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Introduction générale

Les produits de péches occupent une place de choix dans notre alimentation La richesse
du poisson en eau, acide gras oméga-3 en protéines de haute valeur biologique fait de lui un
aliment indispensable pour une alimentation équilibrée (CLINQUART et al. 1999).
Cependant, ces mémes raisons le rendant un milieu favorable a la prolifération et 1’altération

microbienne.

Une grande partie des germes qui contaminent la peau du poisson suite a différentes étapes
de transformation est les saprophytes responsables d’altération qui provoquent la
putréfaction. Par ailleurs, la présence de germes pathogenes responsables des toxi-infections

alimentaires est possible. Elle est souvent liée a des défauts d’hygiene (COTTIN et a/, 1985).

Dans le but de réduire ces altérations, 'industrie de transformation utilise plusieurs
méthodes telles que la congélation ou encore ’addition de conservateurs synthétiques comme
agent antimicrobien et antioxydant (HELLAL, 2011). Toutefois, le maniement abusif de ces
conservateurs dans les produits alimentaires a conduit a I’apparition de souches bactériennes

multi résistantes, ce qui menace la santé du consommateur.

La tendance actuelle des consommateurs a chercher une alimentation naturelle sans
conservateurs a poussé les industries a envisager I’introduction de substances naturelles telles
que les huiles essentielles. Ainsi, les huiles essentielles commencent a avoir un intérét comme

source potentielle de molécules naturelles bioactives.

Le présent travail est constitué de deux parties dont la premiére consiste en une synthese
bibliographiques sur les psychrophiles, les huiles essentielles et leur activité antibactérienne.
La deuxieme partie consiste a évaluer la qualité microbiologique des échantillons de poissons
congelés importés ainsi que I’activité antibactérienne des huiles essentielles de trois plantes a
savoir thymus fontanesii, Mentha spicata et Mentha pulegium sur  strepfoccocus pyogenes et
streptoccocus Sp 1solée d’espadon congelé e in vitro et sur une matrice alimentaire (soupe

de poisson).



Premiere partie :
Synthese
bibliographique



I. Généralites sur les
huiles essentielles



Généralité sur les huiles essentielles

I.1. Définition de I’huile essentielle

Les huiles essentielles, appelées également essences végétales, sont des produits
renfermant des principes actifs tres volatils a température ambiante en particulier en présence
de vapeur d’eau. C’est a ces composés volatils que les plantes doivent leur odeurs
(BENBOUALLI, 2006).

L.2. Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles N’ont pas une présence générale chez les végétaux. Environ
1% des especes ¢labores des essences certaines familles se caractérisent par un grand nombre
d’espece au elles regroupent en particulier dans une famille : poeceae, zingeberaceae
(MOHAMMADI, 2006)

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux : les fleurs
(roses..) les feuilles (citronnelle....) racines, rhizomes, le bois et les fruits ou les graines
(muscade ...) (BRUNETON.1999 et a/ ANTON et al, 2005).

Selon, OSSALAH et al, (2006), plusieurs catégories de tissues sécréteurs peuvent

coexister simultanément chez les mémes especes, voire dans un méme organe.
Les plantes aromatiques synthétisent naturellement des huiles sous forme de métabolisme
secondaire par des cellules sécrétrices, elles sont ensuite transportées lors de la croissance de
la plante dans d’autres parties, le bois, les fruits, graines et les racines et conservées dans des
cellules sécrétrices, les cavités, les canaux cellules épidermiques Quantativement, les teneurs
en huiles essentielles sont Excréments faibles (BAKKALI, 2008).

L.3. Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles (HEs) sont en général liquides & température ambiante,
volatiles, avec une odeur trés forte, incolores, jaune pale, ou quelque fois bleue. Leur densité
est inferieure a 1 sauf pour certaines plantes comme le clou de girofle, la cannelle. Elles sont
insolubles dans I’eau et solubles dans la vapeur et les solvants organiques (hexane benzene..),
les huiles et les vaselines sont Trés altérables, elles s’oxydent en contacte de | air et de la
lumiere (CHARPENTIER, 2008).

I.5.Composition chimique

Une huile essentielle contient souvent 50 a 100 molécules biochimiques différentes.
La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse permet d’identifier
et de quantifier chacune de ces molécules et ainsi d’obtenir la composition précise des huiles
essentielles (BACHELOT et a/, 2005).

Les composants des huiles essentielles sont génériquement dits aromatiques, en raison de
leurs caractéres odoriférants. A coté des composés majoritaires (entre 2 et 6 généralement), on
retrouve des composés minoritaires et un nombre de constituants sous forme de traces. Il
existe quelques huiles dites mono-moléculaires, tel le bois de rose (Aniba rasaeodora), la
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Menthe pouliot (Mentha pulegium), La sauge sclarée (Salvia sclarea), le clou de girofle
(Fugenia caryophyllus) sont bi- et tri-moléculaires (Figurel).

Les huiles essentielles sont aussi homogenes ou hétérogenes dans leur composition.
Prés de 10000 composants sont chimiquement définis, on peut les regrouper dans les
différentes familles de composés chimiques dont la masse moléculaire est relativement faible
(terpénes : 136 u.m.a, terpénoles : 154 u.m.a.), ce qui leur confére un caractére volatil et est a
la base de leurs propriétés olfactives (PIBIRI, 2005).
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Figure 1 : Structures chimiques de quelques composés extraits d’huiles essentielles.
(PIBIRI 2005).

D’aprés les travaux de FRANCHOUM (1990), la structure des composés des huiles
essentielles est constituée d’un squelette hydrocarboné, constituant une chaine plus ou moins
longue .Sur ce squelette de base est souvent présent un ou plusieurs sites fonctionnels
semblables ou différents. La majorité des sites fonctionnels sont des sites oxygénés avec un
ou plusieurs atomes d’oxygene (O), pour quelques groupes fonctionnels azotés (N) ou soufrés

(S).

1.6. Procédes d’extraction de I’huile essentielle

Le procede d’obtention des huiles essentielles intervient de fagon déterminante sur la
composition chimique. Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour l’extraction des
essences veégétales, cette diversité est liée a la variété de la matiere premiere et de la
sensibilité considérable de certaines de leurs constituant.

1.6.1. La distillation

Selon SILOU et al, (2004) il existe trois différents proceédes utilisant le
principe de la distillation : hydro-distillation, hydro-diffusion et entrainement a la
vapeur d’eau.
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I.6.1.1. Hydro-distillation

Il s’agit de la méthode la plus simple et de ce faite la plus anciennement
utilisée. Le matériel végétal est directement émergée dans un alambic rempli d’eau
placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté a ébullition. Le vapeur
hétérogene est condensée dans un réfrigérant et I’huile essentielle se sépare de
I’hydrolat par simple diftérence de densité : ’huile essentielle étant la plus légere que
I’eau, elle surnage ou dessus de I’hydrolat (BRUNETON, 1999) figure 2

Schema dun montage dhydrodistillation

WL . P) WS \K Tube réfrigérant
Feuilles , poudes, |! | i N
izanes .‘E}l]ﬂlEiI s “f'@‘;* i | ‘:‘\
Piarres . | ,!g (
ponces + eau !3 —éprouvets

U | | Distillat : e +
hutle szzentizlle

Figure 2 : schéma de la technique de I’hydrodestillation ou distillation simple
LUCCHESI, (2005)

1.6.1.2.Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans 1’eau il
est placée sur une grille perforée a travers la quelle passe la vapeur d’eau FRANCHOMME
et PENOEL (1990). La vapeur endommage la structure des cellules végétale et libere la
molécule volatiles, qui ensuite entrainée vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une
amélioration a la qualité de I’huile et minimise I’altération hydrolytique, le matériel végétal ne
baigne pas directement dans I’eau bouillante. (figure 3).
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Figure 3 : Distillation par entrainement a la vapeur d’eau FRANCHOMME et a/ (1990).
L.6.1.3 .L’hydro-diffusion

Cette technique est relativement récente, elle consiste a faire passer I’eau du haut vers
le bas et a pression réduite la vapeur d’eau travers la matiere végétal, ’avantage de cette
méthode et d’étre plus rapide donc moins endommagent pour les composés volatils (NAIT-
ACHOUR, 2012).

1.6.2. I’extraction par micro-onde

Dans ce procéde la matiere végétal est chauffée par une micro-onde dans une enceinte
close dans la quelle la pression est réduite de maniére séquentielle. Les composés volatils sont
entrainés par la vapeur d’eau formés a partir de ’eau a la propre plante ils sont ensuite
récupérer a ’aide d’un procédé classique de condensation refroidissement et décantation ce
procede émet un gain de temps et d’énergie (PIOCHON, 2008).
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Figure 4 : I’extraction par micro-onde NAIT-ACHOUR (2012)
1.6.3. Extraction a froid

D’aprés ROUX (2008), 1I constitue le plus simple des procedé mais s’ applique qu’aux
agrumes dont I’ ecorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’esence. Ce procédé
consiste & broyer a I’aide d’un présse les zestes frais pour détruire les poches a fin de libérer
I’esence. Le produit ainsi obtenu porte le nom d’esence car il n’a subit aucune modification
chimique.

