). Une étude a d’ailleurs 

découvert que l’acide laurique et la monolaurine présentent tous deux un comportement 

disruptif envers des bicouches lipidiques supports (Supported Lipid Bilayers), principalement 

à une concentration supérieure à leur CMC, mais que le type d’interactions et de translocations 

formées est différent en fonction de la nature du composé (acide gras ou monoglycéride) (Yoon 

et al., 2015). Ces différentes méthodes permettraient d’optimiser l’utilisation de composés 

inhibiteurs en fonction de leur concentration et de leurs caractéristiques physico-chimiques 

envers les membranes bactériennes.  

Deux modèles prévisionnels ont été comparés pour déterminer les propriétés inhibitrices 

des composés, le modèle de Luong (1985) et le modèle de Lambert & Pearson (2000). Ces 

modèles intègrent des paramètres non biologiques (α) ou biologiques (CNI) pour estimer la 

CMI du composé dans le milieu nutritif. La comparaison de ces modèles prévisionnels présente 

plusieurs avantages. Premièrement, cela a permis d’évaluer et comparer la qualité d’ajustement 

des modèles en fonction du composé étudié et de ses caractéristiques. L’étude a révélé que le 

modèle de Luong (1985) permettait un meilleur ajustement et une meilleure estimation des 

paramètres d’inhibition des acides organiques à faible poids moléculaire (l’acide acétique, 

lactique, propionique) tandis que le modèle de Lambert & Pearson (2000) permet un meilleur 

ajustement et une meilleure estimation des paramètres d’inhibition des composés avec un poids 

moléculaire plus élevé (l’acide phényllactique, caprylique, laurique et la monolaurine).  

L’utilisation et la comparaison de ces deux modèles a permis de prendre en compte l’importance 

de paramètres complémentaires à la CMI dans l’évaluation des propriétés inhibitrices de 
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composés antibactériens et ainsi renforcer la compréhension de leur efficacité inhibitrice. Le 

paramètre α, caractérisant l’allure de la courbe et la réponse du microorganisme aux variations 

de concentrations en agent antibactérien, n’est pas corrélé à la CMI dans le modèle de Luong 

(1985). Les agents antibactériens efficaces selon ce modèle sont donc des composés présentant 

une faible CMI (acide lactique, phényllactique, caprylique, laurique et la monolaurine). 

Cependant, la CNI ou concentration en dessous de laquelle la croissance de la souche n’est pas 

impactée par la concentration du composé, estimée par le modèle de Lambert & Pearson (2000) 

est fortement corrélée à la valeur de la CMI. Selon ce modèle, l’efficacité inhibitrice d’un 

composée est reflétée par une faible CNI et une faible CMI, qui sont retrouvées pour l’acide 

phényllactique, caprylique, laurique et la monolaurine. Par conséquent, selon le modèle 

prévisionnel appliqué et la corrélation entre les paramètres estimés, l’efficacité inhibitrice des 

composés est exprimée différemment. Les utilisateurs de ces modèles doivent donc prendre en 

compte ces nuances lors de leur application pour évaluer et comparer les propriétés inhibitrices 

de ces composés.  

Ces observations mettent cependant en évidence qu’augmenter le nombre de carbone dans 

la structure chimique d’un composé ou ajouter un groupement aromatique est lié à une 

diminution du coefficient de partage de la molécule et à l’obtention d’une CMI plus faible, 

soulignant l’implication de la structure chimique et de l’hydrophobicité de la molécule. Ainsi, 

l’efficacité inhibitrice d’un agent antibactérien est le résultat de sa lipophilicité se traduisant 

soit par une plus forte dissociation à pH acide en fonction de son pKa ou par sa structure 

chimique induisant un coefficient de partage plus élevé. Il serait utile d’étendre ces observations 

à plusieurs espèces du groupe B. cereus, afin d’évaluer la diversité intraspécifique. Enfin, ces 

résultats pourraient améliorer les modèles existants qui prédisent la Concentration Minimale 

Inhibitrice de composés en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques (Hsiao & 

Siebert, 1999; Nakai & Siebert, 2003, 2004).  

Les propriétés inhibitrices des acides organiques et la culturabilité de 

B. weihenstephanensis KBAB4 sont impactées par l’exposition à un système biphasique.  

La lipophilicité des acides traduit leur efficacité inhibitrice en milieu aqueux, cependant elle 

traduit également leur affinité pour une phase organique. L’inhibition de croissance de 

B. weihenstephanensis KBAB4 a donc été comparée dans un milieu nutritif et dans une 

émulsion huile dans eau 50/50 modèle en absence d’acide ou en présence d’acide acétique, 

lactique, caprylique et laurique à une concentration donnée à pH 6,0 et 5,5.  
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Cette étude a avant tout mis en évidence la limite de la méthode de dénombrement sur boite 

de Pétri pour étudier la croissance de la souche dans des milieux biphasiques. Une baisse 

inattendue des concentrations cellulaires de la souche, suivie d’une soudaine augmentation, a 

été observée lorsque les cellules ont été incubées en émulsion modèle puis cultivées sur milieu 

BHA. Ces observations ont été faites dans les émulsions en absence d’acide et en présence 

d’acide acétique, caprylique et laurique aux deux pH étudiés. Elles n’ont pas permis 

l’ajustement du modèle de croissance (modèle de Rosso et al., 1995) et l’estimation des 

paramètres pour comparer l’activité inhibitrice des acides.  

