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Conclusion et Perspectives

Conclusion et Perspectives

Le présent travail a permis d’étudier I’effet de I’huile essenticlle (HE) de Juniperus
phoenicea sur la croissance de Staphylococcus aureus et Escherichia coli inoculées dans le
fromage blanc durant son stockage réfrigére a 4°C. Le rendement moyen d’extraction de
I’huile essentielle de la plante J. phoenicea était d’environ 0.95% (m/m). De plus, le
traitement par 0.5% (m/m) de I’'HE de J. phoenicea a montré un effet tres remarquable sur la
réduction de la croissance de S. aureus et E. coli inoculées dans le fromage blanc durant la
période de conservation a 4 °C, par rapport au témoin. D’aprés la littérature, cette huile
essentielle de J. phoenicea constitue une source intéressante de molécules bioactives, tels que
les terpénes et les alcools. Ils sont largement utilises en pharmacie pour reduire la

prolifération des microorganismes pathogenes.

En générale, les produits laitiers, comme le fromage blanc, sont I'une des produits sensibles a
I’altération microbienne et peuvent causer des toxi-infections alimentaires collectives. Dans la
présente étude, ’ajoute de 'HE J. phoenicea a effectivement réduit la croissance de S. aureus
et E. coli. Bien que les souches testées naient pas été complétement inhibées, I'huile
essentielle a permis de réduire efficacement la prolifération de ces agents pathogénes d'origine
alimentaire dans le fromage blanc frais. Un tel retard de croissance des bactéries pathogénes
pourrait notamment étre utile en termes de sécurité alimentaire. Ces resultats mettent en
évidence les avantages potentiels de l'utilisation de I'huile essentielle de J. phoenicea comme
antimicrobien naturel dans les produits fromagers. Cependant, des enquétes réglementaires et

toxicologiques sont nécessaires avant d'utiliser cet antimicrobien comme additif alimentaire.

Enfin et pour faire suite a cette étude, plusieurs pistes de travail peuvent étre envisagées

comme perspectives :

. Caractériser la composition chimique de I’huile essentielle de J. phoenicea, afin de

déterminer les composés majoritaires de cette huile,

. Etudier I’effet de ’'HE de J. phoenicea sur la production de toxines Staphylococciques

(Staphylococcus aureus) et Shiga-toxine (Escherichia coli) dans les matrices alimentaires,
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. Tester I’effet de 'HE de J. phoenicea sur la croissance des autres germes pathogenes

responsable des toxi-infections collectives comme Salmonella et Listeria.

. Enfin, il est nécessaire d'élargir et d'approfondir I’étude sensorielle liée a I'utilisation et la

combinaison des HEs de plantes dans différents types de fromages.
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Résumé

Nom et prénom : Larabi Amel

Théme : Effet de I'utilisation de I’huile essentielle de Genévrier de Phénicie (Juniperus
phoenicea) sur la croissance de Staphylococcus aureus et Escherichia coli inoculées dans le

fromage blanc réfrigéré.
Résumé

Le présent travail a permis d’étudier I’effet de I’huile essentielle (HE) de Juniperus
phoenicea sur la croissance de Staphylococcus aureus et Escherichia coli inoculées dans le
fromage blanc durant son stockage réfrigére a 4°C.aprés extraction d’huile essentielle de
juniperus phoenicea et I’application de cette huile et I’inoculum de Staphylococcus aureus et
Escherichia coli sur le fromage blanc. Le rendement en huile essentielle de la partie aérienne
de J. phoenicea est de 0.95 % (m/m). De plus, le traitement par 0.5% (v/v) de ’'HE de J.
phoenicea a montré une fluctuation des valeurs de pH dans les groupes traités ou les valeurs
les faibles sont enregistrées dans le groupe traité et inoculé par S. aureus. Ce traitement a
également exercé un effet tres remarquable sur la réduction de la croissance de S. aureus et E.
coli inoculees dans le fromage blanc durant la période de conservation a 4 °C, par rapport au
témoin. Bien que les souches testées n'aient pas été complétement inhibées, I'huile essentielle
a permis de réduire efficacement la prolifération de ces agents pathogénes d'origine
alimentaire dans le fromage blanc. L’étude présente un grand intérét pour I’industrie
agroalimentaire car elle met en évidence les avantages potentiels de l'utilisation de I'huile

essentielle de J. phoenicea comme antimicrobien naturel dans les produits fromagers.

Mots clés : Juniperus phoenicea, Huile essentielle, pH, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Fromage blanc.



Résumé

Name and surname: Larabi Amel

Theme: Effect of the use of essential oil of Juniper of Phenicia (Juniperus phoenicea) on the
growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli inoculated in refrigerated white
cheese.

Abstract

The present work studied the effect of essential oil (EO) of Juniperus phoenicea on the
growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli inoculated into white cheese during
refrigerated storage at 4 °C. After extraction of essential oil of Juniperus phoenicea and
application of this oil and the inoculum of staphylococcus aureus and Escherichia coli on the
white cheese. The yield of essential oil from the aerial part of J. phoenicea is 0.95% (m/m). In
addition, the treatment with 0.5% (v/v) of the EO of J. phoenicea showed a fluctuation of the
pH values in the treated groups where the low values were recorded in the treated group
inoculated with S. aureus. This treatment also exerted a very remarkable effect on the
reduction of the growth of S. aureus and E. coli inoculated in the white cheese during the
storage period at 4 °C, compared to the control. Although the strains tested were not
completely inhibited pathogenic bacteria, the essential oil effectively reduced the proliferation
of these food-borne pathogens in white cheese. The study is of great interest to the food
industry because it highlights the potential benefits of using J. phoenicea essential oil as a

natural antimicrobial in cheese products.

Keywords: Juniperus phoenicea, Essential oil, pH, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
White cheese.
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Introduction

Introduction

Les produits laitiers sont I'une des causes d’intoxication alimentaire les plus répondues chez
I’homme. Parmi les produits laitiers traditionnels fabriqués en Algérie « le jben » c’est un
fromage frais preparé traditionnellement a partir du lait cru de vache, de brebis ou de chevre.
Les bactéries présentes dans le lait sont dans la plupart des cas des auxiliaires de fabrication
essentiels car elles participent a I’évolution du fromage au cours de I’affinage. Mais il existe
aussi dans le lait des bactéries qui peuvent étre dangereuses pour la sécurité alimentaire. La
sécurité alimentaire constitue un défi permanent pour la filiere laitiere, car le lait est une
matiére premiére fragile qui, du fait de sa richesse alimentaire, est sensible a la contamination
microbienne. Les principales bactéries pathogeénes pour I’homme retrouvées dans le lait et les
produits laitiers sont les coliformes (et particulierement Escherichia coli), les staphylocoques,
les streptocoques, des bactéries des genres Clostridium, Bacillus, Salmonella et Listeria

(Unger et Munstermann, 2001).

Staphylococcus aureus et Escherichia coli sont souvent présentes dans les aliments
couramment consommeés comme le lait cru et les produits laitiers. Le staphylocoque doré au
S. aureus est une source constante d’infection, parfois mortelles, qui accompagnent I’homme
au quotidien. L’intoxication alimentaire par staphylocoque est un probléme majeur dans les
programmes de santé¢ publique du monde entier. L’évaluation du risque microbien pour S.
aureus repose sur le I’identification et la quantification des isolats positifs a la coagulase dans
les produits finis (Le Loiret et al.,, 2003) et le contrdle de cet agent dans les produits
alimentaires devient une préoccupation majeure dans la politique de santé publique. De plus,
E. coli est I’organisme facultatif prédominant dans le tube digestif humain. La présence
réguliére d’E. coli dans I’intestin et les féces humains a conduit a définir la bactérie comme un

indicateur de pollution fécale des produits alimentaires et de I’eau.

Puisque ces souches sont multirésistances, plusieurs études ont été réalisées pour trouver des
solutions alternatives en utilisant les huiles essentielles des plantes aromatiques. Ces extraits
ont été ajoutés comme alternative aux additifs synthétiques pour inhiber la croissance de
pathogénes d’origine alimentaire (Gyawali et Ibrahim, 2014). L’industrie alimentaire utilise
les huiles essentielles pour rehausser le gout, aromatiser et colorer les aliments. D’autre part,
les huiles essentielles possédent des profils de composition chimique différents permettant de

les utiliser comme agents naturels de conservation des aliments (Kehal, 2013).



