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Résumé

Nom et Prénom : Belarbi Malika

Théme : Effet de D’extrait éthanolique de Genévrier de phénicie (Juniperus
phoenicea) incorporé dans le Fromage blanc réfrigéré sur la croissance

Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
Résumé :

Le présent travail a permis d’étudier 1’effet de 1’extrait éthanolique de Juniperus
phoenicea sur la croissance de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli inoculées
dans le fromage blanc durant son stockage réfrigére a 4°C. Le rendement en extrait
éthanolique des parties aériennes de J. phoenicea est de 5% (m/m). De plus, les
résultats de dénombrement des germes pathogenes dans le fromage blanc traité par
I’extrait de la Genévrier Phénicie montrent une activité modérée de 1’extrait
éthanolique de J. Phoenicea sur la croissance des bactéries E. coli et S. aureus durant
la période de conservation a 4 °C, par rapport au témoin. Les résultats du pH ont
montré une fluctuation des valeurs de pH dans les groupes traités et inoculés par les
deux souches ou les valeurs les plus faibles sont enregistrées dans le groupe traité et
inoculé par S. aureus. Bien que les souches testées n'aient pas été completement
inhibées, I’extrait éthanolique a permet de réduire la prolifération de ces agents
pathogenes d'origine alimentaire dans le fromage blanc. L’étude présente un grand
interét pour I’industrie agroalimentaire car elle met en évidence les avantages
potentiels de [l'utilisation de I’extrait éthanolique de J. Phoenicea comme
antimicrobien naturel dans les produits fromagers pour controler les agents

pathogenes d’origine alimentaire et améliorer la qualité des produits.

Mots-clés : Extrait éthanolique; Juniperus phoenicea; pH; Esherichia coli;

Staphylococcus aureus ; Fromage blanc



Résumé

Name and Surname: Belarbi Malika

Theme: Effect of ethanolic extract of Phoenician Juniper (Juniperus phoenicea)
incorporated in chilled white cheese on the growth of Staphylococcus aureus and

Escherichia coli.
Abstract:

The present work studied the effect of the ethanolic extract of Juniperus phoenicea on
the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli inoculated into white
cheese during its refrigerated storage at 4 °C. The yield of ethanolic extract from the
aerial parts of J. phoenicea is 5% (m / m). In addition, the results of enumeration of
pathogenic bacteria in white cheese treated with the extract of Juniper Phenicia show
a moderate activity of the ethanolic extract of J. Phoenicea on the growth of bacteria
E. coli and S. aureus during the storage period at 4 °C, as compared with control. The
pH results showed a fluctuation of the pH values in the groups treated and inoculated
with the two strains where the lowest values were recorded in the group treated and
inoculated with S. aureus. Although the strains tested were not completely inhibited,
the ethanolic extract reduced the proliferation of these food-borne pathogens in white
cheese. The study is of great interest to the food industry as it highlights the potential
benefits of using ethanolic extract of J. Phoenicea as a natural antimicrobial in cheese

products to control foodborne pathogens and improve product quality.

Keywords: Ethanolic extract; Juniperus phoenicea; pH; Esherichia coli;

Staphylococcus aureus; white cheese
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Introduction

Introduction

Le lait est un aliment de valeur nutritive trés importante et cela par sa richesse en
glucides, lipides, vitamines et sels minéraux. Il occupe une place prépondérante dans
la ration alimentaire des Algériens et souvent consommé apres transformation (Silait
2008). De ce fait, parmi les produits laitiers fermentés couramment consommés on
trouve le fromage blanc ou Jben. Il est essentiellement fabriqué a partir du lait cru de
vache ou de chevre (Boujemaa et al., 2013). Sa fabrication est basée sur la
fermentation spontanée (non controlée) du lait jusqu’a la coagulation suivie d’un
barattage (Benkerroum et al., 2004). Le Jben est considéré comme ['un des dérivés
laitiers les plus consommés en Algérie, et surtout dans les régions arides et semi-
arides (Bencharif 2001). Néanmoins, ce produit agréable est un aliment qui constitue
un milieu propice au développement de microorganismes dont certains peuvent étre
pathogenes. De plus, les conditions de production du Jben dont les régles d’hygie¢ne
ne sont pas respectées, peuvent engendrer la prolifération de microorganismes
pathogenes, particulierement, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus, et Esherichia coli, qui peuvent entrainer des maladies
infectieuses, des toxi-infections, des intoxications alimentaires et ou des troubles
passagers chez les consommateurs (diarrhée, fievre, gastro-entérites,...etc.) (Ahmed

et al., 2010).

Staphylococcus aureus est I'une des bactéries pathogenes le plus courante liée aux
produits fromagers, provoque généralement une intoxication humaine par l'ingestion
d'une entérotoxine préformée dans les aliments. Elle n'est détruite ni par la
pasteurisation du lait, ni au cours de l'affinage des fromages. Le nombre minimum de
germes nécessaires a la production de suffisamment de toxines pour provoquer
l'intoxication est évalué selon les auteurs a 5x10° ou 5x10° germes/g (de Souza et al,
2016). De plus, il est connu qu'E. coli survit dans le fromage conservé au
réfrigérateur et se développe dans une large gamme de températures entre 10 et 45 °C,
méme en présence de bactéries lactiques comme levain. De plus, il a été rapporté que
Escherichia coli O157:H7 passe d'un nombre primaire d'environ 10° CFU/g dans le
fromage frais a un niveau final de 10’ CFU/g, pendant la production de fromage blanc
(Mehdizadeh et al, 2018 ; Diniz- Silva et al, 2019). En effet, I'importance et la nature

des bactéries contaminant le Jben dépendent principalement de la matiére premicre,
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de 1'état sanitaire de I'animal et de la nature des fourrages (Lebres et Hamza 2002),
mais aussi des conditions hygiéniques observées lors de la traite, de la collecte, de la
manutention, de la transformation et de la température de conservation (Robinson

2002).

En général, ’industrie alimentaire utilise les extraits de plantes comme les huiles
essentielles pour rehausser le gout et colorer les aliments. Mais au cours des derniéres
années, l'intérét pour le remplacement des additifs synthétiques par des substances
naturelles comme bio-conservateurs, tels que les extraits bruts et les huiles essentielles
efficaces et non toxiques, s'est développé (Amatiste et al, 2014). Diverses études se
sont concentrées sur l'application d'extraits de plantes et d'huiles essentielles, y
compris les composés phénoliques antimicrobiens dans les produits fromagers (Lin et
al, 2019; Tayel et al, 2015, Kavas et al, 2015, Mojaddar Langroodi et al, 2020, Diniz-
Silva et al. 2019 ; Maia et al, 2019). Juniperus phoenicea (Genévrier de Phénicie) ou
«Araary, est une plante médicinale et aromatique, appartenant a la famille des
Cupressacées et poussant a I'état sauvage en Afrique du Nord (Ramdani et al., 2013).
Leur emploi est souvent destiné a la médecine traditionnelle, a la parfumerie, a la
droguerie et a l'industrie. Les effets inhibiteurs de ses extraits (huiles essentielles,
extraits alcooliques et aqueux) contre un large éventail d'agents pathogenes d'origine
alimentaire, en particulier Staphylococcus aureus et Escherichia coli, ont été
rapportés dans des aliments, des milieux de culture et des bouillons a base d'aliments
(Espina et al, 2013 ; Ait-Ouazzou et al, 2012 ; Angioni et al, 2003 ; Ozturk et al,
2010).

Dans ce contexte, L’objectif générale de ce théme de recherche concerne 1’évaluation
de I’effet de I’extrait éthanolique de Juniperus phoenicea sur la croissance de S.
aureus et E. coli inoculées dans le fromage blanc durant son stockage réfrigere a 4°C.
Ce travail comporte une étude bibliographique qui comprend trois chapitres :

¢ Des généralités sur les fromages, sur lesquelles s’est construit le travail,

¢ Une synthése bibliographique sur les intoxications alimentaires collectives,

¢ Une description de la plante Genévrier de Phénicie.
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Une partie expérimentale est consacrée au matériel et méthodes utilisés et au
traitement des différents résultats obtenus ainsi que leur discussion. Enfin, ce travail

est terminé par une conclusion générale et des perspectives.
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Les Fromages

Chapitre I: Les Fromages

1.1. Historique

Le fromage de I’ancien frangais «fromage » du latin « formaticus» 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 I’homme connue depuis longtemps
le phénomene de coagulation du lait depuis la découverte sur les rive de lac Neuchatel
(en suisse) (Gelais et al., 2002, Katz et Weaver, 2003). Certains facteurs ont été
certainement nécessaires a la transformation du lait en fromage comme la chaleur,
I’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 de fromages (Abi azar 2007).
1.2. Définition

Le fromage est défini par la FAO comme étant un produit fermenté ou non, affiné
OU non, obtenu a partir d’une maticre d’origine exclusivement laiticre : lait, lait
partiellement ou totalement écrémé, creme, matiere grasse et babeurre ; utilisée seul
ou en mélange et coagulée en tous ou en partie avant égouttage ou apres elimination
partielle de la partie aqueuse. La teneur minimale en matiére seche du produit ainsi
défini doit étre de 23g/100g du fromage (Boughellout, 2007).