Une méthode alternative par cytométrie en flux a été développée afin d’évaluer la viabilité 

cellulaire de B. weihenstephanensis KBAB4 au sein de l’émulsion modèle, en utilisant des 

marqueurs fluorescents d’acides nucléiques. Cette méthode a offert l’avantage d’une 

visualisation directe de l’évolution de la quantité de cellules végétatives au sein de l’émulsion, 

sans avoir recours à une séparation des phases et à une déstructuration de la matrice. De plus, 

cette méthode a permis de confirmer l’intégrité membranaire des cellules incubées dans 

l’émulsion modèle au cours du temps, en absence d’inhibiteur, soulignant la capacité de 

croissance de la souche dans cette matrice. Ces résultats ont alors mis en évidence une perte de 

culturabilité de la souche sur le milieu et l’apparition d’un état viable mais non cultivable 

(VBNC) de B. weihenstephanensis KBAB4 sur le milieu BHA suite à son exposition à une 

émulsion H/E. Par définition, les bactéries en état VBNC ne sont plus capables de recouvrir sur 

un milieu gélosé de laboratoire alors qu’elles sont toujours vivantes et maintiennent une activité 

métabolique et une intégrité membranaire dans le milieu dans lequel elles sont incubées (Oliver, 

2005). Cette étude montre un risque pour la santé publique que peut représenter la sous-

détection de bactéries pathogènes métaboliquement viables mais incapable de recouvrir sur un 

milieu gélosé. Cela peut entrainer un niveau de contamination élevé des produits alimentaires, 

non détecté en raison de résultats faussement négatifs lors des contrôles microbiologiques mis 

en place par les industriels. C’est pourquoi, il serait intéressant de vérifier l’apparition de ce 

phénomène sur des milieux gélosés sélectifs du groupe B. cereus régulièrement utilisés pour 

leur dénombrement dans les aliments, tels que le milieu gélosé MYP (au mannitol, jaune d’œuf 

et polymixine), le milieu BACARA, le milieu COMPASS BC conformes à la norme de 

référence NF EN ISO 7932 (AFNOR, 2005). De plus, il serait essentiel de vérifier et de 

caractériser si la perte de culturabilité sur le milieu BHA est une caractéristique commune du 

groupe B. cereus, en étudiant d’autres souches pathogènes issues des différents groupes de 

B. cereus sl, représentatives de la diversité génétique et phénotypique (Carlin et al., 2013; 
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Guinebretière et al., 2008). Ces résultats permettraient une meilleure évaluation du potentiel 

risque que représente cette perte de culturabilité pour la santé publique.  

Grâce à l’utilisation d’un milieu gélosé de composition similaire à l’émulsion modèle ou 

encore à l’addition d’agents anti-ROS sur le milieu BHA comme la catalase et la thiourée, la 

souche a retrouvé sa capacité de recouvrement sur ces milieux. En dénombrant sur ces milieux 

gélosé exempt de ROS, la croissance de la souche n’a pas été impactée par la présence d’une 

phase grasse dispersée, en condition optimale. Les substances réactives à l’oxygène (ROS) sont 

donc impliquées dans la perte de culturabilité de B. weihenstephanensis KBAB4 sur le milieu 

BHA, en raison de l’accumulation de peroxyde d’hydrogène issu de l’autoclavage simultané de 

l’agar et du phosphate présents dans le milieu de culture (Watanabe et al., 2022). Ces résultats 

mettent ainsi en évidence l’incapacité des cellules à neutraliser le peroxyde d’hydrogène généré 

sur le milieu BHA, comme il a déjà été constaté sur d’autres microorganismes (Hong et al., 

2019; Kong et al., 2004; O’Donoghue et al., 2016). L’accumulation de H2O2 métabolique, 

attribuée à une faible activité de la catalase a été identifiée comme facteur principal contribuant 

à la réduction de la capacité de formation de colonies des cellules exposées à un stress (Juven 

& Pierson, 1996).  

Par ailleurs, le développement d’un modèle simulant l’évolution des cellules viables dans 

les émulsions modèles 50/50 en présence d’acide a permis de caractériser le phénomène de 

perte de culturabilité (la proportion maximale Pmax, le temps d’apparition tina, la dispersion du 

temps d’apparition σ et le temps de résurrection trec) de B. weihenstephanensis KBAB4 sur 

BHA. La diminution du pH n’affecte pas la proportion de cellules incapables de recouvrir sur 

le milieu BHA (Pmax) mais retarde l’apparition de la perte de culturabilité (tina) et de la capacité 

de recouvrement (trec). Dans la majorité des conditions étudiées, la perte de culturabilité (tina) 

apparait avant la phase exponentielle entre 4h et 16h d’incubation et la capacité de 

recouvrement des cellules (trec) est retrouvée pendant la phase stationnaire (entre 8 h et 28 h 

d’incubation), suggérant un lien avec la densité cellulaire. La restauration de la culturabilité des 

cellules pourrait être due à une résistance accrue aux stress oxydatifs pendant la phase 

stationnaire résultant de la mise en place d’une réponse aux stress par les cellules induite par le 

manque de nutriments et une meilleure sensibilité au quorum sensing lorsque la concentration 

cellulaire est maximale. den Besten et al. (2013) ont montré que l’activité catalasique augmente 

naturellement chez B. weihenstephanensis KBAB4 en fin de phase exponentielle et que celle-

ci peut être utilisé comme biomarqueur de stress bactérien. Par ailleurs, la perte de culturabilité 

n’a pas été observé dans les émulsions modèles avec ajout d’acide lactique non dissocié à 
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1,80 mM aux deux pH. La présence d’acide lactique dans ces milieux pourrait donc jouer un 

rôle dans l’apparition du phénomène observé à travers son impact sur la structure de l’émulsion 

(diamètre et distribution granulométrique plus élevé) ou bien de par l’activité antioxydante du 

lactate de sodium (FAO, 2023).  