Introduction

Le Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) est une herbe populaire, appartient a la
famille des Cupressacées, ses extraits (huile essentielle et extrait brut) ont été utilisés en
médecine comme anti-inflammatoire, antimicrobienne, antifongique, antiseptique et
diurétique (Ouelbani et al., 2016). L’utilisation d’huiles essentielles dans les aliments en tant
que conservateurs est limitée en raison de I'odeur et du gout forts de ces substances
lorsqu’elles sont utilisées a des doses efficaces. Cette efficacité est diminuée lorsqu’elles sont
ajoutées a des matrices alimentaires compliquées par rapport aux milieux de culture

microbiologiques (Sokovié, 2007).

Dans ce contexte, 1’objectif de notre ¢étude est d’évaluer I’effet de I’huile essentielle (HE)
de J. phoenicea sur la croissance de S. aureus et E. coli inoculées dans le fromage blanc
durant son stockage réfrigere a 4°C. Le font de ce travail comprend deux grand parties, la

premiere partie est consacré a 1’étude bibliographique qui est scindée en trois chapitres :

e Des généralités sur le fromage blanc,

e Des données bibliographiques sur les intoxications alimentaires collectives provoquées
par la consommation des produits laitiers,

e Une synthése sur les huiles essenticlles notamment I’huile essentielle de Juniperus

phoenicea

La deuxiéme partie ou la partie expérimentale s’intéresse au matériel et aux méthodes mises
en ceuvre pour réaliser ce travail, et traite les différents résultats obtenus au cours de cette
étude ainsi que leur discussion. Enfin, ce travail est terminé par une conclusion génerale et des

perspectives.
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Chapitre | Généralité sur le fromage blanc

Chapitre 01 : Généralité sur le fromage blanc

1 Historique et origine de fromage

Le fromage de I’ancien frangais « fromage » du latin « fonnaticus » c’est -a-dire fait dans
une forme. La premiére occurrence de I'utilisation du fromage comme aliment est inconnue,
les ethnologues tiennent preuve que ’homme connue depuis longtemps le phénomeéne de
coagulation du lait, des moules a caillé datant de 5000 ans av J-c, cependant 1’origine exacte
de la transformation du lait en fromage est incertaine, s’entend pour dire que le fromage serait
originaire du sud-ouest asiatique et daterait d’environ 8000 ans, les romains auraient stimulés
le développement de nouvelles variétés durant leur invasion de I’Europe entre 60 av. J-C et
300 aprés J-C, leur influence est reflété dans 1’étymologie ; en effet le mot latin caseus,
signifiant fromage est la racine donnera le mots caséine en francais, nom qui désigne protéine
coagulable du lait (Gelais et al.2002).

Il est probable que les fromages aient été la premiere fois faits accidentellement en
transportant du lait dans des estomacs de mammiferes. Il s’agissait en effet d’une pratique
courante dans les temps anciens, en Europe de I’Est et en Asie de 1I’Ouest, pour transporter le
lait. Certains facteurs ont été certainement necessaires a la transformation du lait en fromage
comme chaleur, ’acidité et les sucs de I’estomac. Ainsi, des extraits d’estomac de plusieurs
types d’animaux (moutons, chévres, vaches), mais également des extraits de plantes (comme

le chardon) ont été utilisés pour la préparation des fromages (Abi azar, 2007).
2.1 Fromage
2.1.1 Définition

Le fromage est défini par le décret n° 88-1206 du 30 décembre 1988 de la maniére suivante
« La dénomination « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenu

a partir des matiéres d’origine exclusivement laiticre (Zeller, 1980).

Le fromage, selon la norme Codex Alimentaire (2013), est le produit solide ou semi-solide,
frais ou affiné, dans lequel le rapport protéines de lactosérum/caséines ne dépasse pas celui du

lait.
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Généralité sur le fromage blanc

2.2 Composition du fromage

Le fromage est un aliment de base, riche en graisses, protéines, calcium et phosphore, a

longue conservation en comparaison de la durée de conservation du lait a partir duquel il est

fabriqué.

Tableau01 : Composition moyenne des principaux fromages pour 100 g (Eck et Gillis, 2006)

Constituants Fromage frais Fromage a pate Fromage fondu
molle

Eau(g) 80 50 48

Glucides(g) 4 4 2.5

Proteines(g) 7.5 24 22

Lipides(g) 8,5 20 18

Vitamine (Ul) 100 400 680

Calcium(mg) 40 700 1650

Sodium(mg) 170 1010 1200

2.3 Classification du fromage

La diversité des modes de fabrication des fromages et la variété des produits obtenus, ont

conduit les spécialistes a des classifications usuelles. La classification la plus explicite est

celle de Pernodet (1984). Les fromages sont classés en fonction de la méthode de caillage

(lactique ou présure), du mode d’égouttage et du type d’affinage appliqué.

Tableau02 : Classification de fromages (FAO/OMS., (1999))

Type

Caractéristique

Exemple

Fromages frais a pate fraiche

Caillé lactique, égouttage

peu poussé, pas d’affinage

Fromage blanc, petits suisses

Fromages a pate molle

pas d’égouttage, affinage

Camembert

Fromages a pate pressée

cuite

Caillé mixte / présure,

pressage, affinage

Gouda, cheddar

Fromages a pate pressée non

cuite

Caillé présure, chauffage du

caillé, pressage, affinage

Tomme, Comté
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3. Fromage blanc frais « Jben » :
3.1. Définition :

Le « Jboen » est le fromage frais le plus connu et consommé depuis longtemps aussi bien en
milieu rural qu’en milieu urbain. Derniérement, la consommation de ce produit s’est accrue
suite a I’installation dans les villes d’un grand nombre de laiteries traditionnelles qui préparent
le « Jben » & partir du lait cru selon des procédures souvent artisanales. A coteé de ce secteur
traditionnel, certaines unités laitieres semi-industrielles se sont aussi intéressées a la
fabrication du « Jben », utilisant du lait soit cru, soit pasteurisé, et des procédures de
préparation plus ou moins améliorées. De ce fait, il existe aujourd’hui de nombreuses
méthodes de préparation du « Jben », et par conséquent, plusieurs variétés de fromage frais
sont commercialisées sous la dénomination populaire commune de "Jben™ (Benkerroum et
Tamime, 2004).

Tableau03 : Composition de jben (Abdelaziz et Ait Kaci, 1992)

Composition Eau Matiére grasse | Protéine Calcium
du Jben
Les valeurs 65,27 18,72 13,73 0,14

3.2. Fabrication du fromage

La fabrication de fromages comprend toujours les trois phases initiales suivantes :

Maturation, coagulation, égouttage (Vignola, 2002).
3.2.1. Maturation

C’est I’incubation du lait cru a température ambiante pendant un temps variable de fagon a
favoriser la multiplication d’une flore lactique qui va jouer un rdle important dans
I’acidification du lait. Cette maturation peut étre spontanée ou provoquée par adjonction de

levains (Randazo et al., 2009).
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3.2.2. La coagulation
C’est I’étape durant laquelle le lait passe de 1’état liquide a 1’état solide en formant un gel.
La coagulation du lait peut se faire selon deux voies :
a) Coagulation par voie acide

Elle consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique (pHi=4,6) par acidification
biologique a I’aide de bactéries productrices d'acide lactique (bactéries lactiques contaminant

a l'état naturel le lait ou apportées sous forme de levains) (Mahaut et al., 2005).
b) Coagulation enzymatique

Elle est obtenue par I’hydrolyse des caséines par des enzymes protéolytiques de diverses
origines. Certaines sont d’origine animale comme la présure (composée de 80% de chymosine
et 20% de pepsine), d’autres sont d’origine végétale comme la cyprosine et le cardosine
(gaillet, figuier et chardon), ou microbienne (Mucor pusillus, d'Endothia parasitica)
(Bendimerad, 2013).