Selon le codex alimentarius : "Le fromage est le produit frais ou affing, solide ou semi
solide, dans lequel le rapport protéines de lactosérum/caseine n'excede pas celui du
lait, obtenu par coagulation du lait grace a I'action de la présure ou d'autres agents
coagulants appropriés, et par égouttage partiel du lactosérum résultant de cette
coagulation (Rouabhia et Messaoudi, 2017).

Le fromage peut étre assimile a une concentration des éléments majeurs du lait
(protéines, matiéres grasse), réalisée par égouttage d’un coagulum obtenu par
acidification et ou action d’une enzyme (le plus souvent la présure extraite de la
caillette des jeunes bovins avant sevrage). La fabrication proprement dite comporte
quatre phase : standardisation du lait, coagulation, égouttage et affinage (Romain et
al., 2007 , Godfrey et West ,1996)

[Texte] Page 4



Les Fromages

1.3. Principaux composants du fromage

Les matiéres premiéres sont du lait ou des produits obtenus a partir du lait et les
ingrédients sont des cultures de bactéries lactiques inoffensives ou des bactéries
productrices d’ardmes et des cultures d’autres micro-organismes sans danger, des

enzymes appropries et inoffensifs, du chlorure de sodium (Saint et al., 2002).
1.4. Différents types de fromage

Les fromages sont classés en grandes catégories selon différents criteres tels que
I’espéce animale, la teneur en eau et la technologie de fabrication. Selon ce dernier
critére, les fromages sont classés en sept grandes catégories (Hamada et Debbakh,
2014, Djafri et Djaout, 2015):

Fromage frais ou pate fraiche;

Les pates molles a croute lavée ou a crodte fleurie;
Les pates persillées;

Les pates pressées cuites ou non cuites;

Les pates dures;

Les pates filées;

YV V. V V V V V

Le fromage fondu.
1.5. Principe de la fabrication des fromages

La transformation de la caséine joue un role dans I'élaboration de ces produits. Dans
tous les cas, il y a coagulation de la caséine "caillage™. Cette coagulation est suivie
d'une dégradation, plus ou moins poussés (Tableau 01). Elle peut étre obtenue de
plusieurs fagons (Guiraud, 1998).

[Texte] Page 5



Les Fromages

Tableau 01 : Caractéristiques des deux modes habituels de coagulation du lait
(Desmazeaud, 1992)

Coagulation par

Action des enzymes Acidification
Processus Action enzymatique (lactose non ] _
o ) ] Fermentation lactique
biochimique dégrade)
Transformation en para-
Fermentation caséine, séparation d'une partie non Pas de modification chimique de la
de la caséine protéique protéine elle-méme
pH 6,8 4,6
- Phospho-paracaséine de Caséine
Composition e . s,
(démineralisée) Caséine (déminéralisee)
du coagulum )
Calcium
Nature de . ] ) o
Gel élastique imperméable Gel friable sans cohésion
coagulum
Coagulation Rapide Lente
1.6. Jben

1.6.1. Définition

Le « Jben » est le fromage frais le plus connu et consommeé depuis fort 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» a partir du lait cru selon des procédures
souvent artisanales. A coté 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).
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1.6.2. Préparation de fromage frais

A propos, le fromage Jben variété molle est produit selon un protocole traditionnel
qui comprend la coagulation présure de lait cru entier de chévre (Mennane et al.,
2007). D’une maniere générale, le fromage frais est fabriqué soit a partir du lait de
vache ou du lait de chevre. Le processus de fabrication nécessite trois grandes étapes
essentielles : la maturation, la coagulation et 1’égouttage (Randazo et al, 2009).

A. La maturation : ¢’est I’incubation du lait cru a température ambiante pendant
Un temps variable de facon a favoriser la multiplication d’une flore lactique qui va
jouer un role important dans 1’acidification du lait. Cette maturation peut étre
spontanée ou provoquée par adjonction de levains. Le recours a des levains artificiels
du commerce n’est cependant pas toujours une nécessité absolue, car le fermier
producteur de lait a lui-méme la possibilité de cultiver un levain naturel a partir de la
flore contenue dans son propre lait (Randazo et al, 2009).

B. La coagulation : ¢’est une opération qui vise a coaguler le lait au moyen de la
Présure (emprésurage) ou de toute autre enzyme coagulante. L’activité coagulante est
déterminée par la force de présure, la température du lait et son acidité. Apres
I’emprésurage, le lait est abandonné au repos a température ambiante pendant 6 a 10
heures. 1l va prendre en masse (caillage) avec une consistance plus ou moins ferme
selon le degré d’acidite développé. En réalité, le coagulum est obtenu par deux modes
de coagulation : la coagulation dite lactique et celle engendrée par I’action de la
présure. Ces deux modes ont une action simultanée sur le lait avec cependant une
prédominance plus ou moins marquée de I'un ou l’autre selon que le fromager
souhaite obtenir une pate a caractére plus présure ou a caractére plus lactique
(Randazo et al, 2009).

C. L’égouttage : un des buts essentiels de cette opération est de régler la teneur en
eau du fromage. Il permet 1’élimination de la plus grande partie du sérum qui
impregne le coagulum. L’égouttage est amorcé dans des moules qui conferent au
fromage sa forme. La nature du gel influe sur la conduite de I’égouttage. Un gel
lactique subit un égouttage spontané et le caillé a par conséquent une forte humidité.
Cependant, un gel présure est un gel compact, solide ou 1’égouttage ne peut avoir lieu
qu’apres certaines interventions telles des actions mécaniques de pression (Randazo et
al, 2009)
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Suivant le gotit du fromager, le salage peut étre fait. C’est une opération importante
dans la fabrication des fromages. Elle a des effets multiples : elle améliore 1’égouttage
en le complétant, elle oriente et sélectionne le développement microbien et releve la

saveur de la pate (Benkerroum et Tamime, 2004).

Lait cru
[ Fermentation spontanée ]
[ T° ambiant 24-72 h maturation ]
Maturation v
[ Coagulation L ( Lait exillé

L

A

y
Egouttage
A 4
4

A 4

Lben Beurre ( Zebda
. beldia)

Jben

Figure 1 : Schéma de la fabrication des produits laitiers traditionnels (Benkerroum et
Tamime, 2004).

1.6.3. Microflore du J'ben
A. Les microorganismes responsables d’altération

Ce sont des bactéries et des moisissures indésirables apportées par la
contamination. Cette flore regroupe les bactéries thermorésistantes, les coliformes, les

psychrotrophes, les levures et moisissures (Zergoune, 2015).
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La flore d’altération causera des défauts sensoriels de gout, d’ardmes, d’apparence
ou de texture et réduira la vie de tablette du produit laitier. Parfois, certains
microorganismes nuisibles peuvent aussi étre pathogénes. L’un n’exclut pas I’autre
(Kabir, 2015).

Les principaux genres identifiés comme flore d’altération sont Pseudomonas sp,
Proteus sp, les coliformes soit principalement les genres Escherichia et Enterobacter,
les sporulées telle que Bacillus sp, et Clostridium sp, des bactéries psychrotrophes et
Certaines levures et moisissures (Vignolo, 2002).

% Les bacteries thermoreésistantes

Les composantes de cette flore sont: Micrococcus, Microbactérium et Bacillus dont
I'espéce cereus produit une entéro toxine c'est la flore de contamination provenant le
plus souvent de la machine a traire ou du tank et non détruite par la chaleur (Djouhri
et Madani, 2015).

% Coliformes

Les coliformes sont les microorganismes servant d’indicateurs a la présence
possible de contamination fécale (Becila, 2009). D'un point de vue technologique,
certains coliformes sont lactiques et fermentent le lactose sur un mode hétéro
fermentaire. De plus, ces bactéries élaborent diverses substances qui provoquent le
gonflement précoce des produits laitiers dont le fromage. Un grand nombre d'entre
elles étant les hotes habituels de I'intestin des mammiféres, leur présence dans le lait
tout comme dans I'eau, est I'indice d'une contamination fécale. Cet indice est mis a
profit dans I'examen de la qualité des produits (Djouhri et Madani, 2015).

%+ Bactéries psychrotrophes

Lors de leur développement dans le lait et les produits laitiers, les bactéries
psychrotrophes (genre Pseudomonas principalement, mais également Bacillus)
peuvent produire des lipases et protéases extracellulaires, généralement thermostables.
Ces enzymes peuvent provoquer des défauts de golt dans les fromages (godt de rance,
amertume) (Bouchakoure et Djaghlali , 2015).

% Bactéries butyriques

Les bactéries butyriques (Clostridium tyrobutyricum) peuvent se développer dans
les fromages et donner des défauts de gout et d’ouverture « gonflement tardif » par
fermentation butyrique (production d’acide butyrique et d’hydrogéne) (Beuvier et
Feutry, 2005).
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% Levures et moisissures

-Les levures : bien que présentes dans le lait, leur action est minime. Certaines
d‘entre elles sont capables de fermenter le lactose en alcool (production de 1‘éthanol).
On n‘a pas identifié pour l‘instant de levures pathogenes associées au domaine laitier.
Il y a des levures qui participent a 1°affinage de certaines fromages et d‘autres entrent
dans la fabrication de certains produits laitiers fermentés. On retrouve aussi dans le
domaine laitier des levures nuisibles responsables de certaines dégradation détectées
par des odeurs d‘alcool, par un gonflement des emballages et du fromage du a la
production de gaz (Zergoune, 2015). Les levures associées au lait sont les especes
suivantes : Debaryomyceshansenii, Kluyveromyceslactis (Bourgeois et al, 1996).