En perspective de cette étude, il serait intéressant d’investiguer la difficulté de réponse à un 

stress oxydatif des cellules de B. weihenstephanensis KBAB4 incubées en émulsion modèle, en 

suivant leur activité catalasique. Pour cela des études transcriptomiques ou 

spectrophotométriques pourraient être mises en place. Une technique de séquençage ARN serait 

envisagée pour élucider les différences dans les profils transcriptionnels des cellules de 

B. weihenstephanensis KBAB4 incubées en milieu nutritif et en émulsion modèle 50/50, en 

présence d’acide. L’analyse comparative de l’expression des gènes impliquées dans les 

mécanismes associés aux stress oxydatifs, tels que les gènes codants pour les catalases, 

thiorédoxines réductases et peroxydases, permettrait de mieux comprendre l’état physiologique 

de la souche en fonction des conditions de croissance (Imdahl et al., 2020; Morawska & 

Kuipers, 2022). De plus, cette méthodes permettrait également de caractériser l’effet inhibiteur 

des acides au sein de l’émulsion et de mettre en évidence des mécanismes antimicrobiens sur 

la physiologie cellulaire (Mols et al., 2010). Par ailleurs, il serait également possible de suivre 

l’activité catalasique de la souche par spectrophotométrie. La diminution d’une unité 

d’absorbance à 240 nm par minute correspond à une unité d’activité catalasique (den Besten et 

al., 2013; Den Besten et al., 2009). Cependant, ces différentes méthodes ne peuvent être mises 

en place sans la récupération des cellules incubées dans l’émulsion modèle, ce qui demanderait 

une déstructuration de la matrice ou bien une séparation des phases et cela peut s’avérer 

complexe en raison de la stabilité de l’émulsion modèle. Néanmoins, ces résultats 

complémentaires permettraient de vérifier si la perte de culturabilité des cellules est le résultat 

d’une diminution d’activité métabolique causée par un stress induit par leur exposition à une 

émulsion ou seulement par une incapacité à réagir aux stress oxydatifs générés par le milieu de 

culture. Comme évoqué précédemment, cette étude devrait être reproduite sur plusieurs souches 

du groupe B. cereus afin de considérer la diversité au sein de l’espèce concernant la réponse 

aux stress dans des systèmes biphasiques.  

Pour finir, dans cette étude, à partir des hypothèses émises pour la simulation de l’évolution 

des cellules viables dans les émulsions modèles en présence d’acide (taux de croissance et 

temps de latence identiques ou non à ceux estimés en bouillon nutritif), l’activité inhibitrice des 

acides a pu être supposée. Il semble que l’activité inhibitrice de l’acide acétique et de l’acide 
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lactique dans les émulsions modèles soit maintenue tandis que l’activité inhibitrice de l’acide 

caprylique et de l’acide laurique dans les émulsions semble absente. La croissance de la souche 

dans ces deux dernières conditions est comparable à la croissance en condition optimale. Ces 

hypothèses soulignent le rôle de la lipophilicité de la molécule, exprimée par un coefficient de 

partage plus élevé, dans la baisse d’activité inhibitrice observée dans une émulsion H/E.  

La nature des émulsifiants et de la phase grasse d’une émulsion H/E modifient les 

propriétés inhibitrices d’acides en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques.  

La présence d’une phase grasse semble influencer les propriétés inhibitrices d’acides 

organiques en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques dans une émulsion H/E 

modèle, préparée à partir d’ingrédients non alimentaire. La formulation des émulsions modèles 

H/E 20/80 a donc été changée et complexifiée en vue d’intégrer des ingrédients intervenant 

dans la composition de produits laitiers tels que les caséinates de sodium, en tant qu’émulsifiant 

(à 10 % p/v) et la matière grasse laitière en tant que phase huileuse (à un ratio de 20% v/v). La 

modification de ces paramètres a été étudiée sur l’activité inhibitrice de germination et de 

croissance de l’acide lactique et de l’acide caprylique sur B. weihenstephanensis KBAB4.  

Dans un premier temps, la modulation des paramètres de formulation a entrainé des 

changements dans le procédé d’émulsification dans le but d’obtenir une émulsion stable 

pendant 4 jours à 30°C. Ces changements ont conduit à l’obtention d’émulsions H/E avec des 

caractéristiques physico-chimiques significativement différentes. Les émulsions composées 

d’hexadécane et stabilisées par des caséinates de sodium possèdent des gouttelettes de diamètre 

significativement plus élevé (d = 3,601 ± 0,239 µm) ainsi qu’une distribution granulométrique 

plus grande (D = 3,619 ± 0,367) que les autres émulsions composées d’hexadécane et de Tween 

80/Span 80 ou de matière grasse laitière et de caséinates. Cette différence est le résultat d’une 

formation de gouttelettes retardée en raison de la viscosité plus élevée de la phase aqueuse 

composée de caséinates et d’un temps de sonication réduit. Cette étude souligne donc la 

difficulté de modifier un unique paramètre lors de la conception et de l’élaboration de ces 

systèmes alimentaires modèles, sans transformer les caractéristiques physico-chimiques et 

structurelles de ces produits. Cela indique également l’importance de prendre en compte ces 

facteurs pour l’évaluation de la croissance microbienne.  