1.6.4.1’extraction par les solvants et les graisses

Selon RBERT, (2000), 1l s’agit d’extrait de plante obtenu au moyen des solvants non
aqueux. Ces derniers peuvent étre des solvants ( hexane, ether de petrol) mais aussi des
graisses, des huiles méme encore du gaz. Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus
elevés que I’eau.

L.7. Activité biologique des huiles essentielles
L1.7.1.Activité antimicrobienne des huilles essentielles

Une etude a été mené par MEBARKI (2010), afin d’examiner 1’activité des huiles
essentielles thymus fontanissi, le thymol extrait, une pate a base de I’huile essentielle de
thym, et une pate a base de thymol extrait, contre cinq bacteries ( staphylococcus aureus,
pseudomonas aerugenosa, bacillus subtilis, enteroccocus fecalis et F.coli ) Deux levures,(
candida albican et saccaromisse cerevaceae ),et deuxdermatophytes (microsprome canis,
trechophyton mentagrophyte) .1’objectif était egalement de déterminer les composés présent
dans I’huile essentielle, suseptible d’étre respensable de son activité antimicrobienne et

6
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antifongique. les resultats ont mis en evidance une activité bacteriocide et fongicide. cette
activié microbienne est due principalement a la présence des monotérpenes phynolique (le
thymol et le carvacrol), qui €tait fortement actif contre les microorganismes testés.

GILLE et al, (2009) , ont etudies activité antibacterienne des huiles essentielles de
trois éspéces d’eucalyptus : eucalyptus dive, eucalyptus olida, et eupalyptus staigereana, sur
staphyloccoccus, pseudomonas aerugenosa, bacillus sbftilis, et enterococcus facalis, F coli et
candida albican. Les resultats obtenues est que tout les micro-organisme ont €té hiniber a
I’éxeption de pseudomonas aerugenosa qui présnte une résistance pour les trois huiles
essentielles. ’activité antibacterienne differt selon les éspéces d’eucalyptus, cette activité est
contribu¢ a la composition chimique des huiles.

1.7.1.2 Mode d’action des huiles essentielles

Du faites de la varieté quantitatives et qualitatives des composants des huiles
essentielles, plusieur théories ont été proposé pour expliquer les mécanisme par la quel elles
exerce leurs activité antimicrobienne. la composition complexe des huiles essentielles tend a
prouver que lactivié serais due a plusieur mécanisme d’action differents, liée a la nature
chimique de ces composés. la plus par de ces mécanismes ont des interactions des composés
des I’huiles avec la membrane cellulaire. les huiles essentielles sont constituées de molécule
lipophiles, capable de pénétrer la bicouche phospholipidique, leurs accumulation entaine alors
un changement de conformation et un mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire,
perturbant ainssi le tranport membranaire des substances nutritives (MEBARKKI, 2010,
KHENAKA ,2011).

Le mode d’action des huiles essentielles et leurs principaux constituants décrit jusqu’ a
présent, somblent tous affécté la paroi de la membrane cytoplasmique. Cependant, la
variabilité chimique des huiles essentielles laisse présager I’éxistance de molécule pouvent
agir par de nouveau mécanismes cellulaires.

Pour mieux interpréter le type d’endommagement causé sur [’envloppe,
GUINOISEAU (2010), a procéde a I’analyse et la purification de grosse molécule absorbante
qui est ADN, dont la libération temoigne la lyse compléte de la paroie cellulaire.

Ce resultat a été complété par une obsérvation au microscope électronique a baleage.
1.7.2. Activié antifongique

BOUAZIZ et al (2009), ont montrés une activité fongicide de ’uile salivia officinalis,
Cultivé en tunisie sur aspergillus niger, et candida albican, avec une concentration minimal
hinibitrice qui varie de 0.125- 0.250p /ml.

D’aprés les resultats de DEKBAS, et al/ (2011) et OULHADIJ et al, (2011), les
substances naturelles telle que les huiles essentielles peuvent étre une source non néglégeable
d’antifongique utilisable méme dans la concervation des fruits.
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L.7.3Activité antioxydante

Les huiles essentielles possédent des proprietés anti-oxydantes et anti-radiculaires qui
améliore la durée de vie des aliments. Ainsi I’incorporation des huiles essentielles directement
dans les aliments sous forme de vapeur ou sous forme d’emballage actif contribue a preservé
I’aliment des phénomenes d’oxydations (DJENANE et a/ 2001 et CAILLET , LACROIX
,2007).

DJENANE et al . (2012), ont raportés que les produits carnés traités avec deux I’ H Es
de lavandula angustifolia et de mentha piperita ont montrés une stabilité chimique et
microbiolgique durant une longue période parapport aux produits non traités.

L’etude de HELLAL (2011). a montré que les huiles essentielles constituraient une
solution alternative ou conservateurs synthetiques dans le dommaine agro-alimentaire. ou les
résultats ont montrés sans ambigu, L’H ES de citrus aurantium comparativement a 1’huile sur
sardine.

L.7.5.Activité antiviral

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques, de
nombreuses pathologies virales montrent des ameliorations importantes avec utilisation
pricipalement des monotérpenoles et des monoterpenals. ZHIRI (2006).

.I.8dommaine d’utilisation de I’huile essentielles
L1.8.1.Industrie alimentaire

D’aprés CAILLET et LACROIX (2007), les huiles essentielles et leurs composants,
représentent un outil trés intéressant pour augmenter la durée de conservation des produits
alimentaires. ces substances naturelles sont trés riches en composés antimicrobiens et anti
oxydants. elles pourraient danc servir d” agent de conservation d’alimentaire.

Plusieur traveau ont montrés que les huiles essentielles de thym, de la canelle,
d’origan et d’autres plantes aromatiques ont un effet hinibiteur sur la croissance et la
toxinogénése de plusieur bacteries et chompigions respensable d’infection alimentaire.

D’aprés MONTES ,CARAVAJAL.(1998),NEILSON et ROIX,(2000), Pour choisir
I’huile essentielle comme agent de conservateur alimentaire il convient de connaitre le seuil
d’effécacité (la concentration la plus faible en huile essentielle capable d’ hiniber toute la
croissance bacterienne) car selon I’éffet recherché et les bacteries ciblés la concentration ne
sera pas la meme chaque I'huile essentielles posséde une activité variable selon les
microrganismes, les conditions de stockages de I’aliment (temperature, PH, pression
d’oxygéne..ect) et la nature des aliments peuvent avoir I’influence sur I’action des huiles
essentielles.
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1.8.2.Desinfection des locaux

Grace a leurs pouvoire antiséptiques les huiles essentielles peuvent permettre
d’assainir I’air ambiant ou le systéme de vontilation, notalement dans les milieux hospitalier,
entrainant un effet bénifique au niveau de la qualité de Iaire et limité ainsi la probagation des
germes microbiens ( BILLERBECK, 2007).

1.8.3.Aromathérapie

L’aromatherapie est une branche de phytotherapie qui utilise I"huile essentielle pour
traité certain nombres de maladies. Beaucoup d’ouvrages décrivent des préparations a basse
des huiles essentielles diverses préscrites pour le traitement de plusieur maladies. cependant,
cés préscription ne possédent pas de basse scientifiques rigoureuses car elles sont seuvent
tirées de pratique enperiques (VALNET, 1990).

Actuallement, plusieur publications fondées utilisent des huile essentielles ou leurs
composés majoritaires pour testé leur effets in vitro VIOLLON et CHAUMONT,( 1994).ces
éffets sont également testés in vivo sur les models animaux a fin de traité certaines infections
experimentales d’origine bacterienne provoquer par helicobacter pylori chez les souris par
exemple BERGONZELLI et a/,( 2003).

L1.9.Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étres sans risque. certaines
huiles essentielles sont dangeureuse lorsqu’elles sont appliqués directement sur la peau, en
raison de leur pouvoire irritants ( les huile essentielles riches en thymol, et carvacol),
allergéne ou photo-toxique 1’huile de cifrus, d’autre ’huiles ont un effet neurotoxique (les
cétones ont un effet toxique pour les tissus nerveux .(GUBA ,2001). toute foie, la toxicité de
I’huile essentielles est mal connue. Il monque des donnés sur une eventuel proprieté mutagéne
et conceregiene. la plus part du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données
experimentales accumuler en vue d’evaluer le risque que présente leurs emploie.