Les moisissures : sans importance dans le lait liquide, elles intéressent un grand
nombre d‘autres produits laitiers. Elles se développent en surface, ou dans les parties
internes aérées. Elles sont productrices de lipases et de protéases, dont on rencontre le
Penicillium et le Geotrichum (Zergoune, 2015). Les moisissures liées aux produits
laitiers sont les suivantes : Geotrichumcandidum, Sporendonemasebi. Les
mycotoxines sont des molécules produites dans les aliments par des moisissures et
capables provoquer de multiples effets toxiques (Bourgeois et al, 1996).

B. Les micro-organismes potentiellement pathogeénes

Les bactéries pathogénes pour I'homme peuvent étre présentes dans le lait cru, ou
dans les produits laitiers qui en dérivent. Elles sont capables de provoquer des
maladies chez les personnes qui consomment ces produits (Bouraoui, 2014).

La présence des micro-organismes pathogénes dans le lait peut avoir trois sources :
I’animal, ’homme, et I’environnement (Senoussi, 2013).

Les bactéries les plus importantes de cette flore pathogéne sont Souvent
mésophiles et les principaux microorganismes pathogénes associés aux produits
laitiers sont : Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, et certaines moisissures (Tchamba, 2007). Leur origine est variée ;
infection mammaire, matériel de traite, et ensilage. Elles présentent un danger pour le

consommateur (Beldjilali, 2015).
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Chapitre 11 Intoxications alimentaires collectives
2.1. Généralités sur les intoxications alimentaires collectives

La qualité microbiologique d’un aliment est un critére définissant I’acceptabilité
d’un produit, d’un lot d’aliments ou d’un procédé sur la base de I’absence, de la
présence ou du nombre de microorganismes et/ou de la quantité de leur
toxine/métabolites, par unité(s) de masse, volume, surface ou lot (Afssa, 2008). Il
existe plusieurs voies de contamination des aliments par les micro-organismes : les
personnes, leurs vétements, l’air, ’eau et les animaux. Ainsi deux types de

contaminations importantes sont a distinguer : la contamination endogéne et exogene.

La contamination endogeéne des denrées alimentaires d’origine animale est causée
par les germes commensaux du tube digestif des animaux. Quant a la contamination
exogene, les agents microbiens sont apportés dans les denrées initialement saines, au
cours des diverses manipulations (préparation, transport, et stockage). Les accidents
alimentaires peuvent ainsi étre regroupés en infections, toxi-infections, intoxications

et intoxinations.

En cas d’infection, les micro-organismes vivants présents dans 1’aliment provoquent
des effets pathologiques variés par leur multiplication dans les entérocytes de
I’intestin gréle et du colon. On parle de toxi-infection lorsque I’infection est suivie de
la production des toxines protéiques ou glucido-lipido-protéiques. Les germes
responsables des toxi-infections sont : Salmonella sp, Clostridium perfringens,
Shigella sp, Vibrio parahaemolyticus, Bacillus cereus, Yersinia enterocolytica,

Campylobacter sp, et Listeria monocytogenes.

Les intoxinations alimentaires se produisent a la suite de 1’ingestion des toxines
préformées dans 1’aliment. Les signes cliniques sont trés variés : vomissements,
diarrhées et douleurs abdominales. D’autres syndromes d’ordre neurologique,
vasculaire et hématologique sont aussi observés. Les principaux agents en cause sont :

Staphylococcus aureus et Clostridium botulinum (Tayou, 2007).

Les intoxications alimentaires interviennent a la suite de la consommation d’aliments
contenant des substances toxiques. Les principaux agents sont 1’histamine, le mercure,

les mycotoxines (aflatoxines), les produits chimiques (additifs, pesticides,
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antibiotiques, détergents et désinfectants), les sels métalliques tels que le cuivre, le
zinc, le plomb (Diallo, 2010).

Dans les collectivités, on parle de toxi-infection alimentaire collective (TIAC) qui
est ’apparition au méme moment d’au moins deux cas de symptomes similaires le
plus souvent digestifs chez des individus ayant consommé le méme repas (Diallo,
2010).

2.2. Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques sont de cocci a gram positif qui tendent a se grouper en amas
irrégulier a la fagon d’une grappe de raisin. S aureus un germe qui tient une place tres
importante dans les infections communautaires et nosocomiales, posséde une
coagulase, ce qui le distingue des autres espéces de Staphylocoques. Chez ’homme
environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au niveau
des muqueuses et des zones cutanées humides. Cette bactérie développe rapidement
de resistance aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles
qu’aux glycopeptides (Avril et al, 2000 ; Nauciel et Vildé, 2005). Le genre
Staphylococcus appartient a la famille des Staphylococaccae. On distingue ainsi des

especes a coagulase positive et des espéces a coagulase négative. (Fatet, 2004).
2.2.1. Taxonomie

Les staphylocoques ont été découverts par Pasteur et Koch en 1877 a partir du pus
de furoncle et d’ostéomyélite. En 1881, Ogston faisait la premiére étude détaillée des
staphylocoques et regroupait ces bactéries dans le genre Staphylococcus. En 1884,
Rosenbach était capable d’isoler ces bactéries et de produire une culture pure. Il
décrivait Staphylococcus aureus a cause de 1’apparence jaune-orangée des colonies et
montrait que S. aureus était responsable de furoncles et d’infections des plaies. La
méme année, Gram mettait au point une méthode de coloration des bactéries a partir
du violet de gentiane : les staphylocoques étaient classés parmi les cocci a Gram
positif (Corne, 2004).

Sur la base d’analyses des séquences des génes codant pour ’ARNr 16S, le genre
Staphylococcus appartient au phylum des Firmicutes, a la Classe des Bacilli, a ’ordre
des Bacillales et a la famille des Staphylococcaceae (Garrity et al., 2005). Le genre

Staphylococcus dispose de plus d’une trentaine d’espéces divisées en deux groupes
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selon leur aptitude a produire une coagulase. Actuellement six espéces de ce genre
sont a coagulase positive S. intermedius, S. lutrae, S. schleiferi coagulans, S. delphini,
S. hyicus, S. aureus aureus et S. aureus anerobius (Lamprell, 2003 ; Al alam, 2008).
2.2.2. Habitat

Les bactéries du genre Staphylococcus sont ubiquitaires, peu exigeantes et capables
de vivre dans de nombreux sites, essentiellement en saprophyte de ’environnement
extérieur, mais aussi en commensal des épithéliums cutanés et muqueux des hommes
et des animaux, L’homme constitue un réservoir de plusieurs espéces de
staphylocoques, dont Staphylococcus aureus. La bactérie colonise la peau, le tube
digestif et la région périnéale des nouveau-nés (Wertheim, 2005).

2.2.3. Caracteres bactériologiques
2.2.3.1Caractéres morphologiques et biochimiques :

Les staphylocoques apparaissent a 1’examen microscopique comme des cocci a
Gram positif, bactéries spheriques de 0,8 a 1 um de diametre, regroupés en
diplocoques ou en petits amas (grappe de raisin).lls sont immobiles, asporulés,
habituellement sans capsule. Ces bactéries sont aéro-anaérobies, a métabolisme
respiratoire et fermentaire, cultivant facilement en 24 heures sur milieux ordinaires.
Staphylococcus aureus peut étre aussi isolé sur milieu sélectif (milieu hypersalé de
Chapman), utilisé pour les prélevements plurimicrobiens. Les colonies sont convexes,
lisses (smooth) de 1 a 4 mm de diamétre. De nombreuses souches de S.aureus
produisent un pigment jaune doré ou citrin, non diffusible (caroténoide),et sont
hémolytiques sur gélose au sang. Toutes les espéces du genre Staphylococcus sont
catalase positive. L’espéce S. aureus est capable de fermenter le mannitol et de

produire des enzymes extracellulaires (staphylocoagulase, ADNase) (Berche, 1989).
2.2.3.2. Caractéres culturels

Staphylococcus aureus est un organisme anaérobie a catalase positive et facultative,
qui se développe abondamment dans des conditions aérobies, a ’exception de S.
saccharolyticus, qui est un véritable anaérobie (Bhuni, 2007), mais se développent
rapidement dans des conditions aérobies. Ils peuvent fermenter les glucides et
également provoquer une protéolyse par les enzymes protéolytiques extracellulaires.

Ils sont des mésophiles avec une gamme de température de croissance de 7-48°C,
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avec une croissance assez rapide entre 20 et 37°C. D’autres caractéristiques
importantes de croissance sont leur capacité a se développer a une Aw relativement
faible (0,86), un faible PH (4,8), et des concentrations élevées en sel et de sucre de
15% et en présence de NO2 (Ray et al., 2013).