3.2.3 L’égouttage

Se traduit par une élimination progressive du lactosérum qui s'accompagne d'une rétraction
et d'un durcissement corrélatif du gel. 1l s'agit donc d'une phase essentielle qui conditionne

directement la composition du fromage (Eck et Gillis, 1997).
4 Les enzymes coagulantes utilisées en technologie fromageére
4.1 Enzymes coagulants le lait

Les enzymes coagulantes sont des enzymes protéolytiques retrouvées chez tous les
organismes vivants. Ce sont des endopeptidases appartenant a la famille des protéinases
aspartiques car elles possedent deux résidus dans le site actif impliqués de maniere décisive
dans la catalyse (Rawlings et al., 2004). Elles sont utilisées depuis tres longtemps dans la
fabrication de fromage. Actuellement, la présure de veau est la plus largement utilisée en
fromagerie (Mahaut et al., 2000 ; Ramet, 2006).
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4.1.1 Enzymes coagulantes d’origine animale
4.1.1.1 La Preésure

La présure est une enzyme protéolytique, extraite de la quatriéme poche de I’estomac
(abomasum ou caillette) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait (avant sevrage)

(Eck et Gillis, 1997). Elle est composée de chymosine et de pepsine.
a) La chymosine

C’est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de I’activité coagulante totale (Eck
et Gillis, 1997). Appartenant au groupe des protéases acides. Elle comporte 323 acides
aminés. Elle est stable aux pH (5.3 a 6.3), inactivée aux pH 7 (vers 7.5) et dénaturée a pH.
L’inactivation thermique a lieu 50 °C, elle est totale a 61°C (Scriban, 1999).

b) La pepsine

C’est le constituant mineur de la présure dont la sécrétion gastrique ne devient
prépondérante qu’aprées sevrage (Ramet, 1993). La pepsine est relativement stable a des pH
compris entre 5 et 5,5. Son activité enzymatique est plus élevée entre pH 1 et 4 avec un
maximum vers 1,8 et varie selon la nature du substrat. C’est une enzyme thermosensible en

solution apres 55°C. Elle est dénaturée a des températures a 70°C (Graiday, 1978).
4.1.2 Enzymes Coagulantes d’origine végétale

De tres nombreuses préparations coagulantes sont issues du régne végétal et sont extraites
par maceration de différentes parties de plantes supérieures (Eck et Gillis, 1997). On retrouve
la papaine (feuilles de papaye), la broméline (tige de I'ananas) et la ficine (suc du figuier).
(Llorente et al., 2004 ; Low et al., 2006 ; Egito et al., 2007). L’extrait coagulant de Cynara
cardunculus (une variété de chardon) a été largement utilisé pour la fabrication traditionnelle
de fromages de brebis (Roseiro et al., 2003). Trois protéases aspartiques (cynarase 1 a 3) ont

été identifiees dans cet extrait (Heimgartner et al., 1990).
5. Microflore du fromage
5.1. Flore originelle

Les microorganismes occupent une place essentielle dans le domaine des produits laitiers et
leur importance se situe a trois niveaux : 1I’¢laboration, I’altération et ’hygiéne des produits

(Hermier et al., 1992).
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5.1.1. Les bactéries lactiques

Elles appartiennent principalement & trois genres : Lactobacillus, Lactococcus et
Streptococcus qui se différencient, entre autres, par leur activité acidifiante (Hassan et
MonierDilhan, 2003 ; Chamba, 2008).

5.1.2. Champignons microscopiques
5.1.2.1. Levures

Parmi les nombreuses espéces de levures comme Kluyveromyces, Geotrichum candidum,
Debaryomyces, Candida et Yarrowia peuplant le lait, seules certaines espéces peuvent se

maintenir dans le caillé. Elles produisent des composés d’arome (Bouix et Leveau, 1993).
5.1.2.2. Moisissures

Elles jouent un role trés actif dans I’affinage de certains fromages, citons penicillium
caseicolum dans le fromage de Brie, Penicillium camembertii et Geotrichum dans le
Camembert. Ces moisissures ont une activité lipolytique et protéolytique intense. La caséine,
les graisses du caillé sont métabolisées en un grand nombre de composés concurrent
largement au développement des qualites organoleptiques du fromage (Ghenem et
Mechalikh, 2017).

5.1.2.3. Flore de contamination

D’apres Eck et Gillis (2006) le fromage est un aliment trés susceptible aux contaminations,

la présence de contaminants varie selon la capacité de leur développement.

Ces microorganismes responsables d’altération sont : Les bactéries (Les coliformes, les
bactéries psychrotrophes (genre Pseudomonas principalement mais également Bacillis), les

bactéries butyrique (Clostridium tyrobutyricum), levures et moisissures.

Les microorganismes potentiellement pathogenes sont Staphylococcus aureus, Salmonella,

Escherichia coli et Listeria monocytogenes (Hermier J., Lenoir J., Weber F., (1992).
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Chapitre 02 : Les intoxications alimentaires collectives

1. Les intoxications alimentaires

L'intoxication alimentaire est une maladie courante généralement bénigne mais qui, parfois,
peut étre mortelle. Elle se produit lorsqu'une personne ingére un aliment ou une boisson
contaminée par une bactérie ou une toxine. Il peut arriver, trés rarement, que les toxines
provenant de produits chimiques ou de pesticides causent une intoxication alimentaire
(Schlundt et al, 2010).

Lors d’une intoxination, les signes cliniques sont dus a I’action d’une toxine bactérienne qui
a été préformée dans la denrée alimentaire. Le délai d’incubation est alors court
puisqu’aucune multiplication bactérienne n’est nécessaire. L’évolution est apyrétique
puisqu’aucun phénomene infectieux n’est associ€. L’exemple type est celui des intoxinations

par les entérotoxines staphylococciques (Fleming, 2014).
1.1. L’infection alimentaire

Les infections alimentaires sont des maladies d’origine alimentaire qui surviennent lors de
I’ingestion d’aliments ou de boissons contaminées par des microorganismes pathogene
(bactéries, virus, parasites), suivie d’une multiplication dans I’héte, accompagnée par une
invasion tissulaire et/ou la libération de toxines qui causent par la suite des troubles (Prescott
et al., 2010).

Le trouble majeur de ces infections alimentaire est la gastro-entérite qui est une
inflammation de la muqueuse de I’estomac, de ‘intestin gréle, et du gros intestin. En général,
la personne souffre de diarrhée aigue (déshydratation), de nausées, de vomissement et de

douleurs abdominales.

Le diagnostic se base sur les antéceédents de contact récent avec des aliments contaminés ou

de I’eau contaminée ou avec des personnes infectées (Thomas et Boyce, 2019).
1.2. L’intoxication alimentaire

Les intoxications alimentaires résultent de 1’ingestion d’aliments contaminés des germes qui
proliférent dans I’aliment et/ ou dans le tube digestif du consommateur. Ces germes peuvent

étre pathogene ou reconnus normalement non pathogene (Bousseboua, 2005).
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L’attaque microbienne peut étre liée aux propriétés invasives du micro-organisme et/ ou aux
produits toxiques qu’il est capable d’¢laborer au cours de sa croissance. Le concept englobe
aussi bien les toxi-infections classiques a Staphylococcus aureus, Salmonella sp, et
Clostridium perfringens, que les pathologies infectieuses moins classiques liées a la
consommation d’aliments contaminés par des virus, des parasites ou des prions. Les T.l.A

bactériennes représentent la majorité des cas recensés (Bourlioux, 2014)

1.3. L’intoxination alimentaire

Les intoxinations alimentaires sont provoquées par I’ingestion de toxines secrétées dans
I’aliment par des germes de contamination. Par exemple toxine botulinique, entérotoxine
Staphylococcique, mycotoxine. Les symptdmes de la maladie sont seulement dus a la toxine

et sans lien avec leur bactérie productrice qui généralement est absente (Bousseboua, 2005).
1.4. Les toxi-infections alimentaires collectives (T.1.A.C)

Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est une maladie souvent infectieuse et
accidentelle causé par I’ingestion d’aliments contaminés par certains agents infectieux ou par

leur toxine.

Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est une maladie infectieuse a déclaration
obligatoire (MDO) qui a lieu lorsqu’il existe au moins deux cas groupés, avec des
manifestations similaires dues a une contamination par un micro-organisme (bactéries en
général) ou une toxine. Les plus grandes toxi-infections alimentaires collectives sont des «

crises alimentaire » (Diallo, 2010).

Les agents infectieux les plus souvent en cause sont les bactéries (Salmonella,
Staphylococcus, Clostridium, Campylobacter) et certains virus comme les rota virus (Diallo,
2010).