Il existe quelques huiles essentielles dont certains composés sont capablent d’induire
la formation du cancer. ¢’est le cas par exemple d’allybenzene comme le safrole et I’estagrole.
Des chercheurs ont mis en evidance I’activité hepathocarcino-génique de ces composé chez
les rangeurs. le safrole et I’estagrole, sont métabolisé ou niveau des foies des rats en dérivés
hydroxylés puis en ester sulferique électrophyils qui sont capables d’interagir avec I’acide
nucliéque et les proteines.ces resultats sont contreversé, car il existe des differances chez
I’homme dans le processus de metabolisation de ces composés. le safrole par exemple est
metabolisé dihydroxysafrole et trihydroxysafrol non conceregiene (GUBA, 2001).

1.10. Conservation des huiles essentielles

La relative instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles implique des
précautions particulieres pour leurs conservation. En effet, les possibilités de dégradation
sont nombreuses par exemple, la photo-isomerisation, et la photo-cyclisation, coupure
oxydative, peroxydation en alcool et cétone, tyérmo-isomérisation, hydrolyse,
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transestérifecation.Ces dégradations peuvent modifier les proprietés ou/et mettre en cause
inocuité de ’huile essentielle, il convient de les evités, par : utilisation de flocons propre et
secs en aluminuim verniseé, en acier, inoxydable ou en vers teinté anti-actinique, presque
entierement remplis et fermé de facon etanche (I’éspace vide etant rempli d’azote ou d’un
autre gaz inerte), le stockage a I’abri de la lumiere et de la chaleur. dans certains cas, un anti-
oxydant appropri¢ peut etre ajouté a | huile dans ce cas, cet additif est a mentioné I’or de la
vente ou ['utilisation de I'huile esentielle (LAURENT, 2012).
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I1.1 Thymus fontanesii
I1.1.2. Définition

Le thym est une des quelques espéces véritablement emblématiques des garrigues du
pourtour méditerranéen. En plus d’étre une plante aromatique tres recherchée par ’homme, le
thym est I’une des premiéres plantes melliferes de la garrigue (abeille et fleurs, 2012).

I1.1.3. La systématique DE Thymus fontanesii (KABOUCHE ,2005)

Embranchement Phanérogames
Classe Dicotylédones
Ordre Tribu florales
Famille Lamiacée

Tribu Satureies

Genre Thymus

Espece Thymus fontanesii

I1.1.4. Description botanique

Le thym appartient a la famille des lamiacée, Calice a 5 dents toutes longuement
subulées, bien plus longue que le tube, a lévre supérieure divisée dans son tiers supérieur.
Tige dressée robuste. Feuilles oblongues de 288 lancéolées entiéres et glabres, rarement
hispides. Inflorescence plus ou moins interrompues vers le bas. Fleurs blanches ou pales a
peine plus longues que le calice (KABOUCHE, 2005).

II.1.5. Milieu et répartition

Le thym commun est une espece héliophile (fait parti des végétaux qui ne poussent de
maniere optimal quand en pleine lumiere), et résistante a la sécheresse originaire d’ Algérie et
de Tunisie. Sa faible résistance au gel limite sa répartition en altitude : il ne se développe
guere au-dela de 1 500 metres, thym commun a une aire de répartition méditerranéenne
(THOMAS ,2012).

Les principaux pays producteurs de thym sont I’Espagne, la Pologne et le Maroc avec
des prix plus faibles qu’en France, d’ou une bonne pénétration du marché frangais. (GARCIA
, 2008).

I1.1.6. L’huile essentielle de Thymus fontanesii

Comme les autres membres de la famille des labiées les feuilles de thym sont
couverte de glande a I’huile .L’abondante production de I’huile est une caractéristique
importante de ce genre, commercialisé¢ dans le monde trouvent les applications divers en
fonction de leurs compositions (anonyme).
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Il existe de nombreuses variétés de thym mais, en aromathérapie, c’est le thym
commun qui est le plus employé. Son huile essentielle est riche en principe actif et s’avere
tres efficace pour les problemes pulmonaires. Conseillée pour les infections liées aux
poumons, ’huile essentielle de thym est également reconnue pour ses propriétés antivirales,
anti-infectieuses et ses actifs toniques, énergisants et stimulants. Ses effets sont
particuliérement appréciés des personnes agées car ils calment et soignent les articulations
fatiguées

11.2.Menthe Spicata
I1.2.1. Définition

Les menthes sont des plantes vivaces herbacées de 40 a 60 cm appartenant a la famille
des labiées. Elles sont vigoureuses et leurs racines sont souterraines envahissantes génant les
plantes aromatiques voisines. Les especes de menthes s’hybrident trés facilement d’ou
I’existence de nombreuses variétés (BENBOUALI, 2006).

I1.2.3. Systématique de la Mentha Spicata (ISERIN.P et al, 1997)

Embranchement : phanérogame
Classe angiospermes
Ordre dicotylédones
Famille gamopétales
Tribu lamiacées
Genre Mentha

Espece Mentha Spicata

I1.2.4 Description botanique

Les menthes sont des plantes herbacées ne dépassant pas 1 c¢cm quadrangulaire, a
feuille pétiole ou sensille. Arrondie ou ovale, plus ou moins denté a fleur presque réguliere
mauve, rose ou blanche.les quatre parties des fruits d’ovoide, parfois verruqueuse, 1’odeur et
forte et agréable, plus ou moins fine, a tige fortifi¢e terminée par les fleurs inflorescences en
tete arrondie (BEAUQUENSE et a/, 1980).

I1.2.5. L’huile essentielle de 1a Mentha Spicata

Selon SYLVAIN (2011), Les huiles essentielles de Menthe font partie des huiles les
plus produites dans le monde dont la valeur commerciale s’¢éléve a plus de 400 millions de
$US/an. Les Etats-Unis occupent une position dominante et sont les plus grands producteurs
d'huile essentielle de Menthe, suivi par I'Inde et la Chine. L’industrie agroalimentaire est le
principal consommateur : liquoristerie, confiserie ainsi que l’industrie des tabacs et la
parfumerie. La valeur commerciale des huiles essentielles de menthes, leurs facilités de
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propagations et de clonages a poussé les recherches vers une meilleure connaissance des voies
de biosynthese des mono terpenes caractéristiques des menthes. Cette étude a permis de
favoriser la production des constituants (SYLVAIN.S, 2011).

D’apres le guide I'utilisation de I’huile essentielle et bio et chémotypée 1’huile essentielle
de la menthe est utilisée comme étant :

e Anésthésique, analgésique, antiprurigineuse

e Anti-inflammatoire urinaire et intestinale

e Antibactérienne

e Antivirale

e Cholagogue et cholérétique

e Tonique et stimulante générale : digestif : stomachique, carminative, anti-nauséeuse

11.3. Mentha pulegium

11.3.1. Définition

Pouliot est l'une des menthes sauvages les plus agréablement parfumées, sa senteur
citronnée persiste bien au séchage. Il est intéressant de souligner que le pouliot (ce nom
viendrait de son pouvoir de chasser les puces, en latin pulex), également appelé herbe de saint
Laurent, se développe dans les prés, les terres humides et inondées (GUIGNARD et al, 2004).

I1.3.2. La systématique de Mentha pulegium (GUIGNARD et al, 2004)

Embranchement: Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement: Angiospermes

Classe: Eudicots

Sous-classe: Astérides

Ordre: Lamiales

Famille: Lamiacées

Genre: Mentha (Tourn.) L.

Espece: Mentha pulegium

I1.3.3.Description botanique

vivace a feuilles aromatiques, de 10 a 55 cm, le pouliot fréquente les milieux
humides. Ses tiges feuillées, quadrangulaires, étalées ou couchées émettent facilement des
racines adventives a la face inférieure des noeuds. Ses feuilles, opposées, petites, ovales, sont
munies d'un court pétiole (anonyme).
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11.3.4. L’huile essentielle de la Mentha pulegium

L’huile essentielle de la menthe pouliot est utilisée traditionnellement en phytothérapie
pour aider a la digestion et a soulager la dyspepsie flatulente et les coliques intestin, les
Inflammations aigués ou chroniques des muqueuses avec hypersécrétion des glandes de la
région enflammée, expectorante et, calme la toux. Cependant, il a été constaté que cette
I'huile essentielle présente une faible activité antimicrobienne. (DAFERERA et a/, 2003)

D’apres les études menées par CAILLET et al, (2007) a travers le monde, les huiles
essentielles de thym peuvent étre ajoutées a peu pres a tous les aliments en tant qu’agent de
conservation ainsi, les huiles essentielles d’origan, de thym, de cannelle ou de coriandre sont
efficaces pour les viandes, les volailles, les charcuteries et les légumes; I’huile essentielle de
menthe pour les produits frais (salades, yaourts. les huiles essentielles a base de carvacrol ou
de citral pour les poissons.
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II1. Les microorganismes psychrophiles
I1.1.Définition

Selon la classification la plus répandue les microorganismes psychrophiles auraient un
optimum de croissance entre 15°C et 20°C, certains pouvant se développer en dessous de 0°C.
11 existerait également des bactéries dites psychrotolérantes dont I’optimum serait entre 20°C
et 35°C (D’Amico et al, 2006).