2.2.4. Intoxination alimentaire Staphylococcique

Elle est provoquée par Staphylococcus aureus qui est une bactérie sphérique, aéro
anaérobie facultative a Gram positif. Elle sécrete des enterotoxines thermostables. Les
troubles apparaissent brutalement, 2 a 3 heures aprés 1’ingestion et ne sont pas
accompagneés de fievre. Les signes digestifs et généraux sont trés marqués, 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 1’origine. Cependant le lait de
chévre ou de vache peut étre contamine dans le cas de mammite staphylococcique de
I’animal. Dans la majorité des cas, la contamination des aliments est due a des
manipulateurs présentant des lésions cutanéo-muqueuses ou porteurs de germes
(Balma, 1989). L'intoxication alimentaire Staphylococcique (intoxication) est l'une
des maladies d'origine alimentaire les plus courantes dans le monde. L'ingestion d'une
dose inferieure a 1 g peut provoquer des symptomes d'intoxication et cette quantité est
atteinte lorsque la population de staphylocoques atteint des valeurs supérieures a >10°
UFC/g d'aliments (Silva et al., 2012).

Les toxines agissent rapidement et la maladie peut se déclarer dans les 30 minutes
suivant la consommation d'aliments contaminés, bien que l'apparition typique se
produise généralement dans les 1 a 6 heures aprés avoir mangé. Une fois les toxines

éliminées de I'organisme, les symptdmes s'atténuent (Batt et al., 2014).

De nombreux aliments riches en protéines, les aliments intensivement transformés,
les aliments avec une faible croissance des bactéries apparentées et les aliments avec
un abus de température sont tous liés a la gastro-entérite staphylococcique (Ray et al.,
2013).
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Les aliments les plus fréquemment incriminés dans les maladies alimentaires
staphylococciques sont la viande, le poisson, les produits laitiers non pasteurisés
(fromages) et les charcuteries (sandwiches, canapés).

2.3. Escherichia coli

C’est en 1885 que le pédiatre allemand Théodore Escherich isole et décrit pour la
premiere fois le bacille Bacterium coli, fréquemment présent dans les selles des
nourrissons. En 1919, en hommage aux travaux d’Escherich, Castellani et Chalmers
proposent de renommer cette bactérie Escherichia coli. Elle appartient a la famille des
entérobactéries, c’est un bacille Gram-négatif, oxydase- négative, anaérobie facultatif,

possédant des flagelles péritriches (Jean et al., 1992).

Escherichia coli est considéré comme un indicateur d’une contamination fécale, sa
présence fournit une indication sur I’éventuelle contamination de I’aliment par des

bactéries pathogenes d’origine digestive (ex. E. coli O157: H7) (Federighi, 2005).

Les souches d’Escherichia coli sont rarement pathogenes, a 1’exception de certaines
souches qui causent des diarrhées dans les pays en voie de développement, ou elles
touchent surtout les enfants, ces bactéries infectent également les voyageurs venant de
pays industrialisés (Nauciel et Vildé, 2005). Escherichia coli est un commensal

normal de I’intestin de ’homme et de ’animal (Goubau et Pellegrims, 2000).
2.3.1. Classification et taxonomie

Le genre Escherichia est un membre typique de la famille Enterobacteriaceae, ordre
Enterobacteria, classe Gammaproteobacteria, phylum Proteobacteria (Tang et al.,
2014). La détermination des sérotypes est le premier systeme qui a permis, dans une
certaine mesure, de différencier les souches pathogenes des souches commensales.
Par la suite des propriétés de virulence, directement ou indirectement reliées au

pouvoir pathogéne des E. coli ont été reconnues.

La classification la plus utilisée par les microbiologistes est fondée en grande partie

sur les travaux de Kauffman (1947) et se base sur la détermination du :

e Sérogroupe : identifié par rapport aux antigénes somatiques O. Plus de 180

sérogroupes O d’E. Coli sont actuellement connus.
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e Sérotype : identifié¢ au sein du sérogroupe par rapport aux antigenes d’autres

structures présentes a la surface des bactéries (Vimont, 2007).
2.3.2. Habitat d’Escherichia coli

Comme I'ensemble des espéces des entérobactéries, Escherichia coli est une bactérie
ubiquiste, mais elle est isolée généralement de I’intestin de I'homme et des animaux a
sang chaud (Greatorex et Thorre., 1994). En microbiologie alimentaire, elle est
classiquement utilisée comme indicateur de la contamination fécale de I'eau potable,
I'eau de baignade et des produits alimentaires. Dans les laboratoires d'analyses
medicales cette espéce reste la plus isolée des matériaux pathologiques (Frithz et al.,
2015).

2.3.3. Description bactériologique
2.3.3.1. Caractéres culturaux

Sur le milieu gelosé, I’E. coli donne géneralement des colonies lisses, brillantes,
régulieres, atteignent 2 mm de large et le bouillon devient trouble de fagcon homogene;
c'est la forme S (smooth). En principe, les souches ayant subi plusieurs repiquage
donnent des colonies rugueuses, seches, irréguliéres, de teinte mate et donnent en
bouillon I’aspect grumeleux, c'est la forme R (rough). Les colonies s‘observent avec

des souches déficientes dans certain de leurs chaine métabolique (Belamri, 2010).

L'E. coli produit des colonies similaires a celles de Salmonelles et de Shigelles, mais
ces derniers ne fermentent pas le lactose. Sur gélose au sang, certaines especes d' E.

coli peuvent étre hémolytiques (Avril et al., 1992; Geo et al., 2004).
2.3.3.2. Caracteres biochimiques
Les principaux caractéres biochimiques de l'espéce d 'E.coli sont:

e positifs pour : indole, ONPG et manitol
e positifs de fagon moins constante: LDC, ODC, sorbitol (les souches 0157 :H7,
EHEC sont le plus souvent sorbitol (-) et décarboxylases ( + ), production de

gaz lors de l'attaque du glucose.
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négatifs : inositol, urée, TDA, VP, gélatinase citrate de simmons. Les souches
d 'E.coli Enteroinvasives ont souvent une faible activité métabolique (Avril et
al., 1992).

2.3.4. Intoxination alimentaire Escherichia coli

Escherichia coli appartient au groupe des coliformes, d'origine fécale et peut
étre responsable d'intoxications a cause d'un développement abondant. Elle
possede les propriétés classiques des entérobactéries: Gram négatif, catalase
positive, oxydase négative, anaérobie facultative et batonnet court (Guiraud,
1998)

Ce sont des gastro-entérites dues a des souches entéropathogenes
d’Escherichia coli (E. coli) qui est un héte normal du tube digestif, mais qui
devient pathogéne dans certaines conditions. Ces germes provoquent des
troubles graves (diarrhée violente, nausées, vomissements), 12 heures apres
I’ingestion du repas chez 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 (Abdoulaye, 1988). Les colibacilloses
proviennent principalement de la mauvaise hygiéne des mains (Abdoulaye,
1988).

La dose infectieuse pour les E. coli appartenant aux sérogroupe O157 est
trés minime, estimée moins de 100 organisme, contrairement aux infections
aux E. coli entéropathogénes qui elles ont le soin d'un inoculum de >108
organismes pour produire une infection expérimentale chez des adultes (Law,
2000)

Les aliments les plus fréguemment incriminés dans les maladies
alimentaires Escherichia coli sont produits laitiers non pasteurisés (fromages),

eaux de boisson non traitées, viandes, léegumes mal lavés.
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Chapitre 111 : Extraits de plantes
3.1. Généralités sur les extraits de plantes

Les extraits naturels issus des plantes médicinales et aromatiques possédent des
propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvent application dans divers
domaines a savoir médecine, pharmacie et cosmétologie. L’extraction des principes
actifs a partir de la matiere végétale, notamment le cas des polyphénols est une étape
trés importante dans l'isolement aussi bien que dans l'identification des composés
phénoliques (Mahmoudi et al., 2013), elle dépend de leur structure chimique, de la
méthode d’extraction, de la granulométrie et du temps de macération (Levizou et al.,
2004).

La plupart des phénols simples présents dans la vacuole peuvent aisément étre
extraits avec des mélanges méthanol/eau (80/20, v/v) (Macheix et al., 2005). La
solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante,
qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Les matiéres végétales
peuvent contenir des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoides,
anthocyanines, et tanins (Garcia-Salas et al., 2010). Cette diversité structurale est
responsable de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques influencant

I'extraction des polyphénols (Koffi et al., 2010).

3.1.1. Les principaux composés actifs des plantes médicinales

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites secondaires, classés selon
leurs voies biosynthétiques et leurs caractéristiques structurales (Daayf et Vincenzo,
2008). Le profil chimique des composés secondaires varie énormément et est
considéré comme résultat des pressions évolutives auxquelles sont soumises les
différentes especes de plantes. On classe généralement ces différents composés en
deux groupes selon la voie de biosynthése, les composés phénoliques d’un coté et les
composes azotés comme les alcaloides, les glycosides et les terpénoides de 1’autre

(Sauvion et al ,2013). Cependant, on peut aussi les diviser en quatre groupes :

v’ Les terpénoides et stéroides : Comme les monoterpénes, les sesquiterpenes,
les diterpénes, les saponines, les limonoides, les cucurbitacines, les

cardénolides, les caroténoides, les phytoecdystéroides ;
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v' Les alcaloides ;

v Les composes phénoliques : Comme les acides phénoliques, les flavonoides
(Incluant les tanins), les quinones) ;

v Les glycosides : Incluant les glucosinolates et les glycosides cyanogéniques
(Sauvion et al ,2013).