En effet, la structure du milieu a impacté la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 

dans ces matrices. Le taux de croissance de la souche est significativement plus élevé dans les 

émulsions avec des gouttelettes de diamètres supérieurs (dans les émulsions composées 
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d’hexadécane et de caséinates) en conditions optimales mais le taux de germination n’est pas 

impacté. B. weihenstephanensis KBAB4 est une bactérie protéolytique, capable d’utiliser les 

acides aminés et peptides formés suite à la digestion des protéines (ici les caséinates), comme 

source de carbone et d’énergie (Guillemet et al., 2010). L’accès à ces sources de nutriments 

serait donc facilité dans ces émulsions, ce qui pourrait favoriser leur croissance.  

Les deux acides inhibiteurs, dans cette étude, ont été sélectionnés pour leurs caractéristiques 

physico-chimiques, se traduisant notamment par des structures chimiques différentes et des 

propriétés hydrophiles opposées (log PAL = -0,72 et log PAC = 3,05). Cette étude a révélé que 

leur activité inhibitrice est modulée en fonction de la nature des ingrédients utilisés dans la 

formulation des milieux. L’activité inhibitrice de l’acide caprylique, acide lipophile, est 

fortement influencée par la formulation du milieu tandis que l’activité inhibitrice de l’acide 

lactique est impactée par la diminution du pH, qui s’est avéré être influencé par la formulation 

mais surtout par les traitements de stérilisation subis lors de la préparation des milieux.  

A une concentration de 0,075 mM, l’acide caprylique n’a pas montré d’activité inhibitrice 

de la germination de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les milieux étudiés, même dans le 

bouillon nutritif seul. Cependant, en présence d’émulsifiants dans le bouillon nutritif (Tween 

80 et caséinates) et d’acide caprylique, le taux de croissance et le temps de latence de la souche 

sont identiques à la condition optimale, contrairement à ce qui a été observé en bouillon nutritif 

seul. Ces résultats confirment la présence d’interactions entre des acides gras lipophiles et des 

émulsifiants, se traduisant par une baisse d’activité inhibitrice (Davidson et al., 2021; Nielsen 

et al., 2016). L’acide caprylique est en effet capable de se solubiliser à l’intérieur des micelles 

de Tween 80 ou de former des complexes avec des protéines telles que les caséinates, ce qui 

diminue sa disponibilité et réduit ses interactions avec les membranes bactériennes. De plus, 

cette baisse d’activité inhibitrice a été également observée dans les émulsions H/E 20/80, quelle 

que soit la nature des ingrédients utilisés. L’efficacité inhibitrice d’un composé dans une 

émulsion dépend de la concentration disponible en phase aqueuse, lieu de croissance 

bactérienne, c’est pourquoi ces résultats mettent en avant une répartition majoritaire de l’acide 

caprylique dans les phases organiques en raison de son caractère hydrophobe.  

En perspective de cette étude, des mesures expérimentales de coefficient de partage de 

l’acide caprylique dans les émulsions étudiées seraient à réaliser. Pour cela, différentes 

concentrations d’acide caprylique seront ajoutées au milieu nutritif, et ce milieu sera mis en 

contact avec une phase grasse pendant plusieurs heures à 30°C, sous agitation pour permettre 

au composé de se répartir entre les phases. Ensuite, les phases seront séparées par décantation 
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et l’acide caprylique extrait puis dosé dans chacune d’elles par chromatographie en phase 

gazeuse. A l’aide d’une méthode optimisée et adaptée à l’analyse quantitative, il sera possible 

d’évaluer la répartition et la distribution de l’acide caprylique dans ces systèmes (Scortichini et 

al., 2020) et ainsi de pouvoir également prendre en compte l’impact d’autres facteurs sur cette 

répartition (pH, nature de la matière grasse, ratio volumique, etc.). 

En ce qui concerne l’acide lactique, cet acide possède une activité inhibitrice de la 

germination et de la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 dans les milieux étudiés, 

excepté dans le bouillon nutritif en présence de Tween 80. Dans ce milieu le taux de croissance 

et le temps de latence de la souche en présence d’acide lactique sont identiques à ceux estimés 

dans la condition optimale. Une étude a montré que le Tween 80 est utilisé comme source de 

carbone et d’énergie lors de son ajout dans un milieu de culture et que l’acide oléique qui le 

compose est directement incorporé dans les cellules bactérienne en tant qu’acide gras (Taoka 

et al., 2011). La modification de la composition en acide gras des membranes chez B. cereus 

peut avoir un effet positif sur la survie des cellules végétatives et la capacité de germination des 

spores dans un environnement donné (Diomandé et al., 2015), limitant ainsi l’action de l’acide 

lactique sur les membranes par exemple. Cependant, l’étude a également mis en avant que la 

présence simultanée de caséinates de sodium et d’une concentration en acide lactique de 

250 mM dans les milieux, augmente les propriétés inhibitrices de germination et de croissance 

de l’acide. Dans ces conditions, la modification de la formulation est accompagnée d’une 

diminution du pH, entrainant une plus forte proportion d’acide lactique non dissocié. Cette forte 

proportion d’acide non dissociée, supérieure à la CMI de l’acide évaluée en milieu nutritif, 

diminue le taux de germination de la souche dans ces milieux et inhibe sa croissance. Pour 

compléter cette étude, des concentrations en acide lactique inférieure à 250 mM serait à tester, 

afin de faire varier la proportion en acide lactique non dissocié en fonction du pH et être capable 

d’observer une inhibition de croissance moins forte. Les résultats de l’étude mettent donc en 

évidence la capacité des constituants de la matrice à piéger ou bien à agir synergiquement avec 

les composés inhibiteurs et ainsi moduler leur efficacité inhibitrice.  