I1L.2.Stratégie d’adaptation au froid
I1.2.1.Production de molécules protectrices

Les micro-organismes psychrophiles ont élaborés des stratégies multiples pour
s’adapter au froid. La premiere adaptation au froid extréme concerne la composition du
cytoplasme qui distingue les organismes psychrophiles de leurs homologues mésophiles et
thermophiles. En effet, les Psychrophiles produisent des solutés (glycérol, sorbitol,
tréhalose...) qui protégent les structures cellulaires et garantissent une osmolarité cellulaire
élevée pour lutter contre la déshydratation.

De plus, les psychrophiles peuvent également produire des protéines spécifiques (cold-
shock protéines (csp), protéines de Nucléation, protéines antigel...) qui permettent, entre
autre, de limiter la croissance des Cristaux de glace et évitent la destruction des membranes et
des structures macromoléculaires (Storey, 1988).

I11.2.2.Adaptation des enzymes

D’aprées I’équation d’ Arrhenius, toute baisse de la température entraine une diminution
Exponentielle de la vitesse de réaction. Cet effet est souvent exprimé par le rapport de
constantes de vitesse mesurées a 2 températures séparées de 10°C : Q10 = kT+10 / kT. Le
comportement catalytique d’une enzyme et sa liaison avec le substrat dépendent des
interactions non covalentes de type hydrophobe ou électrostatique. Les premieres se forment
en absorbant de I’énergie et sont défavorisées par les basses températures ; les secondes, par
contre, s’établissent de fagon exothermique et sont favorisées par une température faible des
lors, il est concevable que ’adaptation aux basses températures d’une enzyme fasse appel a de
fins ajustements dans les proportions et la localisation de ces liaisons (FELLER et al, 1997).

I11.2.3.Optimisation structurales

D’aprés les travaux d’ARPIGNY et al, (1994), on peut dire que I’évolution d’une
enzyme est le résultat d’un compromis moléculaire entre la flexibilité, indispensable a son
activité, et la nécessité déstabiliser son architecture par un réseau d'interactions assez ferme.
L’un des caractéres les plus souvent rencontrés chez les enzymes d’organismes psychrophiles
ont certainement leur activité spécifique €levée. En effet, grace a un affaiblissement du réseau
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d'interactions moléculaires, ces enzymes réussissent a abaisser suffisamment le seuil
d’énergie libre d’activation de la réaction et a accélérer la vitesse de la catalyse.

I11.2.4.Adaptation des membranes cellulaires

Les enzymes ne sont pas les seules macromolécules dont on doit tenir compte pour
Comprendre les psychrophiles. Les membranes biologiques jouent également un role
physiologique capital étant donné qu’elles controlent les échanges moléculaires. La encore, ce
sont des protéines qui permettent a la cellule de capter et de transporter les nutriments et les
signaux de natures diverses. Ces processus nécessitent de leur part une grande mobilité au
sein de la structure lipidique. Or, aux basses températures, les phospholipides membranaires
ont tendance a se figer ce qui a pour effet de réduire ces échanges vitaux SABRI. A, (2001).

ITL.3. Les psychrophiles dans les produits de péche

Les produits de la péche se caractérisent par leurs hétérogénéités, leurs variabilités,
leurs extrémes fragilités et leurs caractéres altérables. Rien d'étonnant a ce que leur
conservation, difficile, ne soit pas totalement résolue.

D’apres KODO (1990), Les germes d'altération des produits de la péche les plus
souvent rencontrés aux températures de réfrigération sont des germes psychrophiles, Gram-,
des genres Pseudomonas sp, Achromobacter sp. On trouve aussi par ordre d'importance
décroissante, les genres Sarcina, Micrococcus, et quelques coeci Gram +.

IT1.3.1.Altération bactériennes des produits de la péche

Selon (KODO, 1990), l'autolyse aseptique des muscles du poisson favorise la diffusion
des liquides biologiques et la progression des bactéries. L'altération bactérienne prend le pas
sur les dégradations enzymatiques d'autant plus rapidement que la concentration microbienne
est élevée dans les foyers normaux d'infections du poisson (peau, branchies, tube digestif).
Sur la peau du poisson, un mucus (mucopolysaccharides, acides aminés libres...) constitue un
milieu tres favorable a la prolifération bactérienne. La diffusion des micro-organismes de
contamination est lente a travers la peau mais facile par les vaisseaux sanguins et la cavité
abdominale.

Les micro-organismes de contamination accélerent la dégradation du poisson. En effet,
les muscles étant normalement stériles (sauf chez certains poissons d'eau douce) et les
réactions enzymatiques lentes, le poisson s'altérerait beaucoup moins vite en l'absence de la
flore de contamination. La composition de cette flore est fonction du milieu ambiant, de la
contamination intestinale, elle-méme fonction de l'ingestat (Clostridium botulinum,
entérobactéries...).

L'altération bactérienne des produits de la péche débute par la disparition de l'odeur
« d'algues marines » caractéristique du poisson frais, remplacée progressivement par des
odeurs aigres ou acides puis aminées et soufrées, enfin ammoniacales et fécales (a 1'état
putride) KODO (1990). Ces modifications sont dues a la disparition de certaines substances et
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a l'apparition des déchets du métabolisme bactérien. Les acides aminés peuvent étre soit
désaminés en acides gras inférieurs, soit dicarboxylés pour donner naissance a des aminés
toxiques (tyramine, tryptophane, histamine...) L'intervention des micro-organismes rend les

produits de la péche rapidement inconsommables. Elle s'ajoute aux altérations enzymatiques
et au rancissement.
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1. Matériels et méthodes
I.1. Matériels

Les analyses microbiologiques effectuées au cours de notre stage, sont réalisées au
niveau du laboratoire de Microbiologie, département de biologie de la Faculté des Sciences

Biologiques et Agronomiques, Université¢ Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.
I.1.1. Les microorganismes testés

Le choix des bactéries a été portés sur 2 souches ; streptoccocus Sp 1solé a partir de

I’espadon congelé et streptocoque Pyogenes

» Certaines souches de Strepfoccocus sont responsables de toxi-infection

alimentaire (TIA) constituant ainsi un probleéme de santé publique.
I.1.2. Les antibiotiques utilisés

Les antibiotique appartiennent a quatre familles différentes, proviennent de HIMEDIA

laboratoire et sont fournit par le laboratoire de microbiologie de UMMTO.

> Céfoxitine (FOX) de la famille de beta-lactamine.
> Imipenéme (I'%) de la famille de la pénicilline.
> Kanamycine (K*) de la famille des aminosides.

> Oxytetracycline (0°°) de la famille des cyclines.
1.1.3. L’huiles essentielles

Les huiles essentielles Thymus fontanesii, Mentha spicata et Mentha pulegium ont

elle

été tres aimablement fournies par I’étudiante M~ Benmessaoud Amel. : L’extraction est

réalisée au niveau du laboratoire de protection des végétaux, département de biochimie et de
microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie IBN KHALDOUN de
TIARET.

L.2. Méthodes
1.2.2. Evaluation de la qualité microbiologique des produits de la péche :

Huit produits de peches surgelés ont été sélectionnés et transportés dans une glaciére

et analysés immédiatement.
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1.2.2.1. Traitement des échantillons

Dans des conditions aseptiques (bec benzene allumé 15 min a ’avance et la paillasse
est désinfecté a I’eau de javel) et apres stérilisation de tout le matériel nécessaire, les huit

produits de poisson de 25grammes chacun ont été broyé 1’aide d’un mixeur stérile.
1.2.2.2. Préparation des suspensions méres et de la série des dilutions décimale

La suspension mére est la premiere dilution a préparer a partir d’un produit solide .25g
de chaque produit broy¢ sont aseptiquement introduites dans un flacon stérile additionné de
225 ml de TSE (Eau physiologique peptone€) Apres agitation pour homogénéiser le mélange,

la solution obtenue correspond a la premiére dilution (10™") de chaque échantillon a analyser.

A partir de la suspension mere, 1ml est prélevé et aseptiquement introduit dans un tube a
essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile a I’aide d’une pipette graduée c’est la

dilution (10%) ; les autres dilutions sont préparées de la méme fagon précédente jusqu’a la
dilution (10°°).

® Recherche et dénombrement de la flore psychrophile totale

Les micro-organismes psychrophiles auraient un optimum de croissance entre 15°C et
20°C, certains pouvant se développer en dessous de 0°C. Le dénombrement de la FPT se fait
par un ensemencement en masse qui consiste a pipeté 1 ml de la suspension mere et de
chaque dilution décimale dans la boite de Pétri. Contenant le milieu de culture PCA. Les
boites sont incubées a +4°C pendant 10 jours. La lecture s’effectue sur les boites dont le

nombre de colonies est compris entre 30 a 300.