3.1.2. Les terpénoides et stéroides

Les terpénes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité
simple & cinq atomes de carbone. Leur grande diversité trouve son origine dans le
nombre d’unités de base qui composent la chaine ainsi que dans les divers modes

d’assemblages (Hopkins, 2003).

Les terpénoides se classent en fonction du nombre d’unités d’isopréne qui les

constituent. (Sauvion et al ,2013).
3.1.3. Les alcaloides

Ce sont des bases organiques possedent souvent deux ou plusicurs atomes d’azote
dans la molécule. La majorité des alcaloides dériveraient des acides aminés tels que le
tryptophane, la tyrosine, la lysine et I’ornithine. D’autres éléments peuvent introduire
également dans la structure moléculaire des alcaloides et en particulier des groupes
méthyle et acétyle, des unités en C5 et C10 (isoprene, monoterpéne), des dérivés de
I’acide cinnamique et des composés phénoliques. Parmi ces composés la nicotine et la
colchicine (Richter, 1993).

3.1.4. Les polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par les plantes et constituent un groupe important

de substances naturelles présentes dans le regne végétal (Massaux, 2012).

Les termes «phénol» et «polyphénol» peuvent étre définis chimiquement comme les
substances qui possedent un cycle aromatique portant un (phénol) ou plus

(polyphénol) a un substituant hydroxyle (Daayf et Vincenzo, 2008).

3.1.4.1. Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont

des structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont
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omniprésentes dans les fruits, les Iégumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin
rouge et d’autres parties de la plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Elles sont
considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent participer
dans les processus photosynthétiques (Mukohata et al., 1978), dans la régulation de
géne et dans le métabolisme de croissance (Havsteen, 2002). Actuellement, environ
de 4000 composés flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage, 2003) et ont
tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une
configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la
structure 2-phényle chromane (Yao et al., 2004)

3.1.4.2. Tannins

Le terme tannin utilisé depuis 1’ Antiquité par ’'Homme, pour designer les composés
d’origine végétale responsables de la transformation des peaux animales fraiches en
cuir imputrescible et peu permeéable, cela en formant des complexes stables avec le
collagene (Bennick, 2002; Ribéreau-Gayon, 1968). Ainsi, les tannins sont considérés
comme étant des composés phénoliques ayant un poids moléculaire compris entre 500
et 3000 Dalton et qui ont la propriété de précipiter les alcaloides et les protéines
(Ribéreau—Gayon, 1968).

3.1.5. Techniques d’extractions :

a. Extraction par macération : C’est une méthode traditionnelle, couramment
employée et qui consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant,
avec ou sans agitation, a température ambiante ou a température élevée pour une
durée determinée. Elle est basée sur la solubilité des composés bioactifs dans un
solvant d’extraction et elle est influencée par une série de facteur incluant la nature du
matériel végétal, la concentration en solutés de 1’échantillon, la nature du solvant, la

durée d’extraction...etc (Spigno et Defaveri, 2007 ; Budic-letoc et al., 2005).

b. Extraction au soxhlet : L’extracteur de Soxhlet permet le traitement des solides
(matiere végétale) avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le
corps en verre de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose (matiere pénétrable
pour le solvant) remplie de matiere végétale. Cette cartouche est fixée sur un réservoir

de solvant (ballon) et est surmontée d’un réfrigérant (Herzi, 2013).
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c. Hydrodistillation : 11 s’agit de la méthode la plus simple et, de ce fait, la plus
anciennement utilisée. La matiere végétale est immergée directement dans un alambic
rempli d’eau, placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté a I’¢bullition.
Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et I’huile essenticlle se sépare de
I’hydrolysat par simple différence de densité. L’HE étant plus légeére que 1’eau, elle
surnage au-dessus de 1’hydrolysat (Lucchesi, 2005).

d. Hydrodistillation assistée par ultrason : Il s’agit dans ce cas précis d’un
traitement « pré » ou « post » opératoire. En effet, les micro-cavitations générées par
les ultrasons, désorganisent la structure des parois végétales, notamment les zones
cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion et peuvent modifier
I’ordre de distillation des constituants des huiles essentielles. Dans certains cas, les
rendements en huile essentielle sont augmentés et les cinétiques accélérées.
L’utilisation des ultrasons pendant 1’hydrodistillation est vaine. Une unité
d’hydrodistillation équipée d’une fontaine d’ultrasons peut produire plus vite des
points d’ébullition, mais ne dégonflent pas les bulles. Par conséquent, les ultrasons ne

sont pas une bonne option pour les procédés par ebullition.

3.2. Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea)

La signification exacte du mot latin phoenicea est pourpre, 1“espéce Juniperus
phoenicea doit son nom a la couleur rouge de ses baies et pas a son province
d'origine; donc I’espéce aurait du s’appeler genévrier rouge. Juniperus phoenicea
(genévrier de Phénicie, "Araar") est une plante appartenant a la famille des
cupressacées. C’est un arbre branchu pouvant atteindre 8 métres de hauteur, possédant

un tronc court qui peut atteindre 2 métres de circonférence (Menaceur, 2015).

Cette espéce est monoique, la floraison a lieu pendant 1’hiver et la fructification a
la fin de 1’été de I’année suivante. A maturité, les fruits sont bruns-rouges et luisants.
Elle devient de plus en plus rare sous I’effet de son exploitation abusive (son bois est
tres recherché comme combustible et fournit un charbon tres apprécié) (Le Floc'k,
1983).
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3.2.1. Noms vernaculaires et classification:

Selon Quezel et Santa (1962) et Quezel et Gast (1998), les noms vernaculaires de
Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) sont les suivants :

En Arabe : Ar’ar’.

En Francais : Genévrier rouge, Genévrier de Phénicie.
En Anglais: Phoenician Cedar,Berry Bearing Cedar .
En Kabyle: taga (tawrirt plus rarement)

D’apres Quezel et Santa (1962), la classification botanique de la plante Juniperus

phoenicea, L, est la suivante :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement : Gymnospermes
Ordre : Pinales

Famille : Cupressacées

Genre : Juniperus

Espéce : Juniperus phoenice

3.2.2. Description botanique

Généralement, les peuplements de genévriers de Phénicie sont constitués par des
arbustes de 1 a 3 m de hauteur mais pouvant atteindre cependant jusqu’a 8 a 10
meétres, notamment sur les Hauts Plateaux (Quezel et Gast ,1998). Les feuilles sont
presque toutes squamiformes, en écailles treés petites et courtes, a bords cartilagineux
finement denticulés, serrées contre les rameaux. Les ramilles sont lisses au toucher
(Cassan et al ,2009). Les cones ayant 1’apparence de baies, par soudure des écailles
entre elles, ils sont brun rouge brillant & maturité (au bout de 2 ans), d’environ 6-
10mm de diametre.les graines sont 6 a 9 par cones (figure 02). Le genévrier de

phénicie n’est pas dioique mais généralement monoique (Botineau, 2015). La

[Texte] Page 22



Extraits de plantes

floraison a lieu en hiver-printemps. Les parties utilisées sont les feuilles et les fruits de
baies (Molino, 2005).

Figure 2: Juniperus phoenicea, L. (Quezel et Gast,1998)

3.2.3. Aire botanique :

C’est une espece méditerranéenne que 1I’on trouve en France (littoral méditerranéen
et Alpes), dans les trois pays de I’Afrique du Nord, en Cyrénaique. En Afrique du
Nord il couvre 450.000 hectares dont 290.000 en Algérie. Le genévrier de Phénicie
recule de plus en plus dans I’Atlas Saharien et sur le versant du sud du Grand-Atlas
sous l’action du climat désertique ; mais surtout sous celle de I’homme et des
troupeaux (Boudy, 1952).

3.2.4. Répartition en Algérie :

On le rencontre sur le versant saharien du Haut-Atlas et sur le Jbel Sarhro ou il
recule sous I’action conjuguée de I’homme et du climat. En dépit de sa taille réduite
(il dépasse rarement huit métres), le genévrier de Phénicie joue un réle important
quoique méconnu dans 1’économie montagnarde: grand pourvoyeur de bois de feu, de
perches de construction, de bois de service; parfois méme de fourrage foliaire... Les
perchettes de genévrier assemblées en couches tressées forment I’armature des

terrasses de terre dans bien des maisons berbéres (Boudy, 1952).
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3.2.5. Ecologie :

Le genévrier de Phénicie est essentiellement xérophile, mais non thermophile
comme Thuya. De toutes les essences forestiéres c’est elle qui résiste le mieux a
Iaridit¢ (dunes, montagnes du sud). Il est d’une rusticité et d’une vigueur
physiologique remarquables. En altitude sa limite inférieure est le littoral, et sa limite
supérieure est de 2.400 m. Sa distribution est sous la domination du facteur
climatique. 11 se contente en montagne seche de 250 mm d’cau. Il est indifférent a la
nature du sol et pousse aussi bien sur les sables des dunes que sur les terrains calcaires
les plus secs. Sa régénération s’effectue partiellement par rejet mais surtout par semis
naturels. Les graines germent difficilement et restent longtemps dans le sol ; pour
assurer la réegénération par semis, il faudra donc une longue période, 20 a 25 ans au
moins (Boudy, 1952).