1.5. Toxi-infections a Escherichia coli

Ce sont des gastro-entérites dues a des souches entomopathogenes d’E. coli qui est un hote
normal du tube digestif, mais qui devient pathogéne dans certaines conditions (Figure 01).
Ces germes provoguent des troubles graves (diarrhées violentes, nausées, vomissements), 12
heures apreés provoquent des troubles graves le jeune qui peut en succomber. Chez 1’adulte,
des céphalées sont en plus observées. Les aliments dangereux sont les produits laitiers
manipulés ainsi que les viandes. Les colibacilloses proviennent principalement de la mauvaise

hygiéne des mains (Abdoulaye, 1988).
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Figure N°01 : Escherichia coli coloré au microscope électrigue a balayage (MEB)
agrandissement (x8600) (Joffin et Joffin, 2010).

1.6. Intoxination Staphylococcique

Elle est provoquée par Staphylococcus aureus qui est une bactérie sphérique, aéroanaérobie
facultative a gram positif (figure 02). Elle sécrete des entérotoxines thermostables. Les
troubles apparaissent brutalement, 2 a 3 heures apres 1’ingestion et ne sont pas accompagnés
de fievre. Les signes digestifs et généraux sont trés marques, parfois impressionnants (pouls
rapide, chute de tension, hypothermie, vomissements incoercibles, diarrhée importante, etc...)

rappelant un empoisonnement.

Ils ne durent que quelques heures. Les aliments responsables sont rarement contaminés a
I’origine. Cependant le lait de chévre ou vache peut étre contaminé dans le cas de mammite

Staphylococcique de ’animal (Balma, 1989).
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Figure N°02 : Micrographie électronique a Staphylococcus aureus sous un grossissement

balayage (MEB) montre une souche de la bactérie (Joffin et Joffin, 2010).
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2. Aliments a risques

D’apres une étude de PINVS de 2013, la consommation de viandes a été suspectée comme
¢étant a ’origine de la toxi-infection dans 17% des foyers, suivie par les coquillages (9%), les
volailles (8%), les poissons (8%), les ceufs et produits a base d’ceufs (5%), les produits de
charcuterie (5%), les crustacés (3%) et les produits laitiers (3%). Les « autres aliments »
(essentiellement des plats avec des aliments composés) ont été suspectés d’étre la cause de
31% des TIAC en 2013.

2.1. Produits laitiers

Le lait et les produits laitiers renferment une flore microbienne naturelle mais ils possédent
également une flore supplémentaire a l'origine de la diversité des produits laitiers (différents
fromages...). L'origine des contaminations par les bactéries pathogenes varie en fonction de la
nature du produit et de son mode de production et de transformation. 1l existe deux types de

contamination :

e D’origine endogéne : elle fait suite a une excrétion mammaire de l'animal malade
(mammite ou infection systémique),
e D’origine exogéne : par contact direct avec des troupeaux infectés (féces, peau) ou

d'un apport de I'environnement (eaux, personnel).

L'ensemble des procédés de traitement et de transformation du lait peut freiner la
multiplication des germes éventuellement présents ou au contraire favoriser leur

développement.

Différents types de produits sont impliqués dans des toxi-infections alimentaires : il s'agit de
lait cru, fromage de chevre, mozzarelle, fromage de vache a pate molle, cheddar, vacherin,

creme et sauce a base de creme et de creme glacée (Brisabois et al., 1997).
2.1.1. Fromages a pate molle

Des maladies infectieuses avec Salmonella spp., L. monocytogenes, S. aureus et Brucella
spp ont été causé par ingestion de fromages a pate molle confectionné avec du lait pasteurisés
et non pasteurisés. Des mesures doivent étre mises en place pour prévenir la contamination

post-pasteurisation durant la fabrication du fromage.

Les fromages bleus peuvent étre contaminés au niveau de la crolte, I'agent pathogéne va

pouvoir étre transférés a la pate pendant le tranchage.
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Une étude sur le gorgonzola a été réalisée pour connaitre le risque pour le consommateur du
développement de L. monocytogenes avant la date limite de consommation lors d’une

conservation & 4°C.

La simulation de coupe avec des crodtes inoculées artificiellement a indiqué un pourcentage
élevé d'échantillons contaminés. Ensuite la croissance de L. monocytogenes dépend des
caracteristiques physico chimiques du fromage, du niveau de contamination et de la durée du
stockage (Lund, 2014 et Berninia et al., 2016).

2.1.2. Fromage blanc

Le lait utilisé pour la fabrication du jben est contaminé au niveau des fermes (écuries et
¢table non laver, animaux malades, machine a traire non nettoyer etc....) ou alors pendant la

fabrication du produit ou les régles d’hygienes ne sont pas respectées.

2.1.3. Origine de I'intoxication par le fromage
Cet empoisonnement provient soit : a) de l'ustensile méme qui a servi a la préparation du
fromage ; b) des ptomaines ; c) des herbes consommées' par le bétail ; d) des microbes,

champignons, bacilles et microorganismes du fromage (Abdo Feghali).

a) L’ustensile : C'est le cuivre, non étamé ou trés mal étamé, qui a servi a la préparation
du fromage, qui, par ses sels, sulfures et sulfates, etc., est incriminé dans la majorité des
cas d'empoisonnements de ce genre. Les ustensiles faits en zinc, plomb, nickel, pourraient
produire, de méme, bon nombre d'intoxications.

b) Les ptomaines : Elles existent dans tous les fromages fermentés, et sont constituées
par les résidus des champignons, bacilles, microbes, saprophytes divers du fromage.

c) Les herbes el céréales consommées par le bétail : On accuse populairement, en
Orient, les diverses herbes et céréales, de la production des cas d'empoisonnements
alimentaires mortels. Scientifiguement parlant, la petite quantité de ptomaines toxiques qui
passent par le lait, réduit en fromage dans lI'estomac du consommateur, est insignifiante.

d) Intoxication mortelle d'origine microbienne : C'est, sans contredit, la forme la plus

fréquente sous nos climats, et partant la plus redoutable.
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CHAPITRE 03 : Extraits des plantes

1. Les huiles essentielles

1.1. Définition

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, plus ou moine fluide, tres odorantes,
volatiles, souvent colorées et plus légeres que ’eau (densité de ’ordre de 0.750 a 0.990).
(Fabrice.,2009). Une huile essentielle est un produit odorant, de composition complexe
obtenue a partir d’une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement
a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique sans chauffage

(Bruneton.,2009).
1.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des melanges naturels trés complexes de différentes
constituantes chimiques. Ces constituants peuvent étre regroupés en deux grands groupes
chimiques en fonction de leurs origines biogénétiques bien distinctes, il y a le groupe des

terpénoides et celui des composés aromatiques (Pichersky et al., 2006).
a. Terpénoides

Les terpénoides sont en général trés nettement dominants dans les huiles essentielles et les
plus rencontrés sont les monoterpénes (C10) et les sesquiterpénes (C15). Leurs structures sont
obtenues a partir de la combinaison de deux ou trois unités isopréne(C5H8) (Bakkali et al.,
2008).

b. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) sont beaucoup moins fréquents que les terpénoide
(ex : Eugénol). Ce sont trés souvent des allyles et des propénylphénols, parfois des aldéhydes.
On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (C6-C1) comme la
vanilline (Betts., 2001).

1.3. Activité biologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles de différentes plantes ont suscité un grand intérét en raison de leurs
propriétés antioxydants, antibactériennes, antitumorales, antifongique et insecticides (Burt,
2004).
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Les huiles essentielles ont un effet sur la croissance des bactéries. Elles agissent en
empéchent leur multiplication, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Ces dernieres
attirent actuellement beaucoup d’attention parce qu’elles ont montré une activité contre les
pathogénes résistant aux antibiotique, tels que les staphylocoques dorés (Tohidpour et al.,
2010 ; Warnke et al., 2013).

2. Généralités sur le Juniperus phoenicea
2.1. Description botanique

Le genévrier (figure 03) appartient a la famille des Cupressacées ou il avoisine le
Cupressus (Seigue, 1985). Il comprend environ 60 espéces réparties dans I'némisphere
Nord (Rezzi et al., 1999). Le genre Juniperus est divisé en trois parties : Caryocedrus
(une espece : J. drupacea Labille) ; Oxycedrus (neuf ou dix especes) ; et Sabina (environs
50 especes) (Adams, 1998).
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Figure 03 : Aspect du genévrier de Phénicie (Achak, 2006)

Généralement, les peuplements de genévriers de Phénicie sont constitués par des arbustes de

1 4 3 m de hauteur mais pouvant atteindre jusqu’a 8 a 10 m de hauteur.