La matrice fromagère représente un modèle potentiel pour étudier la 

transférabilité des résultats à l’échelle industrielle.  

Enfin, la complexification de la formulation des émulsions a mené à l’élaboration d’une 

matrice fromagère. Cette matrice fromagère a présenté un intérêt principal pour le projet : 

l’étude de la transférabilité des résultats à une matrice alimentaire laitière réelle. De plus, cette 
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matrice est facile à concevoir de manière stérile, est entièrement réalisée à partir d’ingrédients 

retrouvés dans l’alimentaire (lait, sels, présure microbienne) et l’absence d’ingrédients annexes 

(conservateurs ou additifs technologiques) ont permis de mieux contrôler et visualiser la 

germination et la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4. L’étude d’activités inhibitrices 

d’agents antibactériens dans des matrices fromagères contre le développement de bactéries 

pathogènes alimentaire a déjà été étudiée (Henderson et al., 2019; Tirloni et al., 2021; Van 

Tassell et al., 2015). Cependant, dans notre cas, l’étude de la matrice fromagère en complément 

des émulsions dites modèles élaborées à l’échelle du laboratoire, a permis de confirmer les 

résultats obtenus dans les émulsions modèles concernant l’activité inhibitrice des acides 

organiques et donc de transférer ces résultats à l’échelle de l’aliment.  

En effet, une baisse d’activité inhibitrice de l’acide caprylique a été mise en avant dans les 

matrices fromagères comparées au bouillon nutritif, à des concentrations de 0,075 et 0,25 mM. 

La germination des spores de B. weihenstephanensis KBAB4 est possible en matrice fromagère 

et n’est pas inhibée par la présence d’acide caprylique, tout comme la croissance de la souche. 

Cependant, l’ajout d’acide lactique à des concentrations égales à 125 et 250 mM, diminue le 

taux de germination et le taux de croissance de la souche par rapport aux conditions optimales. 

Cette étude a également révélé que l’ajout d’un mélange de deux acides organiques aux 

caractères hydrophobes opposés, possède la même activité inhibitrice envers la germination et 

la croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 que l’ajout du composé hydrophile seul (l’acide 

lactique) quelle que soit la concentration d’acide lipophile (acide caprylique) dans le mélange. 

Des études précédentes ont pourtant démontré l’effet synergique de l’acide lactique et de l’acide 

caprylique pour inhiber la croissance de L. monocytogenes en bouillon nutritif (Kozak et al., 

2017) ainsi que sur la surface de fromage frais pendant 35 jours (Kozak et al., 2018). Bien 

qu’aucune synergie entre l’acide lactique et l’acide caprylique n’a été constaté en matrice 

fromagère, les résultats d’autres études suggèrent des perspectives intéressantes pour explorer 

d’autres possibilités de combinaisons d’agents antimicrobiens dans ces matrices afin d’inhiber 

la croissance de bactéries sporulées. Par exemple, Tokarskyy & Marshall (2008), ont suggéré 

que l’acide lactique provoquait l’augmentation de l’incorporation de la monolaurine dans la 

membrane cellulaire de L. monocytogenes, lorsque ces composés sont étudiés en combinaison. 

Les taux de croissance observés dans les matrices fromagères (Chapitre 4) et les taux de 

croissance observés dans le bouillon nutritif à pH 6,0 (Chapitre 2) de B. weihenstephanensis 

KBAB4, en fonction des concentrations en acide lactique ou caprylique non dissociées sont 

représentés dans la Figure 35. Dans la gamme testée, la concentration en acide caprylique non 
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dissociée en matrice fromagère n’a pas d’impact sur l’inhibition du taux de croissance, 

contrairement à ce qui a été observé en bouillon nutritif à pH 6,0 (Figure 35A). Ces résultats 

soulignent l’inefficacité de l’acide caprylique en tant qu’agent antibactérien dans les matrices 

fromagères et démontrent que l’activité inhibitrice d’acides lipophiles ne peut être prévue à 

partir de résultats acquis en milieu nutritif. Cela pourrait être vérifié en étudiant des 

concentrations plus élevées en acide caprylique dans la matrice. Cette figure montre également 

que l’effet de la concentration en acide lactique non dissocié est conservé dans les matrices 

fromagères mais que cet effet est plus fort, en raison de la structure de la matrice (Figure 35B). 

En effet, le taux de croissance optimal de la souche dans les matrices fromagères est plus faible 

qu’en bouillon nutritif, soulignant l’impact de la structure sur la mobilité et le développement 

de la souche dans des matrices gélifiées. Ces résultats indiquent que les propriétés inhibitrices 

de croissance de l’acide lactique pourraient être prévues dans des matrices alimentaires telles 

que des fromages frais non affinés à partir de résultats obtenus en milieu de laboratoire, par 

modélisation. Cependant, l’effet supplémentaire de la structure de la matrice doit être pris en 

compte.  