3.2.6. Composition chimique et activités biologiques de Juniperus phoenicea :
3.2.6.1. Composition chimique

Les investigations chimiques réalisées sur J. phoenicea dans différentes régions de
part et d’autre du bassin méditerranéen, telles que ’Espagne, le Portugal et la Gréce
(Adams et al., 1996 ; Cavaleiro et al., 2000), La Corse (Rezzi et al., 2001), La Tunisie
(Bouzouita et al., 2008 ; Nasri et al., 2001 ; Medini et al., 2006), I’Egypte (Afifi et al.,
1992 ; El-sawi et al., 2007) et 1’Arabie saoudite (Dawidar et al., 1991) La Libye
(Hamad MAH & Aisha MRA, 2017) I’Algérie (Menaceur et al., 2013 ; Dane et al.,
2015) ont indiqué que le constituant majeur dans ses huiles est le : a-pinene, qui
présente plusieurs activités biologiques : il est antibactérien, anti-inflammatoire,
antiviral, expectorant, sédatif, herbicide, insectifuge, et aromatisant (Duke, 1998).
Suivi des monoterpénes oxygénés tels que, a-terpinyl acétate, 5-3-caréne, myrcéne, o-

phellandréne et B-phellandréne

Des études phytochimiques ont montré que ’espéce contient également, des acides
gras, et des minéraux (Nasri et al., 2010), de la résine, des tanins, des flavonoides, des
alcaloides, des stérols et triterpénes (Medini et al., 2013 ; Alzand et al., 2014 ; El-
Sawi et al., 2014) et des glucides, notamment, trois phenylpropanes glycosides
(juniperosides, rosarin et skimmin) et deux dérivés furanones glucoside (psydrin et
phoenicéine) (Aboul-El et al., 2005).
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3.2.6.2. Activités biologiques

Les résultats d’Aboul-Ela et al. (2005) ont montré un effet anti hépatotoxique
des extraits aqueux des baies de Juniperus phoenicea testés sur des rats. De plus,
les effets inhibiteurs de ses extraits (huiles essentielles, extraits alcooliques et
aqueux) contre un large éventail d'agents pathogenes d'origine alimentaire ont été
signalés dans les aliments, les milieux de croissance et les bouillons a base
d'aliments (Espina et al, 2013 ; Ait-Ouazzou et al, 2012 ; Angioni et al, 2003 ;
Ozturk et al, 2010). L’huile essentielle de Juniperus phoenicea a montré aussi un
effet anti appétant intéressant contre un insecte des denrées stockées Tribolium
confusum (Bouzouita et al., 2008)
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Partie Il : Etude expérimental

Chapitre 1V : Matériel et méthodes
4 .1. Objectif

L’objectif de la présente étude était d’évaluer I’effet de I’extrait éthanolique de la Genévrier
de phénicie (Juniperus phoenicea) a une concentration de 0.5% sur la charge des germes
pathogénes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) inoculés dans le fromage blanc durant
son stockage a 4°C.

4.2. Matériel végétal

Les parties aériennes (feuilles, rameaux et baies) de la plante Juniperus phoenicea ont été
récoltées durant le mois de Février 2021 dans la région Oued Morra entourant la ville
d’Aflou, wilaya de Laghouat (Figure 3). Le matériel végétal est seche a la température
ambiante (<30°C) et a ’abri de la lumiére dans un endroit sec et aéré pendant un mois (Figure
4). Apres le séchage, le matériel végétal a été broyé jusqu’a ’obtention d’une poudre fine,
puis la poudre a été récupérée dans des sacs en papier propres pour servir ultérieurement a

I’extraction éthanolique.

[NIA |

Oued MZ gOUed Morra ]

Laghouat
blgcVI
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Figure 3 : Localisation géographique de la zone d’Oued Morra, site de récolte de Genévrier de
Phénicie (Google Map, 2021)
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Figure 4 : La Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) séchée (Photo originale,
2021)

4.3. Extraction éthanolique

Un kilogramme d’échantillon sec de Juniperus phoenicea a été macéré dans 5 L de I’éthanol
absolu (99.94%, 1:5, m/v) pendant 24 h (Figure 5) a la température ambiante. L’extrait a été
filtré sur parier filtre Whatman No.1. Apreés filtration, du charbon actif a été ajouté au filtrat
(10 g de charbon actif/50 g de matériel végétal) pour absorber la chlorophylle et diminue la
coloration verte de I’extrait, puis, le charbon actif a été immédiatement retiré de I'extrait avec
du papier filtre Whatman n°1 (Figure 6). Ensuite, I'éthanol a été évaporé dans un évaporateur
rotatif (Heidolph Rotary Evaporator, Laborota 4000) a 50°C (Figure 7), et le résidu a été pesé
et traité avec les radiations UV-light (30 W, 50 cm distance de radiations) pendant 30 min
pour réduire la flore naturelle existante. Enfin, le résidu a été stocké dans un flacon a 4 °C

jusqu'a son utilisation (Figure 8).

[Texte] Page 27



Matériel et méthodes

Figure 5 : Macération de la poudre de Juniperus phoenicea dans 1’éthanol absolu (Photo originale,
2021)

Figure 6 : Filtration de I’extrait sur papier filtre Whatman N°1 (Photo originale, 2021)

[Texte] Page 28



Matériel et méthodes

Figure 7 : Evaporation de I’éthanol a 50°C dans un évaporateur rotatif de type Heidolph Rotary
Evaporator, Laborota 4000 (Photo originale, 2021)

Figure 8 : L’extrait brut de Juniperus phoenicea apres évaporation (Photo originale, 2021)
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»  Calcul du rendement en extrait éthanolique

Le rendement en extrait éthanolique a été calculé par la formule suivante :

R (%) = (le poids du ballon avec I’extrait brut — le poids du ballon vide)/poids de
I’échantillonx100 (Kemassi, 2014).

4.5. 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 I'eau physiologique (0.9%),
ajusteé a la densité de 0.5 McFarland a l'aide d'un spectrophotometre biochrom Libra S6 (80-
5000-10, UK) a une longueur d'onde de 620 nm afin d’obtenir une concentration finale

approximative de 10" UFC/ mL (Figure9).

Figure 9 : Spectrophotometre de type biochrom Libra S6 (80-5000-10, UK)
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4.6. Préparation du fromage

Le fromage blanc a pate molle (J’ben) utilisé dans cette étude a été fabrique
traditionnellement a partir du lait de vache cru entier de petit mélange dans une ferme rurale
de la zone de daya de la commune de Laghouat, durant le mois de février 2021. Le procédé de
fabrication de fromage est illustré dans la Figure 11. Tout d’abord, le lait a été chauffé a une
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, dosage: 30 a 60 IMCU/I, Danemark) (Figure 10). Apres approximativement
12 heures de coagulation, le fromage a subit un égouttage qui a duré environ 24 heure. Le

lactosérum a éte retiré et le fromage a éte emballé immédiatement et stockes a 4 °C.

HY MAX® Powder Extra NIl
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3
-

Figure 10 : La présure de type CHY-MAX® (Photo originale 2021)

[Texte] Page 31



Matériel et méthodes

Lait cru

\ 4
Stocke a 4 °C

\ 4
Pasteuriser a 65 °C
pendant 30 mn

\ 4
Refroidir a4
°C

A 4
Caillée a 45 °C par la présure

Séparation | A 4
de
lactosérum

24 h

v
Fromage emballé et
conserve a 4 °C

Figure 11 : Diagramme de fabrication du fromage blanc (J’ben) (Photo originale 2021)
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4. 7. Incorporation de ’extrait et I’inoculum dans le fromage blanc

Huit cent grammes (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 et la mesure du pH. Des échantillons de fromage ont été répartis
au hasard en quatre groupes distincts dans des barquettes en polystyréne: deux témoins et
deux groupes traités. Pour les groupes traités, les morceaux de fromage ont été traités par
immersion dans 500 ml d’eau distillée stérile additionnée de 0.5% (m/v) d'extrait
éthanolique de J. phoenicea pendant 4 minutes & 25 °C (Zhang, 2017). Notons que, la
concentration 0.5% (m/v) d'extrait de plante a été choisie dans cette étude sur la base des tests
préliminaires, donnant le meilleur aspect et L’absence d'odeur et de couleur dans le fromage.
Les échantillons de fromage ont ensuite été inoculés séparément par 0.1 ml de suspensions
bactériennes de 107 UFC/ml de populations de S. aureus ou E. coli selon la répartition
suivante (Figure 12) :

e Témoin 1: groupe inoculé par E. coli;

e Groupe 1: groupe inoculé par E. coli et traité par 0.5% d'extrait
éthanolique de J. phoenicea;

e Témoin 2: groupe inoculé par S. aureus;

e Groupe 2: groupe inoculé par S. aureus et traité par 0.5% d'extrait

éthanolique de J. phoenicea.
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.
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Figurel? : Les étapes de I’incorporation de I’extrait et I’inoculum dans le fromage blanc (Photo

originale 2021)

4 .8. 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. La mesure de pH est répétée trois

fois pour chaque groupe durant la période expérimentale.