Les feuilles sont presque toutes squamiformes, en écailles tres petites et courtes, a bords
cartilagineux finement denticulés, serrées contre les rameaux. Les ramilles sont lisses au
toucher (Cassan et al., 2009).
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Les cones ayant I’apparence de baies et en soudant les écailles entre elles, ils prendront
un brun rougeétre brillant & maturité (apres 2 ans), d'un diamétre d'environ 6 a 10 mm,

avec 6 a 9 graines par cone. Les graines sont 6 a 9 par cones.

Le genévrier de Phénicie n’est pas dioique mais généralement monoique (Botineau,
2015). La floraison a lieu en hiver-printemps. Les parties utilisées sont les feuilles et les
fruits (figure04) de baies (Molino, 2005).

Figure 04 : Feuilles et fruits de J. phoenicea (Abdelli, 2017).

2.2. Classification et systématique de Juniperus Phoenicea
La classification du genévrier de Phénicie est la suivante (Teibi, 1992 ; Adams, 2004) :
Regne : Plantae
Division : Pinophyta
Classe : Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Cupressaceae
Genre : Juniperus

Espéce : Juniperus phoenicea
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Autres noms : Genévrier rouge, Genévrier de Lycie, Araar (U= = en Arabe), Cade
endormi. Les provengaux I’appellent « morven » ou genévrier a fruits rouges. L’étiquette
phoenicea vient du latin phoenicus qui signifie rouge éclatant ou rouge pourpre qui décrit

la couleur des baies (Rameau et al., 2008).
2.3. Habitat

Juniperus phoenicea est une espéce pionniére des climats méso- et thermo-méditerranéens
(Mazzoleni et al., 2004), présente sur les sols rocailleux, dans les rivages, les pinédes, les
maquis, les garrigues calcaires, sur les grandes parois des falaises et sur les sommets
rocheux (Ghrabi, 2001 ; Varlet, 2008 ; Yaniv et Dudai, 2014). Il se caractérise par sa
grande capacité a se développer et a s’adapter dans des environnements ou les conditions
écologiques sont difficiles (aridité, vent et pression anthropique, par exemple) (Benabid,
2000 ; Aafi, 2003 ; Rameau et al., 2008). Il est également indifférent au sol, supporte
I’argile, les sables, les sols légérement salés, calcaires ou dolomitiques, les marnes ou
encore, les sols volcaniques (Seigue, 1985). Il parait se plaire principalement dans les sols

meubles et siliceux et il convient tres bien pour la fixation des dunes (Mathieu, 2008).

Juniperus phoenicea est répartie dans tous les pays de la Méditerranée : Albanie,
Algérie, Andorre, Bosnie-Herzégovine, Bulgarie, Croatie, Chypre, Egypte, France, Grece,
Italie, Jordanie, Liban, Libye, Maroc, Portugal, Roumanie, Espagne, Tunisie, Turquie ;
Arabie saoudite (le long de la mer Rouge). Il est également présent en Macaronésie : iles

Canaries et Madere Arquipelago (Yaniv, 2014).

En Algérie, le genévrier rouge occupe une superficie estimée a 227.000 ha, soit 10% de
la superficie forestiére de I'Algérie. 1l est commun sur la cote, les hauts plateaux et I'Atlas
du Sahara d'Oran, d'Alger et de Constantine. Il est rare dans d'autres endroits, en
particulier sur les dunes de sable cotieres, les collines et sur la cote de Barbarie et il
constitue au cété du cedre, la principale couverture végétale dans les montagnes des
Aurés, notamment dans le sud de ce massif ou il occupe une superficie de 1950 ha
(Abdelli, 2017).
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2.4. Caractéristiques écologiques

Cette espece est présente sur les sols rocailleux, dans les garrigues calcaires, sur les
grandes parois des falaises et sur les sommets rocheux battus par les vents. Ce genévrier
se trouve principalement sur le calcaire, dans des endroits tres secs et en plein soleil, ou

les sols sont tres fins, rocheux et avec un pH élevé (Adams et al., 1996).
2.5. Exigences climatiques

Le Genévrier de Phénicie se développe dans des conditions difficiles et méme extrémes.
Il résiste aux conditions arides et semi-arides. Son nom latin « Juniperus » est issu du
Celte juniperus qui signifie rude ou apre. Il aime le plein soleil et pousse aussi bien sur le
littoral que sur des endroits ventés. L’arbuste peut résister a des températures allant
jusqu’a - 28 °C. A cette fin, il a développé avec succés une stratégie qui lui a permis de
survivre dans un environnement trés défavorable. 1l change de sexe en fonction de
I'environnement et peut survivre méme si la majeure partie de son systéme racinaire est
détruite (Jarry, 1993).

2.6. Composition chimique de I’huile de Juniperus phoniecea L.

L’huile essentielle de baie de Juniperus phoenicea contient (0,5-2%) dont I’aspect
qualitatif et quantitatif dépend de l'origine de la plante et de la maturité des baies qui sont
constitués par : Une résine, des oligosaccharides (environ 30%), des tanins catéchiques (3-
5%), des biflavonoides, des leucanthocyanes, des acides alcooliques et un alcool

terpénique (sabinol) (Molino, 2005).

73 des composes sont identifier par Ramdani et al, (2013), les principaux composes
sont : l'a-pinéne, le A3-caréne, - phellandrene, le myrcéne, linalol-tetrahydroxy-,

germacrene-D et B phellandrenedrene.

2.7. Usages thérapeutiques

Les plantes de genévrier ont été largement utilisées en médecine traditionnelle pour
diverses maladies infectieuses et inflammatoires, telles que le rhume, la diarrhée, les
infections fongiques, les hémorroides, les pertes vaginales, le diabéte et les plaies.
(Yesilada, 1993). En médecine populaire tunisienne, la décoction de feuilles de J.
phoenice a était fréquemment utilisée pour réguler les menstruations et soulager la douleur

des crampes menstruelles (Yaniv, 2014).
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Un mélange de baies et de feuilles de cette plante est traditionnellement utilisé comme

médicament antidiabétique. (Kékes, 2014).

Les études antérieures sur les activités biologiques de J. phoenicea se sont
principalement concentrées sur les huiles essentielles. Bien que la plante soit revendiquée
comme étant utilisée pour ses effets anti-inflammatoires et analgésiques par les
gueérisseurs traditionnels tunisiens, aucun travail publié a ce jour ne porte sur I'utilisation
de J. phoenicea a cette fin. J. phoenicea a une longue histoire d'utilisation dans le

traitement de l'eedéme dans la subdivision méditerranéenne (Yesilada, 1993).
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1. Objectif

L’objectif de la présente étude était d’évaluer I’effet de 1’huile essenticlle de Genévrier de
Phénicie (Juniperus phoenicea) a une concentration de 0.5% (v/v) sur la charge des germes
pathogenes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) inoculés dans le fromage blanc durant

son stockage a 4°C.
2. Matériel végetal

Le Genevrier de Pheénicie a été récolté dans les montagnes de Ain Ousmane de la
commune d’Oued Morra situe 34°12'07.0"N et 2°19'25.9"E, entourant la ville d’Aflou wilaya
de Laghouat (Algérie) (Figure 05). Les parties aériennes fraiches de J. phoenicea ont été
séchées dans I’obscurité a la température ambiante (<30°C). Le matériel végétal a été broyé
individuellement a 1’aide d’un broyeur en poudre fine et récupérées dans des sacs en papier

propres pour servir ultérieurement a I’extraction de I’huile essentielle (Figure 06).
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Figure 05: Localisation géographique d’Oued Morra entourant, le site de recolte de
Genévrier de Phénicie (Carte Michelin Aflou-plan, 2006-2016).
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Figure 06 : Le Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) séché et broyé en poudre

(Photo originale, 2021)
2.1. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation selon le
protocole de British Pharmacopoeia (British Pharmacopoeia, 1990), utilisant un appareil de

type Clevenger (Figure 07).

Figure 07 : Montage d’un hydrodistillateur de type Clevenger (Photo originale, 2021).
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Cent cinquante grammes (150 g) du matériel végétal séché sont mises dans un ballon a fond
rond et additionnés a 1500 ml d’eau distillée, puis sont portés a 1’ébullition pendant 4 h a
I’abri de la lumiére. La vapeur est condensée dans le réfrigérant, le condensant (eau+ huile
essentielle) est récupéré dans une ampoule a décanter. L ’huile essentielle est obtenue par une
simple décantation et conservéee dans des tubes en verre a une température voisine de 4 °C a

I’abri de la lumiére, jusqu’a leur usage ultérieur.