=  Recherche et dénombrement des coliformes fécaux

Les coliformes fécaux font partie de la famille des entérobactéries vivant notamment dans
I’intestin des humains ¢t des animaux, dont la température optimale de développement est de 30°C a
37°C. Ces germes se rencontrent également trés souvent dans le milieu extérieur et I’environnement de
fagon générale. Les coliformes totaux sont donc utilisés comme germes indicateurs d’hygiéne, indices

du bon respect des conditions de fabrication.

Le dénombrement des coliformes fécaux se fait par un ensemencement en masse qui
consiste a pipeter 1 ml de la suspension mére et de chaque dilution décimale dans la boite de

pétrie. Contenant le milieu de culture VRBL. Lest boites sont incubées a une température de
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+4°C pendant 10 jours. La lecture s’effectue sur les boites dont le nombre de colonies est

comprit entre 30 a 300.
=  Recherche et dénombrement des entérobactéries

Les Enterobacteriaceae (ou entérobactéries) constituent une famille de bactéries tres
importante, qui regroupe plus d'une quarantaine de genres. Ces bactéries sont définies par sept
criteres différents. Bacilles a Gram négatif, mobiles avec ciliature péritriche ou immobiles,
poussant sur milieux de culture ordinaires, aérobies-anaérobies facultatifs, fermentant le
glucose avec ou sans production de gaz, réduisant les nitrates en nitrites, oxydase négatif. On
les trouve de maniere tres répandue aussi bien dans l'environnement que chez de nombreuses

especes animales et végétales.

Le dénombrement des entérobactéries se fait par un ensemencement en masse qui
consiste a pipeter 1 ml de la suspension mére et de chaque dilution décimale dans la boite de
Pétri contenant le milieu de culture VRBG. Lest boites sont incubées a +4°C pendant 10

jours. La lecture s’effectue sur les boites dont le nombre de colonies est comprit entre 30 a
300.

* Recherche et dénombrement des bactéries lactique

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant de
l'acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et font
partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale. Elles sont impliquées dans un

grand nombre de fermentations spontanées de produits alimentaires.

Le dénombrement des bactéries lactique se fait par un ensemencement en double
couche qui consiste a pipeter 1 ml de la suspension mére et de chaque dilution décimale dans
la boite de Pétri contenant le milieu de culture MRS. Lest boites sont incubées a une
température de +4°C pendant 10 jours. La lecture s’effectue sur les boites dont le nombre de

colonies est comprit entre 30 a 300.
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= Recherche et dénombrement des Pseudomonas

Le Pseudomonas sp est un bacille a Gram négatif comportant un nombre important
d'espéces, on trouve partout dans la nature, et en particulier dans les milieux humides et
chauds. Habituellement, cette bactérie est peu agressive envers l'homme, mais elle peut

devenir pathogene (responsable d'une maladie) dans certaines circonstances.

Le dénombrement des Pseudomonas sp se fait par un ensemencement en surface qui
consiste a ¢taler 0.1 ml de la suspension mére et de chaque dilution décimale dans la boite de
Pétri contenant le milieu de culture cetrimed. Les boites sont incubées a +4°C pendant 10
jours. La lecture s’effectue sur les boites dont le nombre de colonies est comprit entre 30 a

300.
* Recherche et dénombrement des staphylococus aureus

Le staphylococus aureus est un germe bactérien du genre Staphylococus dont
différentes souches existent, notamment le Staphylococus aureus (ou staphylocoque doré¢). 1l
peut étre présent dans tous les environnements mais aussi sur la peau, les muqueuses, dans
le nez, et n'entrainer aucun symptdme : on dit qu'il est ubiquitaire. Il peut néanmoins

également étre pathogeéne (responsable d'une pathologie) et a I'origine d'infections diverses.

A partir de la suspension mere, on fait un ensemencement en strie a I’aide d’une anse
a fil bouclé ou une pipete pasteur sur le milieu de culture Chapman. Les boites sont incubées
a une température de +4°C pendant 10 jours. La lecture s’effectue sur les boites dont le

nombre de colonies est comprit entre 30 a 300.
* Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux

Streptocoque est un terme qui désigne un ensemble de bactéries du genre
Streptocoques. Certaines de ces bactéries sont naturellement présentes dans le corps au niveau
du tube digestif notamment. Les streptocoques sont responsables de tres

nombreuses infections .

Technique
La technique fait appel a deux tests consécutifs a savoir :
o Tests de présomption : qui se fait sur milieu Rothe

e Tests de conformation : qui se fait sur milieu Eva Litsky.
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Test présomptif
On Ensemence Iml de la suspension mere dans un tube contenant 9 ml du milieu

sélectif de Rothe. La lecture s’effectue. Le tube a essai est incubé au réfrigérateur a 4°C
pendant 10 jours. Apparition de trouble dans le tube, suspicion présence de streptocoque.
Test confirmatif

On préleve 2 gouttes a partir du tube positif et on ensemence le milieu Eva Litsky.
Homogénéiser parfaitement I’inoculum dans le milieu et incuber tube a 4°C pendant 10 jours
Lecture

Les tubes sont considérés comme positif, ils présentent un trouble microbien et une

pastille violette au fond du tube.

1.2.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne
1.2.2.1. Préparation de I’inoculum

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de cultures jeunes de 18 a 24h en
phase exponentielle de croissance. Un repiquage a été réalisé a partir du bouillon nutritif
dans des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton puis incubées pendant 24 h a
37°C
1.2.2.2. Préparation de la suspension bactérienne

Quelques colonies, sont dissoutes dans de 1’eau physiologique stérile. La suspension
bactérienne a été standardisée a une DO de 0.08-0.1 a laide d’un spectrophotomeétre a 625 nm
qui correspond & 10"UFC/ml.
1.2.2.3. Test de sensibilité des souches bactériennes aux huiles essentielles

L’aromatogramme consiste a estimer I’inhibition de la croissance des germes testés
soumis ou contacte des huiles essentielles étudiées (thymus fontanesii, Mentha spicata et
Mentha pulegium). Cette méthode a ¢été réalisée sur milieu Mueller Hinton. Chaque
suspension standardisée 10'UFC/ml est ensemencé par écouvillon dans les boites .Des
disques de papiers Wattman stériles imprégnés de 20ul de I’huile essentielle ont été déposés
au centre de chaque boite. En raison de I’hydrophobicité des huiles essentielles et pour avoir
une meilleur diffusion de ces huiles dans le milieu un émulsifiant Diméthyle Sulfoxid
(DMSO) est additionné ou huiles essentielles a raison de 10%.

Un témoin négatif a été réalis€¢ par un dépdt de 20 pl de DMSO sur un disque
entreposé sur un milieu préalablement ensemencé de la bactérie testé

Un témoin positif a été réalis€ par un dépot d’un disque de chacun des quatre

antibiotiques synthétiques sur un milieu préalablement ensemence de la bactérie testée.
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La lecture a été effectuée par la mesure de diamétre de la zone d’henibition autour de
chaque disque a I’aide d’une regle en (mm). Selon PONCE et a/, (2003) la sensibilité¢ des
souches vis-a-vis des huiles essentielles est déterminée comme suite :

v Non sensible(-) ou résistante si le diamétre est inferieur a 8 mm

v’ Sensible (+) si le diamétre est compris entre 9 mm et 14 mm

v’ Trés sensible (++) si le diamétre est compris entre 15 mm et 19 mm

v' Extrément sensible (+++) si le diamétre est supérieur a 20mm
1.2.2.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible concentration
qui permet I'Inhibition de la croissance bactérienne. Les CMIs ont été déterminées suivant la
technique de micro dilution en utilisant des épendoffs.

Une solution mére a été préparée 300ul, 150ul d’H.E additionné du DMSO (10%)
placés dans un épendoff contenant 150ul du DMSO. Des dilutions de demi a demi ont été
réalisées dans un milieu bouillon nutritif, (les mémes dilutions ont été réalisées pour les 3
huiles essentielles) de maniére a obtenir une gamme de concentration comprise entre
300pul/ml et 0.01pul/ml
Ensuite 15ul de la suspension bactérienne standardisée a 10°'UFC/ml sont ajoutées a chaque
dilution. Deux témoins sont réalisés. Un témoin positif composé de 285ul et Sul de
I’inoculum bactérien et un témoin négatif composé de 150ul de bouillions nutritif et 150ul de
I’H.E additionné du DMSO.