 

Figure 35 : Taux de croissance de B. weihenstephanensis KBAB4 observés en bouillon nutritif (ronds 

noirs) et en matrice fromagère (carrés rouges) en fonction de la concentration en acide caprylique 

non dissociée (A) et de la concentration en acide lactique non dissociée (B) à pH 6,0. Les symboles 

représentent les données expérimentales, les lignes noires correspondent aux ajustements des 

modèles. Les données de la figure A ont été ajustées par le modèle de Lambert & Pearson (2000) et 

les données de la figure B par le modèle de Luong (1989). 
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Afin d’aller plus loin dans la compréhension des interactions entre les bactéries sporulées, 

les acides inhibiteurs et la matrice alimentaire laitière, plusieurs études multi-échelles seraient 

à privilégier. La mobilité et la localisation des spores et cellules végétatives de 

B. weihenstephanensis KBAB4 dans ces matrices fromagères pourrait être visualisée par 

microscopie confocale à l’aide de marqueurs fluorescents. Cette étude permettrait 

d’approfondir les connaissances sur la distribution spatiale des bactéries au sein de matrices 

alimentaires. De plus, il pourrait être envisagé d’étudier la localisation/distribution d’un 

composé inhibiteur par une approche moléculaire fluorimétrique. Cette technique consiste à 

sélectionner des sondes fluorescentes capables de se fixer sélectivement à l’inhibiteur et de 

mesurer leurs interactions par spectrofluorimétrie ou par microscopie à épifluorescence 

(Faggiano et al., 2019; Li et al., 2012). La faisabilité de cette approche demande à être vérifiée. 

Cependant, cela permettrait de mieux comprendre le comportement des acides dans les matrices 

et l’impact de leur localisation sur leur activité antibactérienne. 
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Résumé:  

Impact of acid chemical properties on Bacillus weihenstephanensis growth inhibition in 

aqueous medium and oil-in-water emulsion 

Agathe Dutoita*, Nicolas Decourcellea, Anne-Gabrielle Mathota, Louis Corollera 

a Univ Brest, INRAE, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Écologie Microbienne, UMT ACTIA Alter’iX 19.03, F-

29000 Quimper, France 

Keywords: Alimentation, acids, bacterial inhibition, emulsion 

Many organic acids including fatty acids are known to inhibit bacterial growth and can be used 

as antimicrobial in food products. In a context of clean label, there is a large demand for 

knowledge about how to use them wisely in food. Bacterial inhibition by organic acids in 

aqueous medium are well defined in literature, but, authors showed that the food structure and 

presence of others food components may influence their inhibitory effectiveness. The objective 

of this work is to investigate the effect of the physicochemical properties of organic acids on 

the germination, outgrowth and growth of B. weihenstephanensis KBAB4 in aqueous medium 

and in oil-in-water emulsions. It will allow to study the interactions between bacteria and 

conservatives in biphasic systems. 

In this work, lactic, propionic, caprylic and lauric acids were studied according to their carbon 

chain length and their physicochemical properties (number of carbons, pKa, partition 

coefficient). The minimal inhibitory concentration (MIC) of each compound for B. 

weihenstephanensis KBAB4 vegetative cells were estimated in nutrient broth using a Bioscreen 

C reader, at pH 6.0 and 5.5. The inhibitory activity of some of these acids were also assessed by 

plate counts in emulsions at two pHs and 30°C. Model emulsions were prepared by sonication 

with hexadecane as oil phase, nutrient broth as aqueous phase (ratio 50/50) and stabilized by 

Tween80 and Span80. 

The influence of acid concentration on the growth of B. weihenstephanensis was modeled and 

results showed that the antimicrobial effect of short carbon chain acids (lactic and propionic 

acid) in aqueous medium was due to their undissociated form. However, the inhibitory property 

of lauric acid was related to the total concentration of the acid in nutrient broth. The proportion 

of undissociated form of the acid depends on its pKa and the pH. In model emulsion, the lag 

period and the growth rate increase compared to nutrient broth and acid antimicrobial activity 

was impacted. This phenomenon is due to the presence of oil droplets interacting with the acids. 

The complex structure of an emulsion and the coefficient partition of acids are the main factors 

explaining inhibitor availability in biphasic systems. 

Understanding the interactions between bacteria, inhibitors and emulsion structure according 

to the chemical properties of the inhibitors allows to optimize their availability in food matrix 

and to ensure their bacterial inhibitory efficiency. 
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Résumé:  

Impact of acid chemical properties on Bacillus weihenstephanensis germination and 

outgrowth inhibition in oil-in-water emulsion 

Authors and affiliations: Dutoit A., Decourcelle N., Mathot AG., Coroller L.  

Université de Brest, INRAE, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Écologie 

Microbienne, UMT ACTIA Alter’iX 19.03, F-29000 Quimper, France 

Aim: Many organic acids including fatty acids are known to inhibit bacterial growth and can 

be used as antimicrobial in food products. Bacterial inhibition by organic acids in aqueous 

medium are well defined in literature, but, authors showed that the food structure may influence 

their inhibitory effectiveness. There is a large demand for knowledge about how to use them 

wisely in a context of clean label. The objective of this work was to investigate the effect of the 

physicochemical properties of organic acids on the germination, outgrowth and growth of B. 

weihenstephanensis. The experiments were done in aqueous medium and in oil-in-water model 

emulsion to study the interactions between bacteria and inhibitors in biphasic systems.  

Method: Lactic, propionic, caprylic and lauric acids were studied according to their carbon 

chain length and their physicochemical properties (number of carbons, pKa, partition 

coefficient). The minimal inhibitory concentration (MIC) of each compound for B. 

weihenstephanensis KBAB4 vegetative cells were estimated in nutrient broth using a Bioscreen 

C reader, at pH 6.0 and 5.5. The inhibitory activities of those acids were also assessed in 

emulsions by plate enumeration, at two pHs and 30°C. Model emulsions were prepared by 

sonication with hexadecane as oil phase, nutrient broth as aqueous phase (ratio 50/50) and 

stabilized by Tween80 and Span80. 