2.2. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle a été calculé par la formule suivante :

R (%) = le poids de I’huile essentielle/ le poids de 1’échantillonx100

3. Matériel biologique

Les souches bactériennes de référence testées dans cette étude sont Staphylococcus aureus
ATCC25923 et Escherichia coli ATCC25922 obtenues du Laboratoire Vétérinaire Régional
de Laghouat (LVRL). S. aureus et E. coli ont été stockées a -80 °C dans du bouillon BHI 10%
de glycérol ajouté comme agent cryogénique. Une culture fraiche a été préparée en transférant
une boucle de culture dans du BHIB, puis en l'incubant pendant 24 h a 35 °C. Les cultures de
S. aureus et E. coli ont été repiquées, respectivement sur des boites de BHI agar et EMB de
levine agar, puis incubées a 35 °C pendant 48 h. Pour obtenir une suspension de travail,
I’inoculum a été préparé a partir des cultures récentes dans 1'eau physiologique (0.9%), ajusté
a la densité de 0.5 McFarland a I'aide d'un spectrophotometre biochrom Libra S6 (80-5000-
10, UK) a une longueur d'onde de 600 nm afin d’obtenir une concentration finale
approximative de 10" UFC/ mL (Figure 08).
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Figure 08 : Spectrophotometre de type biochrom Libra S6 (80-5000-10, UK) (Photo
originale, 2021).

4. Fabrication de J’ben :

Le fromage a été fabriqué traditionnellement a partir du lait cru de vache entier de petit
mélange (environ 10 femelles) d’une ferme rurale de la zone daya de la commune de
Laghouat. La traite est manuelle et a eu lieu en mois de février 2021. Le procedé de
fabrication du jben est illustré dans la figure 09. Le lait a été d’abord chauffé température de
65 °C pendant 30 min et rapidement refroidi a une température inférieure ou égale a 4 °C.
Ensuite, le lait est caillé a 45 °C en ajoutant la présure de type CHY-MAX®
(Plus/Ultra/Extra, Danemark) (Figure 09). Aprés approximativement 12 heures de
coagulation, le fromage a subi un égouttage qui a duré environ 24 heures. Le lactosérum a été

retiré et le fromage a été emballé immédiatement et stockés a 4 °C.
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Lait cru

A 4

Stocke a 4 °C

Pasteuriser a 65 °C
pendant 30 mn
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Caillée & 45 °C par la présure

Séparation | y
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lactosérum

24 h

Fromage emballé et
conserve a4 °C

Figure 09 : Diagramme de fabrication du fromage blanc (J’ben) (Photo originale 2021)
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4.1. L application de I'huile essentielle et I’inoculum de Staphylococcus aureus et
Escherichia coli sur le fromage blanc

Huit cent gramme (800 g) de fromage blanc, précédemment préparés, ont été pesés dans
une boite stérile. Ensuite, le fromage a été coupé en morceaux uniformes d’environ 10+0.1 g
pour les analyses bactériologiques. Des échantillons de fromage ont été répartis au hasard en
quatre groupes distincts dans des barquettes en polystyréne : deux contréles et deux groupes
traités. Pour les groupes traités, les morceaux de fromage ont été traités par immersion dans 1
litre d’eau distillée stérile additionnée de 5 ml de I’huile essentielle de J. phoenicea (0.5%,
v/v) pendant 4 minutes a 25 °C. La concentration 0.5% (v/v) d'extrait de plante a été choisie
dans cette étude sur la base des tests préliminaires, donnant le meilleur aspect et absence
d'odeur et de couleur dans le fromage. Notons que, ’huile essentielle a été précédemment
diluée dans 0.2 ml de Tween 20 pour faciliter leur diffusion dans ’eau distillée (Zhang,
2017). Les échantillons de fromage ont ensuite été inoculés séparement par 0.1 ml de
suspensions bactériennes de 10’ UFC/ml de populations de S. aureus ou E. coli selon la

répartition suivante :

e Témoin 1 : contient du fromage blanc inoculé par S. aureus et conservé a 4 °C.

e Groupel : contient du fromage blanc inoculé par S. aureus, traité par 0,5% d’huile
essentielle et conservé a 4 °C.

e Témoin 2 : contient le fromage blanc inoculé par E. coli et conservé a 4 °C.

e Groupe 2 : contient le fromage blanc inoculé par E. coli, traité par 0,5% d’huile
essentielle et conservé a 4 °C.

Notons que, la concentration finale approximative des groupes inoculés est de 10° UFC/g de
fromage. Tous les groupes ont été conservés dans le réfrigérateur a une température de 4 °C
pendant 120 heures.

4.2 Mesure de pH

Le pH était mesuré a l'aide d'une électrode de pénétration de type aiguille (EUTECH
Instruments, Germany) enfoncée dans la pate de formage (Figure 10). La mesure de pH est

répétée trois fois pour chaque groupe durant la période expérimentale.
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Figure 10: pH Spear Food Testing (Photo originale, 2021).

5. Analyses bactériologiques

5.1. Préparation de la solution mere et des dilutions décimales

Les analyses ont été effectuées de facon aseptique pour éviter toute contamination. La
préparation de la suspension mere s’effectuée selon le protocole suivant : 10 g de I’échantillon
de fromage blanc ont été pesée et homogénéises avec 90 ml d’eau physiologique pendant 2
minutes (figure 11). Cette suspension constitue alors la dilution meére qui correspond a la
dilution 1/10 ou (1071). A I’aide d’une micropipette réglée, un millilitre de la suspension
mére (1071) est prélevé aseptiquement et introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile. On obtient ainsi la dilution ( 10~2) et on prépare de la méme procédure
pour les autre dilution décimales (1072,107%,10>) (JORADP, 2014). Dans ce cas, nous
disposons de cing dilutions décimales a partir desquelles les milieux de cultures seront

ensemences.
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Figure 11 : Préparation de la solution mére et des dilutions décimales.
5.2. Dénombrement des Escherichia coli

La gélose EMB de Levine est un milieu sélectif pour I’isolement et le dénombrement des
entérobactéries. L'utilisation de I'éosine et du bleu de méthylene permettent la différenciation
entre les organismes fermentant le lactose et non fermentant. 1l est largement utilisé pour la
détection et le dénombrement des coliformes, des contaminants des aliments et de I'eau
potable. L’ensemencement a été effectué par I’étalement en surface de 0.1 ml de chaque
dilution décimale a la surface de la gélose sans toucher les bords de la boite. Ensuite, les
boites sont incubées a 1’étuve a une température de 37 °C pendant 24 h. Apres incubation, les
colonies sont toutes denombrées sur les boites contenantes entre 30 & 300 colonies. Dans la
gélose EMB, les colonies typiques d’E. coli sont d’une couleur verte avec éclat métallique

avec une zone claire distincte dans la gélose apres la période d’incubation.
5.3. Dénombrement des Staphylococcus aureus

Le milieu Baird Parker a été utilisé pour la rechercher et le dénombrer des Staphylocoques.
Ce milieu est additionné de jaune d’ceuf (élément nutritif et révélateur enzymatique) et de
téllurite de potassium (indicateur de noircissement des colonies) qui est souvent le milieu le
plus favorable a la sélection et la différenciation des staphylocoques a partir des produits
alimentaires, selon la méthode décrite par AFNOR : N F-V08-014. L’ensemencement a été
effectué par I’é¢talement en surface de 0.1 ml de chaque dilution décimale a la surface de la
gélose sans toucher les bords de la boite. Ensuite, les boites sont incubées a 1’étuve a une
température de 35 °C pendant 24 a 48 h. Dans la gélose Baird Parker, les colonies typiques de
S. aureus sont d’une couleur noir brillant avec une zone claire distincte dans la gélose aprés la

période d’incubation.
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5.4. Calcule des charges bactériennes

Selon le JORADP N°68 du 2014, le nombre N des microorganismes présents dans
I’échantillon pour essai, en tant que moyenne pondérée partir des deux dilutions successives, a
été calculé a I’aide de 1’équation suivante :

_ xC
N_V(n1+0.1n2)d

ou:

>'C: est la somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues de deux dilutions

successives et dont au moins une contient 15 colonies.