La lecture a été faite apres 24 h d’incubation a 37° C. a I’oil nu par I’observation de la
présence ou absence de trouble.
1.2.2.5.Concentration minimale bactéricide

Pour déterminer la concentration minimale bactéricide on ensemence a partir des
épendoffs précédents n’ayant pas présenté de trouble sur la gélose nutritif. On ensemence un
témoin positif (souches+BN) sur le quel on fait référence.
1.2.2.6. L’étude de I’effet de la combinaison des huiles essentielles

Afin de mettre en évidence I’effet synergique ou antagoniste entre les huiles
essentielles, des combinaisons entre les huiles émulsifiées dans le DMSO ont été effectué

avec différentes concentrations
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Tableau I : Les différentes combinaisons d’huiles essentielles testées

Test Thym fontanesii Mentha spicata Mentha pulegium
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 Y ¥z 0
5 Y 0 ¥z
6 0 ¥z ¥z
7 1/3 1/3 1/3
8 1/6 1/6 2/3
9 1/6 2/3 1/6
10 2/3 1/6 1/6

1 : présence d’une seule huile

0 :absence de I’huile

Test 4: 50 % Thymus fontanesii + 50% Mentha spicata + 0% Mentha pulegium

Test 5: 50% Thymus fontanesii + 0 % Mentha spicata + 50% Mentha pulegium.

Test 6: 0% Thymus fontanesii + 50 % Mentha spicata + 50% Menthe pulegium.

Test 7: 33.3% Thymus fontanesii + 33.3 % Mentha spicata + 33.3% Mentha pulegium
Test 8: 25% Thymus fontanesii + 25 % Mentha spicata+ 50% Mentha pulegium.

Test 9: 50% Thymus fontanesii + 0 % Mentha spicata + 50% Mentha pulegium.

Test 10: 50% Thymus fontanesii + 50 % Mentha spicata + 25% Mentha pulegium.

Les disques imbibés de 20ul de chaque concentration sont déposés sur les boites de Pétrie
préalablement coulés ensemencés.

D’apres PIBIRI, (2005) il existe quatre effets antimicrobiens des associations d’huiles
essentielles ainsi que pour les antibiotiques :

Indifférent : ’activité d’huile essentielle n’est pas affectée par ’autre.

Addition : effet de I’association est égale a la somme des effets de chaque huile essentielle

étudié.
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Synergie : ’effet est significativement supérieur a la somme de chaque I’huile essentielle

Antagonisme : ’association diminue 1’activité de I’'une ou I’autre de 1’huile.

1.2.2.7. Effet inhibiteur des H.E de thymus fontanesii sur les souches inoculées a la soupe
de poisson

1.2.2.7.1 Mode opératoire

La soupe de poisson est achetée dans une grande surface. La composition est en
annexe. Dans des conditions aseptiques, nous avons introduit de 1’huile essentielle thymus
fontanesii a raison de 0,8% dans la soupe inoculée de 10° UFC de chaque souche séparément.
La préparation est conservée de +4°C pendant 5 jours.

Le dénombrement des deux souches en questions est effectu¢ chaque 24h pendant 5
jours (J1.J2.J3.J4.Js5).par ensemencement en surface sur milieu sélectifs (BEA).

La lecture est réalisée par comptage direct des colonies caractéristiques pour ’espece apres

incubation a 37°C pendant 24h.
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I1. Résultats et discussion
11.1. Résultats d’analyse microbiologique

11.1.1. Recherche et dénombrement

Les résultats de la recherche et dénombrement des différents germes dans les produits
de peche congelés sont représentés dans la figure S.

La flore psychrophile Pseudomonas Les coliformes
Totale

Staphylocoque

FEntérobactéries Bactérie lactique

Figure S : photos représentantes des résultats obtenus de I’analyse la qualité
microbiologique
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Apres la période d’incubation de 10 jour a +4°c, on procede au comptage des colonies
Caractéristiques pour chaque boite contenant 15 a 300 colonies selon la formule :
N =C,+C,/V(n, +0.1n,)d
N : La charge microbienne dans 1’échantillon
C,+C, . somme des colonies sur deux boites retenues.
V : volume de I’'inoculum appliqué a chaque boite.
D : taux de dilution correspondante a la premiere dilution retenue.
n; : nombre de boite retenue a la premiere dilution.
ny : nombre de boite retenue a la deuxieme dilution.

Tableau II : Résultats de dénombrement des différents germes.

Echantillonl Echantillon2 Echantillon3 | Echantillon4 Echantillon5 Echantillon6 | Echantillon7 Echantillon8
Calamar Calamar Seiches Saumon Saumon Crevettes Crevettes Chien de mer
(Espagne) (France) (Inde) (chine) (Espagne) (Inde) (Espagne) (Espagne)
UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g
Flore 5,3.10° 1,39. 10" [8,99.10° | 1,02.10" |1,55.10° [2,1.10° |21.10° 8,18. 10°
psychrophile
Coliforme 3,5.10° |7,98.10° |2,00.10° | 1,20.10° |1,68.10° |[2,00.10" | 1,05.10" |6,38.10
totaux
Entérobactéries | 2,30. 10° | 4,84.10" | 6,09.10° | IND 3,2.107 1,95.10" |3,9.10 3,23. 107
Pseudomonas | 1.95.10° | 1,2.10° |4,81.10° |3,09.10° |4,6.10° 3,4.10° |5,9.10° 8,9. 10°
Staphylocoque | ABS ABS ABS ABS ABS présence | ABS ABS
Bactérie 2,7.10* 5,4.10" ABS ABS ABS présence | ABS ABS
lactiques
Streptocoques | ABS ABS PRE ABS ABS présence | ABS ABS

-La flore psychrophile totale

Les résultats des analyses microbiologiques montrent que 100% des échantillons sont
contaminés par la flore psychrophile totale avec une charge trés élevée (1,39. 10" UFC/g)
obtenue dans 1’échantillon 2.

-Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques font partie des microorganismes produisent de 1’acide lactique,
d’apres les résultats, absence de ces bactéries dans tout les échantillons de poisson.
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-Pseudomonas sp

Pour Pseudomonas, 11 est présent dans tous les €chantillons analysés avec une forte
charge observée dans échantillon n°8 qui est de 8.9.10° UFC/g et une plus faible charge dans
Iéchantillon n°2 avec une charge de 1.02.10° UFC/g.

-Entérobactéries

Nous avons noté la présence des entérobactéries dans tous les échantillons étudiés
avec une charge tres variable et indénombrable dans I’échantillon n°4.

-Coliformes totaux

Nous avons remarqué une forte présence de ces germes dans tous les échantillons avec
une charge qui varie de 1.2.10° 4 6.38.10" UFC/g.

- Les Streptocoques fécaux

Les streptocoques fécaux sont rencontrés uniquement dans les échantillons 3 et 6. Leur
présence se caractérise par une pastille violette sur milieu Litsky et des colonies noires sur
milieu B.E A.

- Staphylococus aureus

D’ apres les résultats obtenus on a remarqué absence totale dans tous les échantillons
analysés a I’exception de 1’échantillon n® 6.

L’évaluation de la qualité microbiologique de poisson nous a permet d’apprécier leur
niveau de qualité microbiologique et leur niveau d’hygiene général. La contamination des

produits analysés est peu étre due aux:

¢ Manque d’hygiene du personnel en industrie de transformation.
¢ Interruption de chaine du froid lors du transport, du stockage et de la découpe ; que se

soit dans les ports ou dans I’industrie de transformation.
s Opérations de découpe a ’environnement (sol, 1’eau, I’air) ainsi que I’outillage mal

nettoye.

I1.2. Résultats du test de sensibilité des souches aux huiles essentielles (Thymus

fontanesii, Mentha spicata et Mentha pulegium).

Lors de cette étude, nous avons testé les huiles essentielles de trois différentes plantes vis-a-
vis de deux souches bactériennes Streptoccocus Sp (isolé d’espadon congelé) et
Streptoccocus pyogenes en appliquant la méthode de diffusion sur disques (la plus rapide)

pour tester leur ’activité antimicrobienne. Les résultats sont illustrés dans la figure 6 et7
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pour tester leur ’activité antimicrobienne. Les résultats sont illustrés dans la figure 6 et7

Figure 6: Effets inhibiteur des H ES (Thymus fontanesii, Mentha spicata et Mentha

pulegium) sur les deux souches A. Strepfoccocus Sp et B streptocoques pyogene.

60 -
50 -

40 -
B Thymus fontanesii
H Mentha spicata

20 1 » Mentha pulegium

10 -

streptococcus streptoccocus
sp pyogéne

Figure 7 : Sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des huiles essentielles

D’apres BOUDOUX et a/, (2001), on considere qu’une 1’huile essentielle a une action
bactériostatique si son diametre d’inhibition est supérieur a12 mm. Ainsi, d’apres les résultats

obtenus, les souches testées sont sensibles a 1’ensemble des huiles essentielles étudiées.
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L’huile essentielle de Thymus fontanesii est nettement plus active sur les deux les deux

souches.

L’huile essentielle de 7hymus fontanesii, riche en thymol et en carvacrol, agit de
facon plus active que celle de Mentha pulegium, trés riche en pulegone. 11 a été prouvé que le
pulegone présente une faible voire absence d’activité antimicrobienne lors de I’Eude de
pouvoir antifongique des huiles essentielles caractérisées par une forte teneur en pulegone

(ARAS et al, 2001, CHEBLI et al, 2003).