4 .9. Analyse bactériologique
4.9.1. Préparation de la solution meére et des dilutions décimales

Les groupes destinés aux analyses bactériologiques sont préparés en pesant au moyen
d’une balance de précision une quantité¢ de 10 g du fromage blanc, prélevé avec une spatule
stérile. Ensuite, la quantité préalablement pesée (10 g) est homogénéisée avec 90 mL d’eau
physiologique stérile pendant 2 minutes. Cette suspension constitue alors la dilution mere qui
correspond a la dilution 1/10 ou (10%). A 1’aide d’une pipette stérile, un millilitre de la
suspension mére (107 est prélevé aseptiquement et introduit dans un tube & essai contenant 9

mL d’eau physiologique stérile. On obtient ainsi la dilution 102 et on prépare de la méme

[Texte] Page 34



Matériel et méthodes

procédure pour les autres dilutions 103, 10 et 10° (Guiraud, 2003). Tous les tubes sont
agités soigneusement par des mouvements de rotation ou au moyen d’un Vortex (Bourgeois et
Leveau, 1991). Dans ce cas, nous disposons de cing dilutions décimales a partir desquelles les

milieux de cultures seront ensemencés (Figurel3).

Figure 13 : Préparation de la solution mere et des dilutions décimales (Photo originale 2021)

4.9.2. 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-V-08-014. L’ensemencement a été
effectué par 1’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 I’étuve a une
température de 37°C pendant 24 h a 48 h. Dans la gélose Baird-Parker, les colonies typiques
de S. aureus sont d’une couleur noire brillante avec une zone claire distincte dans la gélose

apres la période d’incubation.

4.9.3. Dénombrement des germes Escherichia coli

Le milieu utilisé pour le dénombrement les germes Escherichia coli est le milieu EMB de
levine. 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
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boites sont incubées a 1’étuve a une température de 37°C pendant 24 h. Apres incubation, les
colonies sont toutes dénombrées sur les boites contenant entre 30 a 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.

4.9.4. Calcul des charges bactériennes

Selon le JORADP N° 68 (2014), le nombre N des microorganismes dans 1’échantillon pour
essai, en tant que moyenne pondérée partir des deux dilutions successives, a été calculé a

I’aide de I’équation suivante :

>C

N =
V(nl+ 0.1n2)d

Ou:

N : Nombre de microorganismes (ou UFC) présents dans 1g d’eéchantillon pour essai ;
> C : Somme des colonies comptées sur I’ensemble des boites retenues ;

V : Volume de I’inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

nl : Nombre de boites retenues a la premiére dilution ;

n2 : Nombre de boites retenues a la seconde dilution ;

d : Taux de dilution correspondant la premiére dilution retenue.

4.9.5. 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 t 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

Analyses statistiques et les figures ont été réalisées avec le logiciel Microsoft Excel.
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Chapitre V : Résultats et discussion
5.1. Le rendement en extrait éthanolique de J. phoenicea

L’extrait éthanolique obtenu a partir de la plante J. phoenicea est de couleur miel ou caramel
et d’odeur de Genévrier (Figure 14). De plus, le rendement en extrait de la partie aérienne de

J. phoenicea est de 5% (m/m).

Figure 14 : Extrait de la Genévrier de Phénicie (photo originale, 2021)

5.2. Résultats du pH de fromage blanc réfrigérer traité par 0.5% d’extrait éthanolique
de J. phoenicea :

Nous remarquons dans le tableau 02 une fluctuation des valeurs de pH dans le groupe
inoculé par E. coli ou la valeur du pH du témoin était de 6,31 supérieure a celle du groupe
traité (5,92). Les valeurs du pH ont augmenté le deuxiéme jour dans les deux groupes pour

revenir a diminuer durant le reste de la période de conservation.
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Tableau 02 : Résultats du pH de fromage blanc réfrigérer traité par 0.5% de I’extrait

éthanolique de Juniperus phoenicea

pH*
Microorganismes Groupes Temps de stockage
J1 J2 J3 J4 J5
Témoin 1 6,31+0,33 | 6,39+0,10 | 6,17+0,03 | 6,31+0,06 | 6,11+0,07
] Groupe 1 5,92+0,10 | 6,23+0,06 6,29+0,02 | 5,94+0,02 | 5,97+0,005
£ coll P (probabilité) | 0.13 0.07 0.0102 0.0005 0.03
Signification NS NS * okl *

Témoin 2 6,27+0,12 | 6,19+0,02 6,14+0,03 | 6,12+0,08 | 5,97+0,06
Groupe 2 6,05+0,08 | 6,21+0,12 6,18+0,04 | 6,08+0,02 | 5,87%0,05

- aureus P (probabilité) | 0.06 0.79 0.21 0.56 0.1

Signification NS NS NS NS NS

a/aleurs sont exprimés en moyenne + écart (n=3); Témoin 1: (groupe inoculé par E. coli/4 °C); Groupe 1:
(groupe inoculé par E. coli et traité par 0,5% d’extrait éthanolique/4 °C); Témoin 2: (groupe inoculé par
Staphylococcus aureus /4 °C) ; Groupe 2: (groupe inoculé par Staphylococcus aureus et traité par 0,5% d’extrait
éthanolique /4 °C). NS: différence non significative. * : p < 0,05 : différence significative. **: p < 0,01 :
différence hautement significative.***: p < 0,001 : différence tres hautement significative

Pour les groupes inoculés par S. aureus, on note une diminution continue du pH dans le

groupe témoin durant la période de conservation, ou la valeur du pH du témoin était de 6,27

supérieure a celle du groupe traité (6,05). Cependant, les valeurs du pH ont augmenté le

deuxiéme jour dans le groupe traité pour revenir a diminuer durant le reste de la période de

conservation (Figure 15), enregistrant une valeur de 5.87 au 5° jour de stockage. Notons que

le groupe traité et inoculé par S. aureus a présenté des valeurs de pH la plus faibles par

rapport autres groupes expérimentaux.
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Témoin 1: (groupe inoculé par E. coli/4 °C) ; Groupe 1: (groupe inoculé par E. coli et traité par 0,5% d’extrait
éthanolique/4 °C) ; Témoin 2: (groupe inoculé par Staphylococcus aureus /4 °C) ; Groupe 2: (groupe inoculé par
Staphylococcus aureus et traité par 0,5% d’extrait éthanolique /4 °C).

Figure 15 : La courbe de 1’évolution du pH des différents groupes durant la période de

stockage
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5.3. Résultats d’analyse bactériologiques

Les résultats de dénombrement des bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli
inoculés dans le fromage blanc et traité par I’extrait de J. phoenicea sont présentés dans le
tableau 03.

Tableau 03 : Résultats de la charge bactérienne de fromage blanc réfrigérer traité par 0.5% de

I’extrait éthanolique de Juniperus phoenicea

Temps de stockage
Microorganismes Groupes
1 32 13 14 15

Teémoin 1 6,78+0,24 | 7,34+#0,09 | 7524003 | 7,43+0,05 | 7,50+0,06

 col Groupe 1 7144018 | 647+003 | 7,13+0,02 | 7.44+002 | 7,35+002
P (probabilité) | 0.11 0.00009 0.0001 0.59 0.013
Signification | NS Fhx Fhx NS *
Teémoin 2 593+006 | 6,61+022 | 6,55+0,05 | 6,74+0,26 | 6,83+0,06
Groupe 2 6,07+0,18 | 632+0,01 | 654+0,01 | 6,25+005 | 6.21+0,03

S.aureus

P (probabilité) | 0.29 0.09 0.75 0.03 0.00007
Signification | NS NS NS * falekal

a/aleurs sont exprimés en moyenne + écart (n=3); Témoin 1: (groupe inoculé par E. coli/4 °C); Groupe 1:
(groupe inoculé par E. coli et traité par 0,5% d’extrait éthanolique/4 °C); Témoin 2: (groupe inoculé par
Staphylococcus aureus /4 °C) ; Groupe 2: (groupe inoculé par Staphylococcus aureus et traité par 0,5% d’extrait
éthanolique /4 °C). NS: différence non significative. * : p < 0,05 : différence significative. **: p < 0,01 :
différence hautement significative.***: p < 0,001 : différence tres hautement significative

5.3.1. Dénombrement des Escherichia coli

La figure 16 montre 1’aspect des colonies d 'Escherichia coli obtenus sur milieu EMB, et qui
sont de forme ronde et lenticulaire en surface. 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.
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/‘
Figure 16 : Aspect d’Escherichia coli sur milieu EMB (Photo originale, 2021)

Le tableau 03 montre les résultats de dénombrement d’Escherichia coli dans le fromage
blanc traité par I’extrait de la Genévrier Phénicie. Au premier jour, la charge initiale d’E. coli
dans le groupe témoin est égale a 6,78 Log UFC/g et qui augmente progressivement durant le
temps de stockage réfrigéré. Le traitement par 1’extrait éthanolique de J. Phoenicea a montré
une réduction hautement significative (p < 0,001) de la charge d’E. coli dans le fromage blanc
au 2° et 3° jour de conservation, par rapport au témoin, et cette réduction est de 0.9 et 0.4 Log
UFC/g, respectivement. Cependant, aucun effet de cet extrait n’a été détecté au 1° et 4° jour de
conservation. Notons qu’une légére diminution (p < 0,05) de la charge d’E. coli a été
enregistrée dans le groupe traité au dernier jour de stockage réfrigéré, par rapport au témoin,
montrant I’effet modéré de 1’extrait éthanolique de J. Phoenicea sur la croissance de la

bactérie E. coli inoculée dans le fromage blanc.