Results: The antimicrobial effect of short carbon chain acids (lactic and propionic acid) in 

aqueous medium was due to their undissociated form. However, the inhibitory property of 

lauric acid was related to the total concentration of the acid in nutrient broth. In model emulsion, 

the lag period and the growth rate increase compared to nutrient broth and acid antimicrobial 

activity was impacted. This phenomenon is due to the presence of oil droplets interacting with 

the acids. The complex structure of an emulsion and the coefficient partition of components are 

the main factors explaining inhibitor availability in biphasic systems. 

Conclusion: Understanding the interactions between bacteria, inhibitors and emulsion structure 

according to the chemical structure of the inhibitors allows to optimize their availability in food 

matrix and to ensure their bacterial inhibitory efficiency. 
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Résumé :  

Evaluation de la viabilité bactérienne par cytométrie en flux : Perte de cultivabilité de 

B. weihenstephanensis KBAB4 sur milieu gélosé suite à l’exposition à une émulsion huile 

dans eau 

Agathe Dutoita, Clément Truneta, Noëmie Cosseca, Nicolas Decourcellea, Anne-Gabrielle 

Mathota, Louis Corollera 

a Univ Brest, INRAE, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Écologie Microbienne, UMT 

ACTIA Alter’iX 19.03, F-29000 Quimper, France 

La présence de bactéries sporulées dans les aliments transformés représente un danger pour les 

consommateurs car elles peuvent être à l’origine d’intoxications et d’altérations. La structure et 

les caractéristiques physico-chimiques intrinsèques d’un aliment peuvent influencer l’état 

physiologique des bactéries sporulées. Afin d’étudier et quantifier l’émergence des cellules 

végétatives, leur croissance ou leur inactivation dans un environnement complexe, ici une 

émulsion modèle huile-eau (H/E), une méthode de suivi de viabilité cellulaire a été mise en 

place par cytométrie en flux. 

Des spores de B. weihenstephanensis KBAB4 ont été inoculées à 105 UFC/ml en émulsion 

modèle H/E, ajustée à pH 6,0 et incubées à 30°C. L’émulsion modèle consiste au mélange par 

sonication de bouillon nutritif et de Tween 80 (phase aqueuse) avec de l’hexadécane et du Span 

80 (phase grasse) à un ratio H/E de 50/50. La viabilité des cellules au sein de l’émulsion a été 

étudiée et quantifiée par cytométrie en flux au cours du temps grâce à un marquage au Syto 

9/IP. Trois milieux gélosés ont été utilisés pour étudier la capacité des cellules à se revivifier : 

BHI agar (BHA), BHA supplémenté par de la catalase ou un antioxydant, la thiourée. 

Les analyses cytométriques ont montré une distinction claire entre les différentes populations 

de cellules : viables, endommagées et mortes directement au sein de l‘émulsion. Une population 

de cellules végétatives apparaît à partir de 5h d'incubation et augmente à vitesse constante pour 

atteindre une concentration maximale de 7,5 log entre 10h et 24h. Les résultats montrent une 

majorité de cellules viables entre 6h et 8h d’incubation. Au-delà de 9h, la proportion de cellules 

endommagées augmente et atteint entre 30 et 70% des cellules totales à 24h. Le recouvrement 

des cellules sur milieu BHA a montré une perte de cultivabilité entre 7h et 9h d’incubation. Ces 

observations mettent en évidence l’apparition d’un état viable mais non cultivable de B. 

weihenstephanensis KBAB4 dans l’émulsion H/E, par méthode culturale. La supplémentation 

en catalase ou en thiourée du milieu BHA restaure totalement la capacité de revivification 

perdue par B. weihenstephanensis KBAB4 suite à son exposition et sa croissance au sein de 

l’émulsion H/E. Ces additifs permettent de réduire l’effet des espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) présentes dans le milieu gélosé qui entraînent l’inhibition de la multiplication 

bactérienne (Kong et al., 2004; O’Donoghue et al., 2016). La détection de bactéries pathogènes 

au sein de matrices complexes est grandement influencée par la formulation de l’aliment ainsi 

que le choix des méthodes de dénombrement.  
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Résumé :  

Evaluation de la viabilité bactérienne par cytométrie en flux : Perte de cultivabilité de 

B. weihenstephanensis KBAB4 sur milieu gélosé suite à l’exposition à une émulsion huile 

dans eau 

Agathe Dutoita (agathe.dutoit@univ-brest.fr), Clément Truneta, Noëmie Cosseca, Nicolas 

Decourcellea, Anne-Gabrielle Mathota, Louis Corollera 

a Univ Brest, INRAE, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Écologie Microbienne, UMT 

ACTIA Alter’iX 19.03, F-29000 Quimper, France 

Introduction et objectif 

La présence de bactéries sporulées dans les aliments transformés représente un danger pour les 

consommateurs car elles peuvent être à l’origine d’intoxications et d’altérations. La structure et 

les caractéristiques physico-chimiques d’un aliment peuvent influencer la physiologie des 

bactéries sporulées. Afin d’étudier et quantifier l’émergence des cellules végétatives, leur 

croissance ou leur inactivation dans un environnement complexe, ici une émulsion modèle 

huile-eau (H/E), une méthode de suivi de viabilité cellulaire a été mise en place par cytométrie 

en flux. 

Matériels et méthodes 

Des spores de B. weihenstephanensis KBAB4 ont été inoculées à 105 UFC/ml en émulsion 

modèle H/E, ajustées à pH 6,0 et incubées à 30°C. L’émulsion modèle consiste au mélange par 

sonication de bouillon nutritif et de Tween 80 (phase aqueuse) avec de l’hexadécane et du Span 

80 (phase grasse) à un ratio H/E de 50/50. La viabilité des cellules au sein de l’émulsion a été 

étudiée et quantifiée par cytométrie en flux au cours du temps grâce à un marquage au Syto 

9/IP. Trois milieux gélosés ont été utilisés pour étudier la capacité des cellules à se revivifier : 

BHI agar (BHA), BHI agar supplémenté par de la catalase ou par un antioxydant, le thiourea. 