Selon KALEMBA et al, (2003), la sensibilit¢ des microorganismes dépond des
propriétés des huiles essentielles testés et du microorganisme lui-méme. La plus part des
études ont montré que les bactéries a Gram(+) sont généralement plus sensibles que les

bactéries a Gram(-) (BEKHECHI et al, 2008).

11.3. Résultats du teste de sensibilité des souches aux antibiotique synthétique

(antibiogramme)

Les résultats de I’effet des antibiotiques sur les deux souches sont présentés dans la figure 8

et tableau I11

Figure 8: résultats obtenue avec les antibiotiques synthétiques(FOX*’.1".0%" K"

A-. Streptoccocus pyogeéne B-  Streptoccocus Sp
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Tableau III : résultats du diamétre d’inhibition en (mm) des antibiotiques utilisés :

FOX 10 K 0%

Diamétre d’inhibition en mm, (moyenne et écart type) Sensibilité
Streptocoque | 0 39.2+0.7 25.1+0.1 25.2+0.3 (++)
sp
Streptocoque | 0 25.1+0.1 25.3+0.3 26.5+ (++)
pyogene

D’aprés les résultats obtenue, nous remarquons que les souches présentent presque

une méme sensibilité vis-a-vis des antibiotiques testés .Les deux souches se sont montrées
. . I 10 30 30 . Lo < 30
sensibles aux trois antibiotiques (I' ™~ K™, O™"), mais résistantes a FOX™.

I1.4. Résultats de la concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale
bactéricide :

I1.4.1.Résultats de la concentration minimale inhibitrice de Thymus fontanesii, Mentha
spicata et Mentha pulegium

Tableau IV : Les valeurs de CMI de I’huile essentielle testée sur streptoccocus sp.

L’huile essentielle CMI (ul/ml) Pourcentage(%o)
Thymus fontanesii 0.29 0.09
Mentha spicata 0.39 1.17
937 3.12
Mentha pulegium

Tableau V : les valeurs de CMI de I’huile essentielle testée sur strepfoccocus pyogene.

L’huile essentielle CMI (ul/ml) Pourcentage(%o)

Thymus fontanesii 0.58 0.19
Mentha spicata 4.68 1.56

Mentha pulegium 18.75 6.25
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11.4.2.Résultats de la concentration minimale bactéricide

D’aprés les résultats obtenue des CMB et CMI, on peu dire que les bactéries testé
réagissent de la méme maniére vis-a-vis des huiles essentielles des trois plantes (figure 9)

Thymus fontanesii Mentha spicata Mentha pulegium

Figure 9: résultats de la diffusion sur gélose (CMB)

Les résultats de la diffusion sur gélose ont montré que parmi les huiles essentielles
testées, 'huile essentielle de Mentha pulegium présente une faible activité antimicrobienne,
contrairement a I’huile essentielle de thymus fontanesii et de Mentha spicata. Les CMls ont
été calculées pour les trois huiles essentielles

L’huile essentielle de thymus fontanesii & montré a un effet inhibiteur a la dilution
0.09% et 0.19% ce qui correspond a la concentration de 0.29ul/ml et 0.58ul/ml sur
Streptoccocus Sp. et isolé et Streptoccocus pyogene. Pour I'huile essentielle de Mentha
spicata 1effet inhibiteur a ¢té observé a la dilution 1.17% et 1.56%, ce qui correspond
a0.39ul/ml et 4.68ul/ml pour strepfoccocus Sp et streptocoque pyogene. D’apres les résultats
de la CMls, Tl'huile essentielle de 7hymus fontanesii exerce une meilleure activité
antimicrobienne par rapport a ’huile essentielle de Mentha sp vis-a-vis de Streptoccocus

pyogene
FARAH HADOUCHI et al, (2002) ont testé 1’activité antimicrobienne de [’huile
essentielle de Thymus fontanesii sur cinq souches différentes (Bacillus, Acinetobacter,

Staphylococus aureus, enterobacter et E. coli), 1a souche Enterobacter est la plus résistante
avec une CMI comprise entre 614.6 et 9219ul/ml. la CMI de bacillus et Staphylococus aureus
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sont comprises entre 368.7 et 460.9 pl/ml alors qu’Acinetobacter et L. coli ont des CMIs plus
faible qui sont comprises entre 184.3 et 368.7 ul/ml. L’huile essentielle de 7hymus fontanesii
est donc tres active sur ’ensemble de souches testées a part Pseudomonas qui ce révele la
moins sensible ayant une CMI; trés élevé (DUARTE et al, 2005).

II.5.Résultats de la combinaison des huiles essentielles:

Bien que ’activité antimicrobienne des huiles essentielles soit attribuée a son composé
majoritaire, I’effet synergique ou antagoniste de chacun des constituants présent en faible

teneur est également pris en considération. (DAFERERA et a/, 2003).

Les résultats de la combinaison des huiles sur les deux souches sont représentés dans

la figure 10 Et le tableau 6.

60

50

40

30 - m Streptococcus Sp

20 -
- | l l
0_
4 5 6 7 8 9 10

Figure 10 : résultats de la combinaison entres les huiles essentielles thymus fontanesii,
Mentha spicata et Mentha pulegium

H Streptococcus pyogene

diameétre d'inhibition
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Tableau VI : résultats des combinaisons entres les huiles essentielles testés sur streptoccocus
sp streptocoque pyogene.

Diameétre d’inhibition en (mm) en moyenne et écart type

4 5 7 8 9 10
g |2 | |3 |2 |2|2 | |= % g | % o %
= e o =] o = o =] o =) o = o =)
5 @, = 2 | B @ | B @, = @, = 2, = 2,
o |g @ g | x S | & = @ = o | = @ Q.
s | |* |F|° |F|° |§ |® | s | | o 3
i 5 E E £ E E E E
S 39.0 | ¢ 20.1 T 188 | &£ 260 T | 228+ T 1205 T [ 336+ 1
3 |01 | +0.8 | ~ | 0.1 +1 ~ 103 ~ | £0.5 ~ 104 ~
=
o
< =+ =+ =+ =+ =+ T
kS 146 |~ / / 8.9 ~ 1121 ~ 1129 ~ 1 10.05 ~ | 19.85 T
3 | 0.4 + +0.1 +0.1 +0.55 0.15+ ~
S 0.15
S :
=
o
g

D’apres les résultats obtenus,

nous constatons que les six combinaisons testées

présentent un effet antibactérien sur les deux souches, mais I’effet le plus prononcé est
obtenu avec la combinaison 2/3 de Thymus fontanesii, 1/6 de Mentha spicata et 1/6 de

Mentha pulegium.

Les études menées par SALEHI et al/, (2005) sur I'effet antimicrobien des huiles

essentielles ziziphora clinopodioides (pulegone 45.8%), ainsi que celle de son composé

majoritaire vis avis de sept bactéries (aromatogramme). montrent que les deux échantillons

possédent un méme niveau d’efficacité sur les microorganismes testés, sois entre 9 et 15 mm

(selon les différentes bactéries) pour la pulegone et entre 11 et 18 mm pour "huile essentielle,

malgré quelle contienne une teneur en thymol (8%).
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I1.6.Résultats de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Thymus fontanesii
appliquée a la soupe de poisson

Dans cette partie, nous avons essey¢ de vérifier Defficacité de [Dactivité
antimicrobienne de I’huile essentielle 7Thymus fontanessi en appliquant sur un produit
alimentaire qui est la soupe de poisson.

en se bassant sur les résultats de I’aromatogramme, On a pu suivre la croissance et le
développement des deux souches bacteriennes Streptococcus Sp et Streptococcus pyogéne
inoculées dans la soupe de poisson en présence de I’huile éssentielles Thymus fontanessi

Les figure 11 et 12 .montre les resultats du devloppement de Streptococcus Sp et
Streptococcus pyogéne sur la soupe de poisson conservée a + 4°C pendant 5 jours .

3,5

2,5 f'

1,5

streptoccocus sp

temoin

0,5

la charge
microbiennelogl0ufc/ml)

1 2 3 4 5

Temps (jours)

Figure 11 : représentation graphique de 1’évolution de la croissance de streptoccocus sp en
fonction de la période de conservation.
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Figure 12 : représentation graphique de 1’évolution de la croissance de streptoccocus
pyogene en fonction De la période de conservation.

La figure 12 montre la charge microbienne de dans la soupe de poisson avec et ’huile
essentielle de thymus fontanesii (témoin). Durant les 5 jours de conservation a+4°C, la
charge bactérienne de la soupe avec I’huile essentielle a atteint 2.9 (logjoufc)/ml 3.5
(log10UFC/ml) pour Streptococcus Sp et 3.08 (logjpufc)/ml contre 3.5 (log 10UFC/ml) pour
Streptococcus pyogéne.

L’huile essentielle testée montre une activité antimicrobienne performante car elle a
permis la réduction de la charge bactérienne par rapport au témoin positif et cela tout le long
de la période de conservation.