V : est le volume de I’inoculum appliqué a chaque boite, en millilitre.
nl . est le nombre des boites retenues a la premiére dilution.

n2 : est le nombre des boites retenues a la seconde dilution.

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.
6. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type, calculés a partir des données obtenues
de trois répétitions expérimentales. Les données ont été réalisées par le test de student a l'aide
de logiciel Microsoft Excel (Excel, 2007). Les différences sont considérées significatives au
seuil de 5% (p < 0.05) entre les groupes traités et ses témoins. Toutes les statistiques et les

figures ont été réalisées avec le logiciel Microsoft Excel.
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Résultats

1. Le rendement de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea

L’huile essentielle extraite a partir de la plante Juniperus phoenicea par hydrodistillation est
de couleur transparent proche de jaune clair et forte odeur de genévrier (Figure 12). Le

rendement en huile essentielle de la partie aérienne de J. phoenicea est de 0.95 % (m/m)

Figure 12 : Huile essentielle de Juniperus phoenicea obtenue par hydrodistillation (Photo

originale ,2021).
2. Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea

Le tableau 04 montre les propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de Juniperus

phoenicea.

Tableau 04 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea

obtenue et celle de (Proenca da Cunha et al., 1977)

Caracteristiques | HE de J. phoenicea obtenue HE de J.phoenicea selon

organoleptiques (Proenca da Cunhacet al.,
1977)

Aspect Liquide pale Liquide pale

Couleur Transparent proche de jaune clair Jaune de couleur paille

Godt Go0t de genévrier Godt piquant

Odeur Forte odeur de genévrier Légérement désagréable
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3. Résultats de pH

Le tableau n°05 montre les résultats du pH de fromage blanc réfrigérer traité par 0.5% de

I’huile essentielle de Juniperus phoenicea. Le pH initial de fromage blanc est de 6.05.

Tableau N°05 : Tableau récapitulatif des résultats du pH de fromage blanc réfrigérer traité

par 0.5% de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea

pH"
) Dureée de conservation (jours)

Traitement

Jo J1 J2 J3 J4 J5
Témoin 1 6.05 5.81+0.13 5.03+0.06 4.96+0.03 5.05+0.02 | 5.1+0.03
Groupe 1 6.05 5.46+0.05 4.95+0.07 4.87+0.05 4.95+0.03 | 5.04+0.04
Témoin 2 6.05 5.79+0.02 5.06+0.06 5.08+0.01 5.2440.03 | 5.24+0.07
Groupe 2 6.05 5.69+0.10 4.98+0.05 5.14+0.22 5.12+0.04 | 5.14+0.06

*Valeurs sont exprimés en moyenne * écart (n=3) ; Témoin 1 : (groupe inoculé par Staphylococcus aureus/4
°C) ; Groupe 1 : (groupe inoculé par Staphylococcus aureus et traité par 0,5% d’huile essentielle/4 °C) ; Témoin
2 : (groupe inoculé par E. coli/4 °C); Groupe 2 : (groupe inoculé par E. coli et traité par 0,5% d’huile

essentielle/4 °C).
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tl: Témoin 1 : (groupe inoculé par Staphylococcus aureus/4 °C) ; gl: Groupe 1 : (groupe inoculé par
Staphylococcus aureus et traité par 0,5% d’huile essentielle/4 °C) ; t2 : Témoin 2 : (groupe inoculé par E. coli/4
°C); g2 : Groupe 2 : (groupe inoculé par E. coli et traité par 0,5% d’huile essentielle/4 °C).

Figure 13 : Courbe croissance de pH de Staphylococcus aureus et Escherichia coli durant la
période de conservation dans le fromage blanc.

Le tableau 05 montre une fluctuation des valeurs de pH dans les groupes inoculés par S.
aureus ou la valeur du pH du témoin était de 5.81 supeérieurs a celle du groupe traité (5,46).
Les valeurs du pH ont diminué dans le 2° et le 3° jour dans les deux groupes pour revenir a
augmenter durant le reste de la période de conservation.

Pour les groupes inoculés par E. coli, la valeur du pH du témoin était de 5.79 supérieurs a
celle du groupe traité (5,69). Les valeurs du pH ont diminué dans le 2° jour dans les deux
groupes pour revenir a augmenter durant le reste de la période de conservation. Notons que le
groupe traité et inoculé par S. aureus a présenté des valeurs de pH la plus faibles par rapport

autres groupes expérimentaux (Figure 13).

4. Résultats des analyses bactériologiques

Les résultats de dénombrement des Staphylococcus aureus et Escherichia coli dans le
fromage blanc traité par 0.5% (v/v) de I'huile essentielle de Juniperus phoenicea sont

présentés dans le tableau 6.
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Tableau N°06 : Tableau récapitulatif des résultats de la charge bactérienne de fromage blanc
réfrigérer traité par 0.5% de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea

Charge bactérienne (Log UFC/g)?

Microorganismes Groupes Temps de stockage
J1 J2 J3 J4 J5
Témoin 1 5.00+£0.01 | 5.00+0.01 | 5.00+0.01 | 4.74+0.16 | 5.40%0.19
S. aUrels Groupe 1 4.46+0.04 | 4.39+0.06 | 4.25+0.13 | 4.11+0.08 | 4.17+0.36
P (probabilité) | 0.00027 0.0002 0.0014 0.0036 0.0075
Signification ikl faleiel ** **x *x
Témoin 2 7.54+0.05 | 7.29+0.15 | 6.98+0.25 | 6.59+0.18 | 6.82+0.12
£ coli Groupe 2 7.16+0.12 | 6.40+0.02 | 6.34+0.25 | 6.27+0.21 | 6.46+0.01
P (probabilité) | 0.007 0.0006 0.035 0.12 0.0075
*x s * NS ox

Signification

&/aleurs sont exprimés en moyenne + écart (n=3); Témoin 1. (groupe inoculé par Staphylococcus aureus/4 °C) ;
Groupe 1: (groupe inoculé par Staphylococcus aureus et traité par 0,5% d’huile essentielle/4 °C) ; Témoin 2:
(groupe inoculé par E. coli/4 °C) ; Groupe 2: (groupe inoculé par E. coli et traité par 0,5% d’huile essentielle/4
°C). NS : différence non significative ; * : p < 0,05 : différence significative ; **: p < 0,01 : différence hautement

significative ; ***; p < 0,001 : différence trés hautement significative.

4.1. Dénombrement de Staphylococcus aureus

Dans la présente étude, les colonies de Staphylococcus aureus dénombrées sur milieu Baird

Parker sont rondes brillantes, de couleur noir et de taille moyenne (Figure 14).

Figure 14 : Aspect de Staphylococcus aureus sur milieu Baird Parker (Photo

originale,2021).
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Le tableau n° 06 montre les résultats de dénombrement des S. aureus inoculés a la surface
du fromage blanc, traité par ’huile essentielle de J. phoenicea et conservée pendant 120
heures (5 jours) a 4°C. Au premier jour, la charge initiale des S. aureus dans le groupe témoin
est égale a 5 Log UFC/g et qui reste stable durant le temps de stockage réfrigéré. Le
traitement avec I’'HE de J. phoenicea a montré une réduction trés hautement significative (p <
0,001) de la croissance de S. aureus dans le fromage blanc durant le 1° et 2° jour de
conservation, par rapport au témoin, et cette réduction est de 0.5 et 0.6 Log UFC/g,
respectivement. La charge de S. aureus continue a diminuer durant toute la période de
stockage, enregistrant une réduction hautement significative (p < 0,01) de 1.2 Log UFC/g au
cinquieme jour par rapport au témoin. A la fin du temps de stockage, la croissance de S.
aureus est restée stable et n’a pas depassé 4.17 Log UFC/g dans le groupe traité avec 0.5%
I’huile de Juniperus phoenicea. En générale, le traitement par I’HE de J. phoenicea a montré
un effet tres remarquable sur la réduction de la croissance de S. aureus inoculé dans le

fromage blanc durant la période de conservation a 4 °C, par rapport au témoin.
4.2. Dénombrement d’Escherichia coli

Dans la présente étude, les colonies d’Escherichia coli dénombrées sur milieu EMB
(Eosine Méthylene Bleu Agar) sont de grande taille et de couleur bleu-noir brillant vert avec

éclat metallique (Figure 15).
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-

Figure 15 : Aspect d’Escherichia coli sur milieu EMB (Photo originale ,2021).