5.3. Dénombrement des Staphylococcus aureus

Dans la présente étude, les colonies typiques de S. aureus sur milieu Baird Parker sont
rondes avec une couleur noire brillante avec une zone claire distincte et de taille moyenne
(Figure 17).
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Figure 17 : Aspect de Staphylococcus aureus sur milieu Baird Parker (Photo originale,
2021)

Le tableau 03 montre les résultats de dénombrement de S. aureus dans le fromage blanc
traité par I’extrait de J. phoenicea et conservée pendant 120 h & 4°C. Au premier jour, la
charge initiale de S. aureus dans le groupe témoin est égale a 5,93 Log UFC/g et qui
augmente progressivement durant le temps de stockage réfrigéré. Ces résultats indiquent
également que la croissance de S. aureus dans le groupe témoin était toujours supérieure a
celle de groupe traité tout au long de la période de stockage. Il faut noter qu’aucun effet de cet
extrait n’a été détecté sur la croissance des S. aureus durant les 72 heures de stockage
réfrigéré. Cependant, le traitement par 1’extrait éthanolique de J. Phoenicea a montré une
réduction significative (p < 0,05) de la charge de S. aureus (réduction de 0.5 Log UFC/g) dans
le fromage blanc au 4° jour de conservation, tandis qu’une réduction hautement significative
(p < 0,001) a été enregistrée au dernier jour de conservation (réduction de 0.6 Log UFC/qg),
par rapport au témoin, indiquant 1’effet modéré de ’extrait éthanolique de J. Phoenicea sur la

croissance de la bactérie S. aureus inoculée dans le fromage blanc.
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5.4. Discussion

Dans la présente étude, le rendement en extrait éthanolique des parties aériennes de J.
phoenicea est de 5% (m/m). Le rendement d'extraction obtenu dans la présente étude
était bien inférieur a celui rapporté par Menaceur et al (2013) et Ennajar et al (2009),
qui ont enregistré respectivement 32% et 35.4% d'extrait éthanolique de feuilles de J.
Phoenicea. Dans d'autres travaux, Amalich et al (2016) et Dane et al (2015) ont
trouvé 16.6 % et 20.98 % d'extrait méthanolique des feuilles de J. Phoenicea et de
rameaux feuillés, respectivement. L’extraction éthanolique semble la plus efficace
avec un rendement de 16.20% pour un échantillon récolté en Turquie (Oktay et al.,
2003) et de 14.57% pour des échantillons récoltés dans la région d’El Harrach
(Menaceur, 2015). Ces deux valeurs sont largement supérieures par rapport a celle
dont I’extraction est faite a I’eau (10.95%) (Menaceur, 2015). Ce dernier a constaté
que la méme plante provenant du Pakistan a fourni un rendement de 15.63% lorsque
I’extraction est faite par 1’éthanol qui est largement supérieur a notre rendement.
Hayouni et al., (2007) ont trouvé que le rendement d’extraction obtenu a partir des
feuilles de J. phoenicea est supérieur a celui obtenu a partir des fruits de la méme
espece. D’aprés Hayouni et al., (2007), la nature de la matiére premiére utilisée
détermine la différence entre les rendement des extraits obtenus par deux méthodes
d’extraction, et non pas le solvant utilisé dans 1’extraction. Cependant, la variation des
rendements est attribuée a la polarité des différents composés présents dans la feuille
car les rendements les plus élevés ont été obtenus a partir des solvants polaires
(Jayaprakasha et al., 2001). En général, le pourcentage de rendement d'extraction
dépend principalement de la procédure d'extraction, en particulier de la polarité des
composeés extraits, de la température utilisée pour I'extraction et du ratio d'extraction

de solvant et d'échantillon (Dane et al, 2015).

Dans la présente étude, une fluctuation des valeurs de pH ont été enregistrées dans les
groupes étudiés durant toute la période de conservation. De plus, le groupe traité et
inoculé par S. aureus a présenté des valeurs de pH la plus faibles par rapport autres
groupes expérimentaux. Le pH pendant la fabrication du fromage est un paramétre
critigue du contréle de la qualité car ce processus de fermentation provoque une
diminution du pH qui atteigne généralement 5.1 a 5.5, pour développer les

caractéristiques organoleptiques du produit et inhiber en combinaison avec le sel la
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multiplication des microorganismes pathogenes. L'effet du pH sur lactivité
antimicrobienne des extraits de plantes n'est pas clairement élucidé. Cependant,
certains auteurs ont signalé un effet plus important des extraits de plantes lorsque le
pH était bas et qui a été attribué a la solubilité et a la stabilité accrues de ces composés
a faible pH (Davidson et al., 2005), ce qui on accord avec nos résultats. Juven et al.
(1994) ont rapporté que les composés actifs phénoliques sensibilisent la membrane
cellulaire de S. aureus et de Salmonella Typhimurium, et, lorsque la saturation des
sites d'action se produit, il y a un dommage important et un effondrement soudain de
I'intégrité de la cellule microbienne. Ils ont mentionné qu'a des valeurs de pH faibles,
par exemple la molécule de thymol est principalement non dissociée et peut mieux se
lier aux régions hydrophobes des protéines membranaires et se dissoudre dans la

phase lipidique de la membrane.

Dans la présente étude, les résultats de denombrement d’E. coli et de S. aureus
montrent ’effet modéré de 1’extrait éthanolique de J. Phoenicea sur la croissance de
ces bactéries inoculées dans le fromage blanc. Le potentiel antimicrobien de I'extrait
de J. Phoenicea dans cette étude était principalement lié a leur contenu diversifie en
substances bioactives, comme les polyphénols et les flavonoides. L'utilisation des
extraits éthanolique de J. phoenicea dans des matrices alimentaires est souvent limitée
en raison de considération de gout et d'arome. L’efficacité de ces substances se
diminué lorsqu'elles sont ajoutées a des matrices alimentaires complexes par rapport
aux milieux microbiologiques. L'ajout de I’extrait éthanolique de J. phoenicea a un
film comestible en concentrations de (0.25% et 0.5%) avait un effet positif sur la
prolongation de la durée de conservation du fromage, et la bactéries la plus sensible
était S. aureus (Shan et al., 2011 ; Tayel et al, 2015 ; Kavas et al, 2015). Nos résultats
sont conformes aux études précédentes realisées sur des souches uniques ou un
cocktail de souches de S. aureus et E. coli (Shan et al., 2011 ; Tayel et al, 2015 ;
Kavas et al, 2015) dans d'autres types de fromage. Des études in vitro ont montré
I'efficacité antimicrobienne de I'extrait de J. phoenicea contre ces agents pathogenes
(Elmhdwi et al, 2015 ; Ghouti et al, 2018 ; Hayouni et al, 2007 ; Ait-Ouazzou et al,
2012 ; Angioni et al, 2003) ou S. aureus présentait une sensibilité plus élevée a
I'extrait de J. phoenicea par rapport a E. coli. Ces auteurs ont rapporté que la

résistance la plus élevée d'E. coli pourrait étre due a la complexité de sa membrane
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externe, qui fournit une surface hydrophile capable d'agir comme une barriére a la
pénétration des constituants de I'extrait de plante (Diniz-Silva et al, 2019).

[Texte] Page 45



CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le présent travail a permis d’étudier I’effet de 1’extrait éthanolique de Juniperus
phoenicea sur la croissance de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli inoculées
dans le fromage blanc durant son stockage réfrigére a 4°C. Le rendement en extrait
éthanolique des parties aériennes de J. phoenicea est de 5% (m/m). De plus, les
résultats de dénombrement des germes pathogenes dans le fromage blanc traité par
I’extrait de la Genévrier Phénicie montrent une activité modérée de I’extrait
éthanolique de J. Phoenicea sur la croissance des bactéries E. coli et S. aureus durant

la période de conservation a 4 °C, par rapport au témoin..

Bien que les souches testées n'aient pas été complétement inhibées, I’extrait
éthanolique a permet de réduire la prolifération de ces agents pathogenes dans le
fromage blanc frais. Une telle réduction de croissance des bactéries pathogenes
pourrait notamment étre utile en termes de sécurité alimentaire. Méme si leur
utilisation dans le domaine agroalimentaire est loin d’étre évidente actuellement, ces
résultats mettent en évidence les avantages potentiels de l'utilisation de cet extrait
comme antimicrobien naturel dans les produits fromagers. Cependant, une future
utilisation de I’extrait de J. Phoenicea comme additif alimentaire nécessite non
seulement des enquétes toxicologiques mais également des enquétes réglementaires
afin de fixer la dose journaliere admissible (DJA) et les limites de tolérance de cet

extrait dans les produits alimentaires.

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

envisagées comme perspectives :

- Tester d’autres méthodes d’extractions et leurs influences sur la
composition chimique et les activités biologiques des extraits de J.
Phoenicea.

- Approfondir 1’analyse de la composition chimique des différents
extraits ethanoliques de J. Phoenicea, afin d’identifier les composés
chimiques responsables de leurs activités.

- Tester I’effet de I’extrait éthanolique de J. phoenicea sur la
croissance des autres germes pathogenes responsable des toxi-

infections collectives comme Listeria et Salmonella.
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