Résultats, discussion et conclusion  

Les analyses cytométriques ont montré une distinction claire entre les différentes populations 

de cellules : viables, endommagées et mortes directement au sein de l‘émulsion. L’émergence 

d’une population de cellules végétatives apparaît à partir de 5h d'incubation et augmente à 

vitesse constante pour atteindre une concentration maximale de 7,5 log entre 10h et 24h. Les 

résultats montrent un taux constant de cellules viables (90% des cellules totales) entre 6h et 8h 

d’incubation. Au-delà de 9h, la proportion de cellules endommagées augmente et atteint 56% 
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des cellules totales à 24h. Le recouvrement des cellules sur milieu BHA montre une chute de 

viabilité entre 7h et 9h d’incubation. Ces observations mettent en évidence l’apparition d’un 

état viable mais non cultivable de B. weihenstephanensis KBAB4 dans l’émulsion H/E, par 

méthode culturale. La supplémentation en catalase ou en thiourea du milieu BHA restaure 

totalement la capacité de revivification perdue par B. weihenstephanensis KBAB4 suite à son 

exposition et sa croissance au sein de l’émulsion H/E. Ces additifs permettent de réduire l’effet 

des espèces réactives de l’oxygène (ROS) présentes dans le milieu gélosé qui entraînent 

l’inhibition de la multiplication bactérienne (Kong et al., 2004; O’Donoghue et al., 2016). La 

détection de bactéries pathogènes au sein de matrices complexes est grandement influencée par 

la formulation de l’aliment ainsi que le choix des méthodes de dénombrement. 

Mots-clés : Bactéries sporulées, Viables non cultivables, émulsion 
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Titre : Approche Multi-échelle des Interactions entre Inhibiteurs Bactériens et Milieux Biphasiques 

Mots clés : Bactéries sporulées, Inhibition, Acides, Emulsions huile dans eau, Microbiologie prévisionnelle 

Résumé : L’utilisation de composés inhibiteurs 
naturels est répandue pour contrôler la 
multiplication des bactéries sporulées 
pathogènes ou d’altérations, dans les aliments. 
En raison de la complexité structurelle et 
physico-chimique des matrices alimentaires, 
certains de ces composés présentent une baisse 
d’efficacité inhibitrice.  
Les propriétés inhibitrices de sept composés ont 
été évaluées sur la croissance de 
B. weihenstephanensis KBAB4 par 
modélisation et mises en relation avec leurs 
caractéristiques physico-chimiques. Il apparait 
qu’en milieu aqueux nutritif, l’efficacité 
inhibitrice d’un composé est le résultat de sa 
lipophilicité, caractérisée par une plus forte 
dissociation à pH acide ou par un coefficient de 
partage (log P) plus élevé. La présence d’une 
phase grasse dispersée dans un milieu 
biphasique, une émulsion H/E, a modulé 
l’activité inhibitrice des acides gras lipophiles, 
 

soulignant la diffusivité de ces acides à travers 
les phases.  
De plus, en raison de son caractère lipophile, 
l’acide caprylique a interagi avec les 
émulsifiants utilisés pour stabiliser le 
système, réduisant ainsi son activité 
inhibitrice. L’efficacité inhibitrice d’un acide 
hydrophile, comme l’acide lactique, dans ces 
systèmes biphasiques dépend principalement 
du pH du milieu mais sa présence peut 
également impacter la structure de 
l’émulsion. Par ailleurs, il a également été mis 
en évidence que l’exposition à une émulsion 
modèle engendre une perte de culturabilité de 
la souche KBAB4 sur le milieu BHA. 
Ces travaux ont permis d’appréhender les 
interactions entre bactéries sporulées, 
composés inhibiteurs et composants d’une 
émulsion H/E afin d’optimiser la formulation 
d’aliments sains et sûrs.  
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Abstract: The use of natural antimicrobial 
compounds is common for controlling the 
growth of pathogenic or spoilage spore-forming 
bacteria in foods. Some of these compounds 
exhibit reduced inhibitory efficacy due to food 
matrices structural and physico-chemical 
complexity.  
The inhibitory properties of seven compounds 
were assessed on the growth of 
B. weihenstephanensis KBAB4 by modelling, 
and related to their physico-chemical 
characteristics. It appears that in an aqueous 
nutrient media, the inhibitory effectiveness of a 
compound is due to its lipophilicity, 
characterized by a higher dissociation at acidic 
pH or a higher partition coefficient (log P). 
The presence of a dispersed oil phase in a 
biphasic medium, an O/W emulsion, modulated 
the inhibitory activity of lipophilic fatty acids,  
 

highlighting the diffusivity of these acids 
between phases.   
Moreover, the lipophilic nature of caprylic 
acid allowed interactions with the emulsifiers 
used for system stabilization, thereby 
reducing its inhibitory activity. The inhibitory 
effectiveness of a hydrophilic acid (such as 
lactic acid) in these biphasic systems 
primarily depends on the pH of the medium 
but can also impact their structure. It was also 
shown that exposure to a model emulsion 
resulted in a loss of culturability of KBAB4 
strain on BHA medium.  
This work has allowed to understand the 
interactions between spore-forming bacteria, 
inhibitory compounds and the components of 
an O/W emulsion, to optimize the formulation 
of healthy and safe food products.  

 