Le tableau n°06 montre les résultats de dénombrement d’Escherichia coli inoculée dans le
fromage blanc, traité par I’huile essentielle de Juniperus phoenicea et conservée pendant 120
heures (5 jours) a 4°C. Au premier jour de stockage, la charge initiale d’E. coli dans le groupe
témoin est égale a 7.54 Log UFC/g, et qui diminuée progressivement durant la période de
conservation. A I’exception du 4° jour de conservation, le traitement par I’'HE de J. phoenicea
a montré une nette réduction de la croissance d’E. coli dans le fromage blanc pendant la durée
de stockage réfrigére, par rapport au témoin. Cette réduction est d’environ 0.4 Log UFC/g
aprés 24 h de conservation. La croissance d’E. coli continue a diminuer durant toute la
période de stockage, enregistrant une réduction tres hautement significative (p < 0,001) au 2°
jour (réduction de 0.9 Log UFC/g) et significative (p < 0,05) au 3° jour de conservation
(réduction de 0.6 Log UFC/g). A la fin de la période de stockage, la croissance d’E. coli est
restée stable et n’a pas dépassé 6.46 Log UFC/g dans le groupe traité avec 0.5% I’huile de J.
phoenicea, enregistrant une réduction hautement significative de 0.3 Log UFC/g, par rapport
au téemoin. Notons que, le traitement avec 0.5% de I’huile de J. phoenicea a réduit
effectivement la croissance d’E. coli inoculée dans le fromage blanc pendant le stockage

réfrigéré.
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Le rendement moyen d’extraction de 1’huile essentielle de la plante Juniperus phoenicea
était d’environ 0.95% (m/m). Conformément a nos résultats, les rendements en huiles
essentielles obtenue a partir J. phoenicea récoltée de différentes régions d’Algérie varient de
0.7 % (station de Menéa a Batna) a 0.75% (station de Boussdada a M’sila) et de 0.8% (station
de Boutaleb a Sétif) a 0.92% (station de T’Kout a Batna et station d’Elhadjab a Biskra)
(Ramdani et al., 2013). Une autre étude faite par Bekhechi et al. (2012) sur plusieurs
stations réparties le long du territoire national a montré des teneurs trés variables en huiles
essentielles obtenue a partir J. phoenicea, et qui sont comme suit : a ’ouest : 0.32 — 0.89%
(station de Ain Sefra a Nadma) et 0.79 — 1.32% (station de Honaine a Tlemcen), au centre :
0.87 — 1.52% (station de Berine a Djelfa) et a I’est : 0.59 — 1.13% (station de Fesdis a Batna).
En général, les huiles essentielles des espéces Juniperus sont composées de 85-95% de
monoterpenes et prés de 0.1-12% d’alcools (Angioni et al., 2003). L’huile essentieclle des
feuilles de J. phoenicea connait une grande variation chimique, cependant, un grand nombre
de travaux rapporte la prédominance de celle-ci en monoterpenes avec le a-pinéne comme
constituant majeur, suivi de a-terpinyl acétate, 6-3-caréne, myrcéne, a-phellandréne et [-
phellandrene (Afifi et al.,1992 ; Rezzi et al., 2001 ; Angioni et al., 2003 ; El-Sawi et al.,
2007 ; Ennajar et al., 2009 ; Mazari et al., 2010). L’huile essenticlle des baies de J.
phoenicea est composée majoritairement de monoterpenes, suivi des sesquiterpenes, ou le a-
pinene étant le constituant caractéristique. Camphéne, 6-3-caréne et trans-verbénol sont
également présents a des taux variables (Delitala, 1980 ; Lawrence, 1989 ; Rezzi et al.,
2001). Cette variation dans la composition de I’huile essentielle peut étre attribuée a divers
facteurs tels que les conditions géographiques et climatiques, la méthode utilisée pour le
séchage et I'extraction de I’huile essentielle ainsi que le stade de croissance de la plante
(Bouyahyaoui et al., 2017 ; Brahmi et al., 2016).

Il est connu depuis I’antiquité que les huiles essenticlles présentent des nombreuses
propriétés médicinales, telles que les propriétés antiseptiques, antimicrobiennes, antitoxiques,
antivenimeuses, antioxydantes, antiparasitaires, diurétiques et anticancéreuses (Valero et
Salmeron, 2003 ; Bakkali et al., 2008). L’utilisation des huiles essentielles de J. phoenicea
dans des matrices alimentaires est souvent limitée en raison de considération d’ardome et de
golt. Au cours des derniéres années, des recherches ont montré que ces produits naturels
possedent également des applications potentielles pour la conservation des aliments (Calo,

2015). Par conséquent, il est difficile de définir et de mesurer la quantité spécifique de
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matiere végétale a ajouter dans I’aliment pour garantir un effet antimicrobien attendu, en plus
du besoin de méthodes analytiques pour une détermination plus précise de ces composés
(Calo et al., 2015). Un autre aspect important dans [l'utilisation des plantes et leurs
constituants dans les aliments est I’effet phytotoxique. Bien que les plantes aromatiques
pouvant étre utilisées dans la préparation des aliments depuis longtemps, il y a un manque
d'informations toxicologiques spécifiques telles que la dose journaliere acceptable (DJA)
(Negi, 2012). Cependant, les huiles essentielles sont généralement classées comme substances

généralement reconnues comme sdr (GRAS) (FDA, 2016).

Comme le fromage est un aliment a haute teneur en protéines et lipides, les concentrations
de composés actifs a ajouter pour obtenir un effet d'inhibitrices des microorganismes
devraient eventuellement étre supérieures a ceux testés in vitro (Moro et al. 2015).
Gamariello et coll (2008) et Shan et al. (2011) ont rapporté que la concentration de
composés actifs utilisés pour inhiber la croissance des microorganismes pathogenes dans le
fromage Fiordi Latte était effectivement plus élevée que le niveau testé in vitro. Dans la
présente etude, le traitement par 0.5% (m/m) de I’HE de J. phoenicea a montré un effet trés
remarquable sur la réduction de la croissance de S. aureus et E. coli inoculées dans le fromage
blanc durant la période de conservation a 4 °C, par rapport au témoin. Cela pourrait
s'expliquer par la possible affinité existante entre les composants de I’HE (non polaires) et la
matrice alimentaire utilisée (fromage blanc frais), qui est composée d'environ 26.9% de
lipides (O’Callaghan et al, 2017). Cette caracteristique facilite la migration de I'HE vers la
surface du produit et permet une meilleure dissolution et dispersion dans laliment
(Dannenberg et al, 2017). De plus, le pH du formage testé est inférieur a 6 dans tous les
groupes étudiés durant toute la période de conservation. Le pH a un effet trés important sur
I’inhibition du développement des germes indésirables, car un pH trop bas entraine une plus
forte perte en eau a la surface du fromage, donc une réduction de I’absorption de sel. Ce
parametre présente également un effet sur I’activité des huiles essenticlles. Jay et Rivers
(1984) ont constaté une augmentation de I’activité de 11 composés des huiles essentielles dont

I’eugénol, le maltol et le menthole a pH 6 par rapport au pH 8.

Certaines études ont rapporté I’inefficacité des huiles essentielles de J. phoenicea contre
certains germes incluant E. coli (Ait-Ouazzou et al., 2012 ; Ramdani et al., 2013). Il a été
démontré que la majorité des huiles essentielles testées pour leur propriété antimicrobienne
ont un effet plus prononcé contre les souches Gram positives que contre les Gram négatives
(Kalemba et Kunicka, 2003 ; Trombetta et al., 2005). Cela est di aux différences
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structurales entre les parois cellulaires. En effet, les Gram négatifs possédent une membrane
externe composée de chaines de lipopolysaccharides. Cette couche forme une barriére de
perméabilité hydrophile qui restreint la diffusion de composés hydrophobes tels que ceux
présents dans les huiles essentielles (Nikaido et Vaara, 1985 ; Trombetta et al., 2005). Les
résultats montrent que la bactérie Gram négative (E. coli) est plus résistante que la bactérie
Gram positive (S. aureus). De plus, une activité inhibitrice remarquable contre S. aureus
pourrait étre due a I’effet synergique entre les constituants majoritaires et minoritaires de

I’huile essentielle de J. phoenicea testée dans cette étude.
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