Il semble que I’huile essentielle de 7hymus fontanesii a une activité antimicrobienne
pas tres importante dans la matrice alimentaire, et cela pourrait étre di a sa composition
chimique, ou le degré de diffusion. Il est incontestable que plusieurs I’huiles ont une activité
antibactérienne, cependant elles réagissent autrement lorsque elles sont appliquées dans les
matrices alimentaires. Selon OUSSALAH et al. (2007) la divergence dans [activité
antibactérienne peu étre liée a la concentration, a la nature et le nombre de aux groupements
fonctionnels, a la configuration des composés et leur interaction synergique possible.

La présence dans I’aliment d’éléments nutritifs comme les graisses, protéines,
substances anti-oxydantes, le sel, le pH, température, condition de stockage,
microorganismes, peuvent influencer sur ’activité des huiles essentielles. D’apres HOLLEY
et al, (2005), a Ph bas I’hydrophobicité des huiles essentielle augmente, ce qui leur permet de
se dissoudre facilement dans la phase lipidique de la membrane bactérienne.

Selon HELLAL, (2011), I’huile essentielle testée expérimentalement peu ne pas avoir
le méme effet dans un autre produit alimentaire. D’aprés BURT, (2004), pour obtenir un effet
antimicrobien meilleur d’une I"huile essentielle dans une matrice alimentaire il faut utiliser
des concentrations importantes.
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Résultats et discussion

De plus, les huiles essentielles peuvent avoir des odeurs assez fortes et prononcées
(HELLAL.2011), ce qui peu étre un inconvénient pour leur application dans des produits
alimentaires. Mais selon CAILLET et LACROIX, (2007) les effets organoleptiques
indésirables peuvent étre évités en sélectionnant 1’huile essentielle appropriée a chaque denrée
alimentaire comme par exemple I’huile essentielle adaptée pour 1’application sur les viandes
et les produits carnés sont : le thym, I’origan, clou de girofle.

36



Conclusion



Conclusion

Ce travail est une contribution a I’évaluation de la qualité microbiologique du poisson
surgelé importé, pris au hasard, ainsi que 1’activité antibactérienne des huiles essentielles de

trois plantes : Thymus fontanesii Mentha sp et Mentha deux souches de Streptoccocus.

Les résultats obtenus permettent de conclure que le poisson présent une contamination
a Pseudomonas sur I’ensemble des échantillons testé avec une forte charge observée dans
I’échantillon n° 8 qui est de 8,9.10° UFC/g, a Flore psychrophiles totale avec une charge
importante de 8,9.10°UFC/g dans 1’échantillon n° 8 et une faible charge dans I’échantillons
n° 2 qui est de 1,02.10°UFC/g, au entérobactéries qui été indénombrable et coliformes avec
une charge de 6,38.10’UFC/g, mais absence de bactérie lactique, de staphylococus aureus et
de streptocoque fécaux dans la plus part des €chantillons. L’huile essentielle de Thymus
fontanesii a exercé une activité antibactérienne importante sur les deux souches testés
(streptocoque isolé et streptocoque pyogenes) par contre, I’huile essentielle de Mentha sp et

Mentha pulegium ont révélé une faible activité.

On ce qui concerne les CMlIg, I'huile essentielle de 7hymus fontanesii a montré un
effet inhibiteur trés important avec une concentration minimale qui de 0.29ul/ml obtenue sur

streptoccocus isolé.

Une étude plus prononcée de I'huile essentielle Thymus fontanesii en combinaison
avec l'huile essentielle de Mentha pulegium a permis de mettre en évidence un effet
synergique envers les deux bactéries. L huile essentielle de Mentha sp combiné avec Mentha

pulegium a donné un effet antagoniste envers streptocoque pyogenes.

Quant aux résultats des testes de l'application de huiles essentielle de 7hymus
Jfontanesii dans la soupe de poisson. L’huile essentielle s’est révélée intéressante par son
pouvoir antimicrobien. Cette I'huile essentielle peu étre utilisée comme agent naturel de

conservation des produits de la péche.
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Annexe 1 : ’huile essentielle des trois plantes

Mentha pulegium Mentha spicata thymus fontanesii

Annexe 2 : Résultats du teste de sensibilité des souches a D’acide lactique, I’acide
acétique, et la combinaison entre les huiles étudie et I’acide lactique et acétique.
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Annexe 3 : Application H.E de thymus fontanesii sur les souches inoculées a la soupe de

poisson
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Annexe 4 : composition de la soupe de poisson

Annexe 5 : Apparition de la pastille violette dans 1’échantillon n°6.
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Annexe 6 : Valeur de la série des dilutions utilisé pour déterminé la CMI;

Tableau 1 : Valeur des dilutions utilisé pour déterminé la CMI

Rappor
t de
dilution | 1/2 | 1/4 | 1/6 1/8 1/16 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/102 | 1/2048 | 1/40 | 1/81
d’H Es 4 96 2
(%) 50 |25 | 125 |6.25 3.125 [ 1.56 | 0.78 | 0.39 0.19 0.09 0.04 0.02 0.01 | 0.00
6
ul 15 |75 | 375 | 1875 |937 468 |234 |1.17 0.58 0.29 0.14 0.07 0.03 | 0.01
HEs/ml | O
Annexe 7 : composition des milieux de culture utilisés Ph : 7
1. Gélose de dénombrement PCA :
v’ Tryptane............. 5g
v’ Extrait de levure.....2.5¢g
v' Glucose............... lg
v’ Agar-agar............. 15¢
2. Milieu de Chapman : (g/l). Ph : 7.6-7.8.
VOPeptONe ... 11g
v\ Extraitde viande ........... ... lg
Vo Na Clo 75¢
Vo Mannitol ... 10g
VOOUAQAT 15¢
v Rougedephénol ... 0,025
3. Milieu Muller Hinton gélosé
v’ Infusion de viande bovine....................................... 02,0g
v Hydrolysat acide de caséine...................................... 17,5¢
v' Amidonsoluble........................ ... 01,5¢
v o Agaragar................................................ 150¢g
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4. Bouillon nutritif

v' Macérationde viande......................................... 1 litre
(Ou eau distillé + extrait de viande)

VOPeptONe ... 15¢g
v  NaClouKClL................. .. .. 5¢

S. solutions utilisées pour I’analyse

e FEau physiologique
On a utilisé I’eau physiologique pour la préparation des dilutions.
v Préparation de I’eau physiologique
Chlorure de sodium 9¢
Eau distillée 1000ml
Stérilisation 15min a 121°C.
e Bouillon TSE
TSE (Eau physiologique peptone€) est un diluant pour les produits alimentaires
et plus particulierement pour la recherche des germes pathogenes.
v' Composition (g/1)
Tryptone 1
Chlorure de sodium 8,5
v’ Préparation

Dissoudre 9,5¢g dans un litre d’eau distillée ; autoclave 15min a 121°C ; pH=7,2
Annexe 8 : Matériel utilisé pour la présente étude

Une balance analytique, des flacons, un bistouri, ciseaux, une pince,
éprouvette graduée (100ml), boites de Pétri, pipette graduée (Sml), une pro-pipette,
pipettes Pasteur, micropipette, réfrigérateur, étuve, bain-marie, une haute, des tubes
a essai, une anse de platine, bec bunsen, autoclave pour la stérilisation et

décontamination du matériel.
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Annexe 9 : Tableau montre la Sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des huiles

essentielles.
Thymus fontanesii Mentha sp Mentha pulegium
Diameétre d’inhibition en (mm) et en moyenne. Et écart  type
diametre Sensibilité | Diametre | Sensibilité | diamétre Sensibilité
Streptoccocus
Sp 58.5+1.5 (+++) 11+1 (+) 12.540.5 (+)
Streptoccocus | 51.5+0.5 (++) 14.4+0.6 | (+) 21.1+£1.3 (++)
pyogene




Résumé

En vue d’évaluer la qualité microbiologique du poisson surgelé importé et ’activité
antibactérienne de huiles essentielles de trois plantes : thymus fontanesii, Mentha spicata et
Mentha pulegium, une étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie de la
faculté. Des échantillons ont été prélevés et ont fait I’objet d’analyses microbiologiques. Les
résultats obtenus ont démontré que les échantillons présentent une contamination a
Pseudomonas, Flore Psychrophile totale, coliforme totaux, entérobactéries. Les staphylococus
aureus, les streptocoques fécaux et les bactéries lactiques sont présents uniquement L’effet
antibactérien des huiles essentielles de thymus fontanesii, Mentha spicata et Mentha

pulegium a été testé sur streptocoque fécaux streptocoque pyogene.

L’application de I’huile de thym sur la soupe de poisson conservée pendant 5 jours a
+4C° ralentit légerement la croissance des deux souches. Souches streptocoque sp isolé partir

de ’espadon congelé et streptoccocus pyogene.

Mots clés : produit de la peche, Thymus fontanesii, Mentha spicata et Mentha pulegium,

activité antibactérienne,
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